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RESUMO

O bicho-mineiro do cafeeiro (Leucoptera coffeella) & uma das principais pragas da cultura do café,
especialmente em cultivares de Coffea arabica, altamente suscetiveis ao ataque. Em contrapartida,
espécies selvagens como C. racemosa e C. stenophylla tém se destacado como fontes promissoras
de resisténcia natural. Este trabalho investigou os mecanismos quimicos e microbianos associados
a resisténcia dessas espécies ao bicho-mineiro, com énfase em compostos bioativos e na
diversidade de fungos endofiticos presentes nas folhas de genoétipos Coffea resistentes ao bicho-
mineiro. No estudo metabolémico comparativo, realizado com os genétipos Coffea arabica cv.
Catuai Amarelo IAC 62, C. racemosa, C. stenophylla e o hibrido experimental resistente [AC 1059
(oriundo do cruzamento entre C. arabica e C. racemosa), foram identificadas assinaturas quimicas
especificas associadas a resisténcia, incluindo o acimulo de acido maélico, acido succinico, acido
isotrednico e acido quinico. Esses compostos estdo amplamente relacionados a mecanismos de
defesa, como acidificacdo do ambiente celular, quelagdo de ions metdlicos e sinalizacdo de
estresse oxidativo. O hibrido resistente apresentou um perfil metabolémico intermedidrio,
refletindo a heranca parcial de caracteristicas de resisténcia de C. racemosa, com destaque para o
aumento de metabdlitos como acido isotrednico, acido glicélico, acido pentanoico e maltotriose.
Paralelamente, foram obtidos 65 isolados de fungos endofiticos a partir das folhas de C. racemosa
e C. stenophylla. Entre os isolados, um fungo identificado como pertencente ao género
Colletotrichum demonstrou potencial entomopatogénico, causando 70% de mortalidade em larvas
de Tenebrio molitor. Este isolado também apresentou capacidade de produzir quitinase em meio
contendo quitina coloidal, enzima potencialmente envolvida na degradac¢éo da cuticula de insetos.
Os resultados deste trabalho evidenciam que a resisténcia ao bicho-mineiro em espécies de Coffea
envolve um conjunto complexo de fatores quimicos e bioldgicos, e que tanto os metabolitos de
defesa quanto os fungos endofiticos podem desempenhar papéis complementares nesse processo.
Esses achados reforcam a importdncia do uso da biodiversidade do género Coffea no

desenvolvimento de estratégias sustentaveis para o manejo de pragas na cafeicultura.

Palavras-chave: cafeeiro; Leucoptera coffeella; fungos entomopatogénicos; metabdlitos.



ABSTRACT

The coffee leaf miner (Leucoptera coffeella) is one of the most significant pests affecting coffee
cultivation, particularly in cultivars of Coffea arabica, which are highly susceptible to its attack. In
contrast, wild species such as C. racemosa and C. stenophylla have emerged as promising sources
of natural resistance. This study investigated the chemical and microbial mechanisms associated
with resistance to the coffee leaf miner in these species, with a focus on bioactive compounds and
the diversity of endophytic fungi found in the leaves of resistant Coffea genotypes. In a
comparative metabolomic analysis involving Coffea arabica cv. Catuai Amarelo [AC 62, C.
racemosa, C. stenophylla, and the experimental resistant hybrid IAC 1059 (derived from a cross
between C. arabica and C. racemosa), specific chemical signatures associated with resistance were
identified, including the accumulation of malic acid, succinic acid, isotreonic acid, and quinic acid.
These compounds are broadly linked to defense mechanisms such as cellular acidification, metal
ion chelation, and oxidative stress signaling. The resistant hybrid displayed an intermediate
metabolomic profile, reflecting the partial inheritance of resistance traits from C. racemosa, notably
with increased levels of isotreonic acid, glycolic acid, pentanoic acid, and maltotriose. In parallel,
65 endophytic fungal isolates were obtained from the leaves of C. racemosa and C. stenophylia.
Among them, one isolate identified as belonging to the genus Colletotrichum demonstrated
entomopathogenic potential, causing 70% mortality in Tenebrio molitor larvae. This isolate also
produced chitinase in a medium containing colloidal chitin, an enzyme potentially involved in
insect cuticle degradation. The findings of this study highlight that resistance to the coffee leaf
miner in Coffea species involves a complex interplay of chemical and biological factors, and that
both defensive metabolites and endophytic fungi may play complementary roles in this process.
These results reinforce the importance of leveraging Coffea biodiversity in developing sustainable

pest management strategies for coffee cultivation.

Keywords: coffee tree; Leucoptera coffeella; entomopathogenic fungi; metabolites.



SUMARIO

CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o 7
1.1 CALBBITO ...ttt bttt 7
1.2 Bicho-mineiro (Leucoptera Coffeella)............ouumminneiinieieieieieieeeeeeeteeeeee e 8
1.3 MecaniSmos de AefESa.........ccoviiiiiiiniiicccc e 11
14 Estudos realizados sobre a interacéo cafeeiro - Leucoptera coffeella....................cuueun..... 14
1.5 MetabOlitos SECUNAATIOS.......c.cvvviiieieiiiiriicicicee ettt 17
1.7 Interacdes entre fungos endofiticos € Plantas...........ccceeirieeririecirieinieeieeiee e 20

CAPITULO 2: ISOLAMENTO E TRIAGEM DE FUNGOS ENDOFITICOS EM COFFEA

RACEMOSA E COFFEA STENOPHYLLA. COM POTENCIAL ENTOMOPATOGENICO........ 24
2.1 INETOAUGEOD ...ttt ettt ettt e ete et e teete e e eeseeteeteenseeseeseersenneerenns 24
2.2 Material € IMELOAOS ......cooveveueuiiiieieieitetee ettt ettt nenes 25
2.2.1 Isolamento de fungos endOfitiCOS ........ccevveiiiirieieiciseee e 25
2.2.2 Triagem de fungos endofiticos com potencial entomopatogénico ...........ccccecveveervrrervrrenene 26
2.2.3  Avaliacdo do mecaniSMO A€ ACAO ......c..ceeeeeveeeieeieeeeteete ettt ettt ettt et eaeas 27
2.2.4 Avaliacdo da atividade lipolitica do isolado S7-23.........cccceeirieiineieeceeeees 28
2.2.5 Avaliacdo da atividade proteolitica do is0lado S7-23.........cccoevveieviiinieieeeeeeeee e 28
2.2.6 Avaliagdo da atividade da enzima qQUItINASE .........ccccervriririeiemiririneeieieereeee et 29
2.2.7 Caracterizagdo molecular do isolado fingiCo .........ccceoeeieiireirieiee e 30
2.3 RESUILAAOS ...t 31
2.3.1 Isolamento e sele¢do de fungos endofiticos de Coffea e avaliacéo de seu potencial como
agentes de bioCONLIOle e INSELOS.........cecivieirieiiieieireeee ettt sesa s senes 31
2.3.2 Avaliacdo da atividade proteOlitiCa .........cccvvivierieieiiirieieceeseee et aeneas 37
2.3.3 Avaliagdo da atividade HPOLICA. .......cccoururueueuiiriirieiee e 38
2.3.4 Avaliacdo da atividade qUItinOlEICa........ccucciiirieieieice et 39
2.3.5 Identificagédo do fungo endofitico isolado de Coffea stenophyla..........ccccccovveirrivinieennnene. 40
2.4 DISCUSSEO ...ttt ettt ettt bttt ettt ettt ettt 41
2.5 CONICIUSAO ...ttt ettt 47
CAPITULO 3: ESTUDO METABOLOMICO DE ESPECIES DE COFFEA .....oovvvvveemmieereeerinseeeeeenns 49
3.1 INEFOAUGEOD ...ttt ettt ettt ettt ettt ete e s et e eteeaaenseeteeteerseseeseersensensenns 49
3.2 Material € MELOAOS .......ooveueueuiiiiiieieiiirietetcct ettt ettt ettt 52
3.3 RESUILAAOS ...ttt 54
3.4 DISCUSSEO ...ttt ettt btttk etttk ettt ettt nenes 67



3.5 Conclusio................

CONSIDERACOES FINAIS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o sasenas



CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Cafeeiro

O cafeeiro é uma planta perene pertencente a familia Rubiaceae, subfamilia Ixoroideae e
género Coffea L. O género Coffea L. contém as trés espécies utilizadas na producéo do café: C.
arabica L. (café aradbica), C. canephora Pierre ex A. Froehner (café robusta ou canilon) e C. liberica
Hiern (café liberiano, também conhecido como Liberica ou café excelsa). Dentre as espécies do
género Coffea, C. arabica destaca-se como a mais cultivada e economicamente relevante em
escala global. Essa predominancia deve-se & combinacdo de caracteristicas agronOmicas e
comerciais, como a superior qualidade sensorial dos grdos, com aromas e sabores mais suaves €
complexos, além do menor teor de cafeina quando comparada a outras espécies, como C.
canephora (Davis et al., 2006; Perrois et al., 2014). Entretanto, C. canephora vem ganhando espaco
e se tornando cada vez mais competitivo no cendrio da cafeicultura, sobretudo pelas altas
produtividades, menor custo de producdo e maior toleréncia a estresses bioticos e abioticos, como
pragas, doencas e déficit hidrico. O cultivo de C. canephora é especialmente vantajoso em regides
de baixas altitudes e temperaturas mais elevadas, onde C. arabica apresenta menor desempenho
(CONAB, 2024).

Botanicamente, C. arabica é uma espécie tetraploide com 2n = 4x = 44 cromossomos e
autégama com cerca de 10% de polinizagdo cruzada. Trata-se de uma planta de porte arbustivo,
com altura entre 2 e 4 metros, folhas opostas, elipticas, de coloragdo verde-brilhante, e ramificagdo
dicotémica. Suas flores sdo andréginas, brancas e perfumadas, e os frutos sdo drupas conhecidas
como “cerejas”, contendo normalmente dois grdos. Agronomicamente, a espécie apresenta
melhor desempenho em altitudes entre 800 e 2.000 metros, com temperaturas médias entre 18°C
e 22°C e pluviosidade entre 1.200 e 2.000 mm anuais (Carvalho, 2008).

O café arabica tem sua provavel origem na Etiopia. Apds a sua domesticagdo nesse pais, o
café arabica foi introduzido no Iémen, de onde foi levado para a Indonésia e para a Ilha de Reunido
(anteriormente denominada Ilha de Bourbon). Os cafés introduzidos na Indonésia deram origem
a variedade boténica Tipica (C. arabica var. Typica Cramer), enquanto os introduzidos na Ilha de
Bourbon originaram a variedade botéanica Bourbon (C. arabica var. Bourbon Rodr. ex Choussy). O
cultivo do café arabica se expandiu pela América do Sul e América Central, com base em cultivares
que tiveram as suas origens genéticas nas variedades Tipica e Bourbon (Davis et al., 2006).

No Brasil, o café foi introduzido em 1727, inicialmente no estado do Para, onde comecou a ser
cultivado na cidade de Belém. Nos anos seguintes, foi levado para o Maranh&o e o Rio de Janeiro,
sendo cultivado principalmente para consumo doméstico. Aproximadamente em 1820, chegou ao

Vale do Paraiba, na Serra do Mar, onde a presenca do solo fértil conhecido como "terra roxa", foi



ideal para o cultivo de café. A partir de Sdo Paulo, o cafeeiro foi sendo cultivado em Minas Gerais,
Espirito Santo e Parana (BRASIL Ministério da Agricultura e Pecuaria, 2023).

O Brasil tem se consagrado como o maior produtor e exportador de café do mundo, mantendo
uma posi¢do de destaque no mercado global por décadas. Em 2024, o Brasil exportou 50,5 milhdes
de sacas de 60 Kg de café, estabelecendo um novo recorde. Esse desempenho representou um
crescimento de 28,8% em relacdo ao ano anterior. Como resultado, o pais gerou uma receita de
US$ 12,3 bilhdes, o maior valor ja registrado, com um aumento de 52,6% em comparacgédo a 2023
(CONAB, 2024).

Em relacdo aos destinos do café brasileiro, 142 paises receberam o produto ao longo de 2024.
Os Estados Unidos e a Alemanha foram os maiores compradores, correspondendo a 16,4% e
15,4% do total exportado, respectivamente. Outros destinos importantes incluiram a Bélgica
(9,1%), Itdlia (8,1%) e Japéo (4,9%) (CONAB, 2024).

Embora a cafeicultura do Brasil tenha experimentado grandes ganhos econémicos, os desafios
para a manutencgdo dessa cadeia produtiva sdo varios, entre os quais estdo as pragas que ameagam
a cultura, incluindo o bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville & Perrottet)

(Lepidoptera: Lyonetiidae).

1.2 Bicho-mineiro (Leucoptera coffeella)

Embora tenha origem no continente africano, L. coffeella, é atualmente uma praga
cosmopolita, monofaga, presente nas folhas de plantacdes de café em diversas regies, incluindo
a Africa, Asia e paises Neotropicais, como América Central, ilhas do Caribe e América do Sul. No
Brasil, a presenca do bicho-mineiro foi detectada pela primeira vez em meados do século XIX, e
desde entdo, tornou-se uma das principais pragas da cultura cafeeira no pais (Gallo et al., 2002).
Atualmente, onde quer que o café seja cultivado no Brasil, o bicho-mineiro estd presente,
representando um desafio continuo para os produtores (Almeida et al., 2020).

O bicho-mineiro é um inseto que passa por uma metamorfose completa, com seu ciclo de
vida composto pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). Em condi¢des de temperatura
de 25°C, o estdgio de ovo pode durar em média cinco dias, o estagio larval cerca de 12 dias e o
de pupa aproximadamente cinco dias, totalizando cerca de 22 dias até atingir a fase adulta. O
tempo total do ciclo de vida desse inseto pode variar conforme fatores como temperatura,
umidade e distribuicéo irregular das chuvas. Durante a estagdo seca, os ataques da praga tendem
a ser mais intensos em comparacéo aos periodos umidos. Em média podem ocorrer oito geracgdes
por ano, podendo chegar a 12 geragdes (Reis; Souza, 2002).

Além das condic¢des climaticas, outros fatores influenciam nos niveis de infestacdo da

praga. Entre eles, destaca-se o espagamento entre as plantas cultivadas: espacamentos maiores



proporcionam melhor ventilagdo, o que pode favorecer a incidéncia da praga (Souza; Reis;
Rigitano, 1998). O uso excessivo e inadequado de defensivos agricolas também contribui para
esse cendrio, pois compromete o equilibrio da entomofauna benéfica, reduzindo a eficacia do
controle biolégico natural. Outros elementos relevantes incluem a orientacédo das plantas em
relacdo ao sol e as caracteristicas genéticas dos genoétipos utilizados como hospedeiros (Darbello,
2011).

Os ovos, com cerca de 0,3 mm, sdo depositados na superficie superior das folhas de café.
Eles apresentam uma estrutura translucida, de formato oval e céncavo, com as laterais expandidas
(Almeida et al., 2020). Apds a ecloséo, as larvas eclodem da parte inferior dos ovos e penetram
diretamente no mesofilo da folha, sem entrar em contato com o ambiente externo. As larvas se
alojam entre as duas epidermes da folha, destruindo o parénquima e formando a "mina"
(Guerreiro-Filho, 2006). As areas danificadas comegam a secar e o tamanho da regido afetada
aumenta & medida que as lagartas se desenvolvem e as diferentes "minas" se conectam. Essas
lesbes provocam necrose e redugdo da area foliar funcional, resultando em uma menor taxa
fotossintética e consequente esgotamento da planta, o que compromete o seu desenvolvimento e
leva a queda prematura das folhas (Almeida et al., 2020).

Apos o estagio larval, as lagartas deixam o interior das folhas, saindo pela parte inferior,
onde produzem um fio de seda e descem para o terco inferior do cafeeiro. Nesse local, é onde
ocorre a transformagéo em pupa para a maioria das lagartas. Apoés completarem o estagio pupal,

novas mariposas surgem, com uma longevidade média de 15 dias (Ferrdo et al., 2017).
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Lagéna

Apds cumprir os 4 instares,
as lagartas saem das
minas

Ovos nao eclodidos
possuem estrutura
translacida

Folhas danificadas

<4+

Adulto Pupa

Casulo em formade X

Figura 1. Ciclo de vida de Leucoptera coffeella (bicho-mineiro), desde o ovo até o estdgio adulto. Apos a
ecloséo, a lagarta perfura o tecido foliar e se desenvolve até formar a pupa. O inseto adulto emerge da pupa,
realiza o acasalamento e, em seguida, as fémeas ovipositam preferencialmente na face adaxial das folhas
de cafeeiro, reiniciando o ciclo. Imagem adaptada de: https://hubdocafe.cooxupe.com.br/bicho-mineiro-

nas-lavouras-cafeeiras-do-sul-de-minas-gerais/

Compreender esse ciclo é essencial para o desenvolvimento de estratégias de manejo e
melhoramento genético, uma vez que a resisténcia do cafeeiro ao bicho-mineiro esté relacionada
tanto as fases larval quanto adulta do inseto (Souza; Reis; Rigitano, 1998). De maneira geral, todas
as cultivares da espécie C. arabica sdo severamente atacadas pelo bicho-mineiro, com niveis de
infestacdo que variam entre 50% e 90%. No entanto, a cultivar Siriema se destaca como uma
excecdo, sendo a Unica entre os materiais de C. arabica que apresenta resisténcia ao inseto,
caracteristica herdada de sua origem hibrida com C. racemosa (Guerreiro Filho; Medina Filho;
Carvalho, 1991; Matiello et al., 2014). Fontes de resisténcia foram encontradas nas espécies C.
racemosa, C. congensis, C. liberica, C. stenophylla, C. salvatrix, C. brevipes, entre outras (Medina Filho;
Carvalho; DM., 1977).

Nas espécies resistentes, o desenvolvimento larval do bicho-mineiro é severamente

comprometido. As lagartas geralmente morrem logo apos a ecloséo e o inicio da alimentagéo, o
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gue resulta em lesdes puntiformes e quase imperceptiveis nas folhas. Por outro lado, em plantas
suscetiveis, como as cultivares de C. arabica, as lagartas conseguem se alimentar intensamente,
consumindo grandes areas do parénquima palicaddico. Nesse caso, elas se deslocam ativamente

dentro do tecido foliar, formando lesdes de tamanho varidvel (Guerreiro Filho; Mazzafera, 2000).

1.3 Mecanismos de defesa

As plantas, por ocuparem o primeiro nivel tréfico, séo fontes primarias de nutrientes para uma
ampla variedade de organismos, incluindo insetos herbivoros. No entanto, sua vulnerabilidade a
herbivoria é atenuada por um conjunto complexo de mecanismos de defesa que foram
selecionados ao longo da evolucéo. Esses mecanismos tém o potencial de minimizar, retardar ou
até mesmo impedir o ataque de insetos, contribuindo para a sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo
das espécies vegetais (Baldin; Vendramin; Lourencgéo, 2019).

Essas defesas podem ser de natureza fisica — como tricomas, espinhos e cuticulas espessas
— ou quimica, incluindo a producéo de metabdlitos secunddarios com acgdo repelente, toxica ou
antinutricional. Além disso, as defesas vegetais podem atuar de forma isolada ou sinérgica,
afetando diretamente o desempenho dos herbivoros ou favorecendo a atuacdo de inimigos
naturais. De modo geral, esses mecanismos séo classificados como constitutivos ou induzidos
(Baldin; Vendramin; Lourengéo, 2019).

A defesa constitutiva esta presente na planta de forma continua, sem depender de ataques
externos, e engloba barreiras fisicas, como estruturas mecénicas, e compostos quimicos, como
toxinas e inibidores de alimentacéo. Por outro lado, a defesa induzida é ativada em resposta a
herbivoria ou oviposi¢do, O dano causado ativa genes de resposta a defesa e leva ao
redirecionamento de genes responsaveis pela manutencéo celular para mecanismos de protecéo
da planta. Quando lesionadas, as plantas liberam elicitores que estimulam a expressédo génica e a
producdo de compostos quimicos volateis e ndo volateis, como inibidores de proteinase, fenélicos
e enzimas associadas a diferentes estratégias de defesa (Karban; Ku¢, 1999). Diversas vias de
sinalizacdo, mediadas por moléculas como acido jasmoénico, acido salicilico, etileno e acido
abscisico, regulam a ativacédo dessas defesas em resposta ao ataque de artropodes (Silva; Panizzi,
2019; Smith, 2005).

A presenca de herbivoros pode desencadear nas plantas defesas diretas, que interferem em
seu crescimento e alimentacdo, ou defesas indiretas, como a liberacdo de compostos volateis que
atraem predadores ou parasitas desses herbivoros. Além disso, a defesa indireta pode ser
fortalecida pela oferta de abrigo ou recursos alimentares alternativos para os inimigos naturais,

potencializando sua efic4cia no controle das popula¢des herbivoras (Silva; Panizzi, 2019).
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Na literatura sobre resisténcia de plantas a artrépodes, trés tipos principais de resisténcia sdo
frequentemente descritos como: antixenose, antibiose e toleréncia (Smith, 2005). Inicialmente,
esses mecanismos foram definidos por Painter (1951) e posteriormente refinados por Hober
(1980), que os classificou como categorias funcionais.

O termo antixenose, derivado do grego xeno (hdspede), refere-se a resisténcia de uma planta
baseada na sua incapacidade de servir como hospedeira para insetos ou outros artropodes. Essa
forma de defesa atua principalmente dificultando o reconhecimento da planta como um recurso
adequado para alimentagdo, oviposicdo ou abrigo, levando a praga a buscar hospedeiros
alternativos (Smith, 2005).

Entre os principais fatores associados a antixenose estédo as barreiras fisicas, como camadas
epidérmicas espessas, presenca de ceras na superficie de folhas, caules ou frutos, além da variacdo
na densidade e estrutura dos tricomas, que podem dificultar o acesso ao tecido vegetal ou o
deslocamento do inseto. Esses elementos fisicos interferem diretamente no comportamento do
artropode, inibindo sua permanéncia ou dificultando o sucesso de seu ciclo biolégico (Smith,
2005).

Além dos aspectos fisicos, a composi¢do quimica da planta também desempenha um papel
decisivo. Plantas resistentes podem néo apresentar os fitoquimicos atrativos necessarios para
estimular o apetite ou a oviposi¢do dos herbivoros. Alternativamente, podem conter compostos
especificos que atuam como repelentes, inibidores de alimentagéo ou até toxinas, que se tornam
ativas apos a ingestdo (Smith, 2005).

Nesse contexto, Roger Whittaker (1970) introduziu o termo aleloquimico como uma nova
denominagdo para substéncias vegetais secundarias, ampliando a compreensdo sobre o papel
desses compostos nas interagdes ecologicas. Ele definiu os aleloquimicos como "substéncias
quimicas ndo nutricionais produzidas por um individuo de uma espécie que influenciam o
crescimento, a saide, o comportamento ou a dindmica populacional de outra espécie".

Os aleloquimicos podem atuar de diferentes formas nas interagdes entre plantas e artrépodes.
Quando beneficiam a planta produtora, sdo chamados de alomoénios, funcionando como
repelentes, inibidores de alimentagdo ou oviposicdo. Por outro lado, quando favorecem o
artrépode receptor, sdo denominados cairomoénios, podendo atrair ou estimular o inseto em busca
de recursos, enquanto os sinoménios beneficiam ambos (Smith, 2005).

A resisténcia vegetal do tipo antibiose ocorre quando uma planta resistente impacta
negativamente a biologia de um artréopode que tenta utilizd-la como hospedeira. Os efeitos
antibioticos de uma planta resistente podem variar em intensidade, indo de leves a letais, e
decorrem tanto de defesas quimicas quanto de caracteristicas morfologicas da planta. Os efeitos

letais podem ser agudos, afetando geralmente ovos e larvas jovens. Os efeitos cronicos, levam a
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morte de larvas mais desenvolvidas e pré-pupas incapazes de empupar, pupas que ndo emergem
e adultos inviaveis. Além disso, mesmo os individuos que sobrevivem aos efeitos diretos da
antibiose podem apresentar comprometimentos, como redugdo no tamanho e peso corporal,
crescimento mais lento durante os estdgios imaturos e menor capacidade reprodutiva (Smith,
2005).

De acordo com (Lara, 1991), a resisténcia por antibiose pode estar relacionada a presenca de
compostos quimicos, como os aloménios, que interferem negativamente na fisiologia do inseto.
Entre essas substéncias, destacam-se os metabolitos téxicos, como alcaloides, terpenos, quinonas
e glicosideos, capazes de provocar intoxica¢des agudas ou crdnicas; os antimetabdlitos, que
bloqueiam ou tornam indisponiveis nutrientes essenciais; inibidores enzimaticos, que afetam a
digestéo; fitohormoénios, que desregulam o desenvolvimento e a metamorfose; além de compostos
antigonadais, que comprometem a fertilidade. A antibiose também pode resultar de uma
composicdo nutricional inadequada da planta para o inseto, seja por deficiéncia quantitativa de
nutrientes, auséncia de um ou mais nutrientes essenciais ou um desequilibrio na propor¢do dos
nutrientes necessarios ao desenvolvimento do inseto.

As categorias de resisténcia por antibiose e antixenose frequentemente se sobrepdem, pois,
diferencia-las em experimentos pode ser um desafio. Por exemplo, se um artrépode mantido em
uma planta resistente ndo apresenta o ganho de peso esperado em compara¢do com uma planta
suscetivel, pode-se atribuir esse efeito a presencga de compostos antibioticos na planta. No entanto,
a reducdo no ganho de peso também pode ser consequéncia de barreiras fisicas ou quimicas que
dificultam a alimentacé&o, caracterizando um efeito antixenotico. Esse obstéculo pode levar a um
comportamento anormal no artrépode, resultando em uma condigéo fisiolégica debilitada que, a
primeira vista, pode ser erroneamente interpretada como um efeito de antibiose (Smith, 2005).

As plantas também podem apresentar resisténcia a artrépodes por meio da tolerancia, que
lhes permite suportar ou se recuperar dos danos causados por esses organismos, mesmo quando
expostas a infestagdes semelhantes as de cultivares suscetiveis. Essa capacidade de tolerancia
estd diretamente relacionada as caracteristicas genéticas da planta, que lhe conferem a habilidade
de compensar as perdas causadas pelos artropodes, promovendo a regeneracdo dos tecidos
danificados e o crescimento continuo. Do ponto de vista agrondmico, cultivares tolerantes tendem
a produzir maior biomassa em comparagdo com cultivares suscetiveis (Smith, 2005). Segundo
Strauss; Agrawal, (1999), a tolerancia das plantas pode ser influenciada por cinco fatores
principais: aumento da taxa de fotossintese liquida, alta taxa de crescimento relativo,
intensificagdo da ramificacdo ou perfilhamento apés a liberagcdo da dominéancia apical, elevados
niveis de carbono armazenado nas raizes e a capacidade de redistribuir esse carbono dos 6rgéos

subterréneos para os brotos.
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1.4 Estudos realizados sobre a interacao cafeeiro - Leucoptera coffeella

Vérias hipoteses foram investigadas sobre a natureza da resisténcia de espécies de Coffea, mas
até o momento nenhuma correlacédo foi encontrada. Como a antibiose foi confirmada em varios
trabalhos como o mecanismo de resisténcia ao estagio larval do bicho-mineiro em C. racemosa, C.
stenophylla e na cultivar Siriema (Costa et al., 2025; Guerreiro-Filho, 2006; Magalhaes et al., 2010),
¢ possivel supor que tais espécies produzam substancias quimicas capazes de afetar o
desenvolvimento larval do bicho-mineiro (Almeida et al.,, 2020) ou que abriguem fungos
endofiticos que produzem substancias téxicas especificas contra o inseto (Saikkonen et al., 2006).

Guerreiro Filho; Mazzafera, (2000) correlacionaram o teor de cafeina em folhas de C. arabica
cv. Catuai, C. racemosa, e C. canephora cv. Robusta com a magnitude dos ataques causados pelo
inseto, uma vez que, a cafeina desempenha possivel papel na protegdo contra herbivoros
(Nathanson, 1984).

No trabalho realizado por Guerreiro-Filho e Mazzafera (2000), a variabilidade genética do
cafeeiro foi explorada para investigar a cafeina como uma possivel molécula de defesa contra o
bicho-mineiro. A pesquisa focou na andlise do conteudo de cafeina e na resisténcia das plantas a
esse inseto, mas os resultados mostraram que nédo ha correlacdo entre essas duas caracteristicas.

Considerando que o teor médio de cafeina em C. arabica é de aproximadamente 8 mg/g, C.
canephora é de 13,65 mg/g e C. racemosa é de 0,22 mg/g, em experimentos nos quais discos de
folhas de cafeeiro foram infiltrados com solucdes de cafeina, o conteudo desse alcaloide nas folhas
pode ter aumentado de duas a trés vezes, chegando a quase 30 mg/g em C. arabica com a solugéo
a 2%. Um aumento semelhante pode ter ocorrido também em C. canephora. No caso de C.
racemosa, o teor de cafeina nos discos foliares infiltrados com a solugdo a 2% pode ter aumentado
até 200 vezes, atingindo niveis significativos. No entanto, apesar do aumento substancial na
concentracdo de cafeina, danos consideraveis foram observados nas folhas de C. arabica e C.
canephora. J4 em C. racemosa, ndo houve alteragdo no tipo de lesdo foliar, que manteve
caracteristicas de resisténcia (Guerreiro Filho; Mazzafera, 2000).

Esses resultados ndo confirmam a hipétese de que a cafeina funcione como uma molécula de
defesa contra o bicho-mineiro, sugerindo que a resisténcia do cafeeiro ao inseto pode ser atribuida
a outros fatores. No entanto, os dados apresentados nédo séo conclusivos para excluir totalmente
a possibilidade de que a cafeina tenha desempenhado um papel evolutivo na defesa da planta
(Guerreiro Filho; Mazzafera, 2000). Pesquisas indicam que a tolerancia & cafeina em pragas do
cafeeiro pode estar relacionada & acdo da microbiota intestinal. Estudos com a broca-do-café,
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae), outro inseto que se alimenta de
tecidos ricos em cafeina, demonstraram que a degradacédo desse alcaloide é mediada por bactérias

simbidticas presentes em seu intestino, especialmente cepas de Pseudomonas. Essas bactérias sdo
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capazes de utilizar a cafeina como unica fonte de carbono e nitrogénio, possibilitando a
sobrevivéncia do inseto em ambientes naturalmente ricos nesse composto (Ceja-Navarro et al.,
2015).

Da mesma forma, Magalhdes et al., (2010) investigaram as concentragdes de acido
clorogénico, 4cido cafeico, cafeina e seus derivados em diferentes niveis de infestagdo pelo bicho-
mineiro. Os resultados revelaram que apenas os niveis de acido clorogénico apresentaram
tendéncia de queda com o aumento da infestacdo, embora essa reducdo ndo tenha sido
estatisticamente significativa. Com base nesses dados, os autores concluiram que esses
fitoquimicos ndo desempenham um papel determinante na resisténcia ou suscetibilidade das
plantas ao ataque do inseto, sugerindo que outros fatores metabolicos ou ecoldgicos podem estar
mais diretamente envolvidos na interagdo planta-praga.

Entretanto, quando Magalhées et al., (2008a) correlacionaram os niveis de cafeina nas folhas
de café com as preferéncias das fémeas de L. coffeella para oviposicdo, diferencas significativas
foram observadas. Os autores observaram uma correlagdo positiva entre o teor de cafeina nas
folhas e a escolha das fémeas e constataram que a cafeina desempenha um papel como mediador
na interacdo entre hospedeiro e praga, estimulando a oviposigado.

Magalh&es et al., (2008b) também investigaram os compostos volateis presentes nas folhas
de diferentes genétipos de café e observaram que a preferéncia das fémeas do bicho-mineiro para
oviposigdo estava associada a altas concentragdes de p-cimeno e a baixas concentragdes de 3-
cimeno. Ambos sdo monoterpenos aromaticos frequentemente envolvidos em mecanismos de
defesa quimica. O p-cimeno, em particular, é conhecido por atuar como um semioquimico em
interacdes planta-inseto, podendo funcionar como atrativo ou repelente, dependendo do
organismo alvo e da concentracdo (Qasim et al., 2024). Utilizando um olfatémetro, Magalhées et
al., (2008b) confirmaram que o p-cimeno atua como um mediador quimico da interacdo entre a
planta e o inseto, influenciando diretamente o comportamento de escolha do hospedeiro para
oviposicéo.

A pesquisa conduzida por Ramiro; Guerreiro-Filho; Mazzafera, (2006) investigou a
contribui¢do dos compostos fendlicos e das enzimas oxidativas peroxidase (POD) e polifenol
oxidase (PPO) na resisténcia do cafeeiro ao bicho-mineiro. O estudo envolveu as espécies
parentais C. arabica e C. racemosa, além de seus hibridos com diferentes niveis de resisténcia.
Entre os compostos fenolicos analisados, o acido clorogénico — uma classe de ésteres derivados
do &cido quinico e de acidos cindmicos (Clifford et al., 1987) — destacou-se como um dos mais
relevantes. Esse composto pode ser rapidamente oxidado pelas enzimas PPO e POD, formando a
clorogenoquinona, um intermediério altamente reativo que interage com proteinas foliares,

dificultando sua digest&o por insetos herbivoros. Além disso, as quinonas podem ser diretamente
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toxicas aos herbivoros, e sua reducédo pode levar a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), com potencial para danificar nutrientes essenciais e moléculas complexas, como lipidios,
proteinas e &cidos nucleicos (Felton et al., 1989).

Apesar desse potencial defensivo, os resultados indicaram que os fenois e as enzimas
oxidativas ndo sdo os principais determinantes da resisténcia ao bicho-mineiro. Embora C.
racemosa tenha apresentado maior acumulo de &cido clorogénico e atividade de PPO em resposta
ao ataque, essas diferencas ndo foram mantidas nos hibridos resistentes, que se mostraram
semelhantes a C. arabica suscetivel em termos de conteudo fenolico e atividade enzimatica. A
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia revelou perfis qualitativos semelhantes entre
os hibridos e a cultivar suscetivel, reforcando a hipétese de que os compostos fendlicos e as
enzimas PPO e POD, isoladamente, ndo explicam completamente os mecanismos de resisténcia
(Ramiro; Guerreiro-Filho; Mazzafera, 2006). Assim, embora tenham papel coadjuvante, esses
fatores parecem n&o ser os elementos centrais na defesa direta contra L. coffeella, indicando a
necessidade de investigar outras vias metabdlicas e mecanismos constitutivos ou induzidos
associados a resisténcia.

Alves et al., (2011) investigaram o efeito do extrato metanolico seco de folhas de C. racemosa
quando pulverizado sobre folhas de C. arabica em um teste de oviposi¢do com escolha pelo bicho-
mineiro. Os resultados mostraram que as plantas tratadas com o extrato seco foram menos
atraentes para a oviposicdo. Em seguida, os pesquisadores realizaram um teste de efeito ovicida,
pulverizando mudas de C. arabica que continham ovos do bicho-mineiro com o mesmo extrato.
Essa aplicag¢éo resultou em uma reducéo significativa na eclosdo das lagartas, e anélises realizadas
por microscopia eletrénica de varredura revelaram anomalias nas superficies externas dos ovos
nédo viaveis. No entanto, ndo foram realizados estudos para isolamento e identificacdo das
substéncias bioativas.

Um estudo conduzido por Costa et al., (2025) avaliou os tipos e niveis de resisténcia em
plantas da progénie ‘Siriema’ ao bicho-mineiro do café. Nos ensaios de oviposi¢do em dupla
escolha, onde cada genétipo ‘Siriema’ foi comparado com a cultivar comercial Arara, constatou-
se que mariposas de L. coffeella preferiram as folhas de ‘Siriema’ para a oviposi¢do na maioria das
comparacgdes. Como resultado, essas progénies foram classificadas como estimulantes em relagéo
a cultivar Arara. Além disso, as fémeas de bicho-mineiro depositaram o dobro de ovos nas
progénies ‘Siriema’ em comparagéo a cultivar Arara, quando analisada a média de oviposicéo por
folha. Caracteristicas como o tamanho das folhas, avaliado pelo nimero de ovos em folhas de 10
cm?, e a intensidade da coloragéo foliar, medida pelo indice relativo de clorofila, ndo influenciaram
a preferéncia de oviposi¢do do bicho-mineiro do café. Os resultados dos ensaios laboratoriais

indicaram que os genétipos ‘Siriema’ ndo demonstram resisténcia por antixenose. Com base nos



17

resultados do ensaio sem escolha, sugere-se que as progénies resistentes de ‘Siriema’ apresentem
um mecanismo de resisténcia relacionado a antibiose contra o bicho-mineiro. Essa interpretagéo
é apoiada pela baixa sobrevivéncia larval observada (35,9%), além do fato de que a maioria das
lesdes foi classificada como pequenas, com caracteristicas puntiformes e filiformes (pontuac¢des
de lesdo 1 e 2). Essas classifica¢des séo indicativas de niveis altos a moderados de resisténcia por

antibiose, respectivamente.

1.5 Metabdlitos secundarios

Na investigacdo de metabdlitos secunddrios que possam contribuir para a antibiose em folhas
de cafeeiro resistentes ao bicho-mineiro, ja foram analisados compostos como alcaloides,
fendlicos totais, acidos clorogénicos e acido cafeico. No entanto, certas classes de metabdlitos,
especialmente aqueles encontrados no café e na familia Rubiaceae, merecem destaque pelo seu
potencial inseticida. Entre esses compostos, destacam-se ciclotideos, diterpenos, triterpenos
pentaciclicos e taninos, que podem desempenhar um papel crucial na defesa das plantas contra
essa praga (Correia, 2021).

Os ciclotideos, que sdo peptideos de baixo peso molecular encontrados na familia Rubiaceae,
desempenham um papel importante na defesa das plantas contra insetos. Varios estudos indicam
que a principal funcdo desses compostos é proteger as plantas de ataques herbivoros. Um
exemplo notével é o ciclotideo kalata B1, cuja ingestdo pode retardar o crescimento e provocar
um aumento significativo na mortalidade das lagartas de Helicoverpa armigera (Hibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Seydel et al., 2007). No entanto, no estudo realizado por Correia, (2021)
com folhas de C. racemosa, C. arabica e seus hibridos interespecificos, os cromatogramas gerados
por cromatografia liquida acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos (LC-DAD) néo
revelaram picos nos comprimentos de onda de 220 nm, associados a ligacdes peptidicas, nem em
280 nm, que sdo tipicos de aminoacidos aromaticos, indicando a auséncia de ciclotideos.

Espécies do género Coffea acumulam diterpenos da familia ent-kaurano no endosperma de
suas sementes, sendo o cafestol e o kahweol os compostos mais abundantes. Esses diterpenos
sdo armazenados principalmente na forma esterificada com &cidos graxos, especialmente o
palmitato. Estudos indicam que a principal fun¢éo do cafestol e do palmitato de cafestol nas
plantas esté relacionada a resisténcia contra insetos (Antoine et al., 2023; Dambolena et al., 2016).
Com o objetivo de avaliar a presenca e possiveis diferengas nos teores dos diterpenos cafestol, o
caveol e o 16-metil-cafestol (Correia, 2021) realizou a saponificagdo das folhas de C. racemosa (R),
C. arabica (S), hibridos resistentes e suscetiveis. Para todas as amostras analisadas somente a

presenca do cafestol foi detectada para as folhas nédo infestadas pelo bicho-mineiro.
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O 4cido ursdlico (AU) é um triterpeno pentaciclico encontrado em folhas de café,
especialmente na espécie C. arabica, onde pode ser encontrado em quantidades significativas.
Esse composto é reconhecido por suas propriedades benéficas, incluindo atividade anti-alimentar
e efeitos tdxicos sobre insetos herbivoros. Estudos indicam que o AU pode ajudar a proteger as
plantas contra pragas, como o bicho-mineiro, ao inibir a oviposicéo e afetar o desenvolvimento
dos insetos (Santos Junior et al., 2018).

No estudo conduzido por Correia (2021), foi observada uma diferenca estatisticamente
significativa nos teores de acido ursolico (AU) na cera cuticular das folhas de cafeeiro ao longo do
tempo, durante o experimento de infestagcdo por L. coffeella. De acordo com a autora, variagéo
temporal pode indicar que a planta pode ajustar dinamicamente a concentra¢do desse metabdlito
na superficie foliar em resposta a presenca da praga, funcionando como uma forma de defesa
quimica induzida ou regulada com base no estagio de infestacéo.

Por outro lado, o fato de n&o ter sido detectada variacdo significativa nos teores de acido
ursolico nos tecidos internos da folha reforga a hipotese de que esse composto atua
predominantemente na superficie foliar, ou seja, como uma barreira quimica de contato,
exercendo seus efeitos principalmente na fase inicial da interagdo inseto-planta, quando o inseto
se aproxima, pousa ou inicia a oviposi¢do (Correia, 2021).

Os taninos sdo os metabdlitos secundérios mais abundantes nas plantas, frequentemente
representando de 5% a 10% do peso seco das folhas em diversas espécies arboreas. Esses
compostos pertencem ao grupo dos compostos fenoélicos e desempenham um papel crucial na
defesa das folhas contra insetos herbivoros. Devido a sua natureza fenolica, os taninos apresentam
alta reatividade quimica, o que lhes permite formar pontes de hidrogénio, tanto intra quanto
intermoleculares. Essa propriedade os torna capazes de se complexar fortemente com proteinas,
amido, celulose e minerais. Quando as plantas sdo atacadas por herbivoros, elas podem responder
aumentando a produgéo de taninos. Essa resposta é uma estratégia de defesa que visa reduzir a
palatabilidade, a preferéncia e a digestibilidade das folhas, tornando-as menos atrativas ou toxicas
para os insetos (Barbehenn; Peter Constabel, 2011). No trabalho realizado por Correia (2021),
onde foram analisadas folhas de C. racemosa, C. arabica e seus hibridos interespecificos resistentes
e suscetiveis, foi identificada uma diferenca estatistica significativa nos niveis de taninos
condensados entre os gendtipos analisados, mesmo antes do primeiro contato com L. coffeella.
Esse aumento sugere que esses metabolitos podem desempenhar um papel importante na
antibiose.

Neste mesmo trabalho, durante a anélise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas, foi possivel identificar um alcaloide nunca relatado no género Coffea, a arecolina. A

arecolina foi encontrada apenas no genoétipo resistente e houve um aumento na produgdo durante
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a infestacdo quando comparado as mudas que ndo tiveram contato com o inseto. Ao analisar a
rota biossintética, observou-se um aumento significativo do alcaloide trigonelina no genétipo
suscetivel. Isso indica que, durante a infestagcdo, a via metabdlica dos alcaloides derivados do
acido nicotinico é direcionada para a producédo de trigonelina nesse genétipo, enquanto no

genotipo resistente, a producéo é voltada para a arecolina (Correia, 2021).

1.6 Fungos entomopatogénicos

A din&mica populacional do bicho-mineiro pode ser significativamente influenciada néo
apenas pelas caracteristicas da planta hospedeira e pelas condi¢des ambientais, mas também pela
quantidade de inimigos naturais presentes (Almeida et al., 2020).

Os fungos entomopatogénicos tém se mostrado aliados importantes no controle biolégico de
pragas em diversas culturas. Alguns desses fungos ja foram testados contra diferentes estagios de
desenvolvimento de espécies do género Leucoptera. Por exemplo, ovos e larvas de L. coffeella
demonstraram ser suscetiveis a infec¢do pelo fungo Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin
(Hypocreales: Clavicipitaceae) (Villacorta, 1983). A espécie Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.
(Hypocreales: Cordycipitaceae) também foi descrita como patogénica para Leucoptera malifoliella,
infectando as larvas do ultimo instar quando elas deixam as minas para se transformarem em
pupas (Draganova; Tomov; R. ., 1998).

A infeccédo de insetos por fungos entomopatogénicos inicia-se com a adesdo dos esporos a
superficie da cuticula, sendo este o primeiro estagio crucial no ciclo de vida desses
microrganismos. O proximo estagio ocorre quando esses esporos entram em contato com o tecido
do hospedeiro, germinando e iniciando a penetrac¢do cuticular. Durante esse processo, forma-se
0 apressorio, uma estrutura especializada com fun¢do mecénica e enzimatica, que se assemelha a
uma “cunha de pressdo” produzida na extremidade do tubo germinativo. Esse apressorio secreta
enzimas hidroliticas que degradam a cuticula do inseto, permitindo ao fungo romper o tegumento
e colonizar os tecidos internos do hospedeiro, levando-o a morte (Ahsan et al., 2024; Sharma;
Sharma; Yadav, 2023).

Essa penetracdo é facilitada tanto por pressdo fisica quanto por um arsenal enzimatico
composto por quitinases, proteases e lipases, que atuam de forma sinérgica. As quitinases
degradam a quitina, principal componente estrutural da cuticula; as proteases rompem as
proteinas da matriz cuticular; e as lipases dissolvem a camada lipidica externa, quebrando a
barreira hidrofébica protetora (Chelico; Khachatourians, 2008). Essas enzimas também estédo
envolvidas na assimilacdo de hidrocarbonetos e lipidios da cuticula, contribuindo para a nutrigdo

do fungo e avanco da infec¢éo (Huarte-Bonnet et al., 2018).
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A invasdo prossegue com o crescimento das hifas nos tecidos internos do inseto, onde
continuam a liberar enzimas e toxinas que comprometem fungdes fisiolégicas vitais. O processo
também envolve interagdes com estruturas superficiais do hospedeiro, como epitopos celulares e
carboidratos da parede celular (Wanchoo; Lewis; Keyhani, 2009).

No caso de B. bassiana, além da destruicdo tecidual direta, destaca-se a producdo de
metabolitos secundarios com acgdo inseticida, como beauvericina, bassianina, bassianolida,
beauverolidas, tenelina, oosporeina, acido oxdlico e cristais de oxalato de célcio. Entre eles, a
beauvericina é particularmente toxica e importante no processo de patogénese. O mecanismo de
atuacdo dessas toxinas varia conforme o tipo de composto e o inseto-alvo, sendo, portanto, dificil
estabelecer um Unico modelo generalizado de toxicidade. Em geral, a mortalidade do hospedeiro
resulta da combinacgdo da agdo mecénica, enzimatica e toxica promovida pelo fungo (Wang et al.,
2021).

Uma questdo importante é se fungos entomopatogénicos, atuam exclusivamente como
parasitas obrigatérios de insetos ou se também exploram outras fontes de nutrigdo. Meyling e
Eilenberg (2007) sugeriram que Beauveria e Metarhizium funcionam predominantemente como
parasitas de insetos, mas reconhecem a possibilidade desses fungos apresentarem outros modos
de nutricdo. Embora o parasitismo de insetos por essas espécies seja bem documentado (Meyling;
Eilenberg, 2007), existe uma crescente evidéncia de que eles tém uma histéria de vida mais flexivel
do que se pensava anteriormente.

A partir da andlise da abundancia de fungos entomopatogénicos isolados da superficie de
1.700 artropodes capturados em florestas no oeste do Canadd, foi observado que B. bassiana
representou cerca de um quarto de todos os isolados. Isso sugere que os entomopatégenos sdo
componentes comuns da micobiota da superficie dos artropodes, ndo estando restritos apenas a
insetos doentes (Greif; Currah, 2007). Além disso, ha evidéncias de que géneros como Beauveria,
Metarhizium e outros fungos relacionados podem atuar tanto como micoparasitas quanto

endofiticos de plantas (Vega et al., 2009).

1.7 Interacoes entre fungos endofiticos e plantas

Existe uma compreensédo cada vez maior sobre a relevancia das intera¢des em multiplos niveis
troficos que determinam a relagdo entre plantas e herbivoros. Além disso, microrganismos
intestinais podem influenciar a habilidade de um herbivoro se alimentar com éxito em uma espécie
vegetal especifica (Ceja-Navarro et al, 2015). Microrganismos simbiontes de plantas sdo
reconhecidos por impedir a herbivoria de insetos em plantas hospedeiras em diversas espécies.

Dessa forma, muitos sistemas de interagdo entre insetos herbivoros e plantas s&o
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significativamente moldados por outras espécies que interagem nesse contexto (Cheplick; Clay,
1988).

Estudos demonstram que plantas colonizadas por microrganismos sdo menos atraentes e
palataveis para os herbivoros em comparag¢do com plantas ndo colonizadas, o que contribui para
a protecdo das plantas contra insetos herbivoros em diversas espécies (Cheplick; Clay, 1988;
Hartley; Gange, 2009; Resquin-Romero et al., 2016). Por exemplo, (Rabin; Pacovsky, 1985)
descobriram que a soja colonizada por um fungo micorrizico resultou em menor sobrevivéncia e
maior tempo de desenvolvimento de duas espécies de lepidopteros em comparagdo com a soja
ndo micorrizada. De forma semelhante, o tabaco inoculado com uma cepa néo patogénica de
Phytophthora parasitica Dastur, 1913 (Peronosporales, Peronosporaceae) foi protegido contra
ataques subsequentes de nematoides(Mcintyre; Taylor, 1978).

Ha varias explicagdes possiveis para a reducdo da herbivoria em plantas infectadas. Os
simbiontes microbianos heterotréficos dependem das plantas hospedeiras para sua nutricéo, e
plantas infectadas podem ser mais empobrecidas em nutrientes quando comparadas as néo
infectadas (Smith, 1985). A infeccdo pode também causar alteragdes fisicas nos tecidos das
plantas, tornando-as menos atraentes para os herbivoros (Webber, 1981). Além disso, sabe-se que
alguns microrganismos produzem toxinas que afetam fortemente os herbivoros, mas tém efeitos
limitados nas plantas hospedeiras. Tais associa¢gdes podem ser mutualisticas em habitats onde as
plantas estdo sujeitas a forte herbivoria (Cheplick; Clay, 1988).

Os alcalodides do ergot sdo produzidos por fungos sistémicos que infectam gramineas, e podem
atuar como uma defesa eficaz das plantas contra herbivoros e predadores de sementes. A maioria
desses fungos é endofitico, vivendo de forma intercelular em diversos tecidos vegetais acima do
solo (Clay, 1989). O termo endofitico tem sido objeto de discussdes, mas geralmente é utilizado
para descrever microrganismos que, durante parte ou todo o seu ciclo de vida, habitam
internamente os tecidos vegetais sem causar sinais de infecgéo.

Fungos endofiticos foram encontrados habitando tecidos saud4veis em todas as plantas em
ecossistemas naturais e representam, individual e coletivamente, um continuum de associagoes
varidveis com suas plantas hospedeiras, do mutualismo a patogenicidade latente (Schulz; Boyle,
2005; Stone; Bacon; White, 2020). Assim, o termo endofitico pode incluir fungos patogénicos com
um periodo endofitico muito curto, patégenos latentes que permanecem assintomaticos por
semanas ou meses, decompositores que se tornam visiveis apenas quando os tecidos foliares
comecam a senescer e fungos que nunca se manifestam fora de seus hospedeiros (Saikkonen et
al., 1998).

Os fungos endofiticos associados as gramineas pertencem, em sua maioria, a familia

Clavicipitaceae (Ascomycota), sendo representados principalmente por endofiticos verdadeiros,
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como os do género Neotyphodium. Esses fungos possuem grande relevancia ecologica e
econdmica, devido & sua estreita relacdo com o hospedeiro e aos beneficios conferidos a planta
(Schardl; Leuchtmann; Spiering, 2004). Os endofiticos verdadeiros se caracterizam por serem
transmitidos verticalmente, ou seja, de uma geragdo para outra por meio das sementes, podendo
permanecer por todo o ciclo de vida da planta sem se manifestar externamente.

De modo geral, o numero de espécies de endofiticos verdadeiros por planta tende a ser
reduzido (Saikkonen et al., 2004), enquanto os endofiticos transmitidos horizontalmente, que séo
transmitidos por meio de esporos dispersos pelo ar, podem apresentar uma diversidade muito
maior (White; Backhouse, 2007). Embora a ecologia dos fungos endofiticos em plantas herbaceas
e lenhosas ainda seja pouco compreendida, sabe-se que esses microrganismos pertencem
majoritariamente aos filos Ascomycota e Basidiomycota (Hartley; Gange, 2009).

Os diferentes tipos de fungos endofiticos podem trazer vantagens distintas as plantas
hospedeiras. Os endofiticos verdadeiros, por exemplo, sdo conhecidos por contribuir para a
resisténcia das plantas contra insetos herbivoros, oferecendo protecédo por meio da producgéo de
compostos bioativos com acéo defensiva (Carroll, 1988; Cheplick; Clay, 1988). Em gramineas, a
presencga desses fungos tem sido associada a reducdo no crescimento de insetos e & menor
incidéncia de patogenos (Arnold et al., 2003).

Um exemplo classico é o fungo Epichloe typhina, produtor de alcaloides como ergolina e indol-
diterpenoides. Esses compostos exercem efeitos negativos sobre organismos herbivoros. Em
estudo com a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), foi
observado que plantas infectadas pelo fungo apresentaram reducdo na sobrevivéncia e no
desempenho das larvas, provavelmente devido a agédo toxica dos alcaloides (Cheplick; Clay, 1988).

J& nas plantas lenhosas e herbdceas em geral, a comunidade endofitica é composta
principalmente por fungos ndo especializados, que costumam ser transmitidos horizontalmente
(Higgins et al.,, 2007). Essa forma de colonizagdo, por sua natureza aleatéria, gera infecc¢des
varidveis e muitas vezes resulta em interagbes ecologicas complexas ou fracas com insetos
herbivoros (Sieber, 2007). Ainda assim, muitos desses fungos tém demonstrado, em condigdes de
cultivo, a capacidade de produzir uma ampla gama de metabdlitos com propriedades
antimicrobianas e inseticidas (Schulz et al., 2002).

Alguns endofiticos pertencem a géneros que incluem fungos entomopatogénicos, como
Beauveria. Beauveria bassiana foi identificada como endofitico em diversas plantas, incluindo milho
(Bing; Lewis, 1993), batata (Ownley et al., 2004), algoddo, tomate (Leckie, 2002), banana (Akello
et al., 2007) e café (Luangsa-Ard et al., 2005; Sung et al., 2007). Esse fenébmeno é corroborado
pelos estudos de Vega et al. (2008b), que também isolaram B. bassiana em plantas de café

coletadas na Colémbia, Havai e Porto Rico, além de outros fungos entomopatogénicos, como
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Acremonium, Cladosporium, Clonostachys e Isaria. Em bioensaios de laboratério, B. bassiana e
Clonostachys rosea demonstraram ser eficazes no controle da broca do café, H. hampei (Vega et
al., 2008).

Estudos que manipularam a interagdo entre insetos herbivoros e plantas indicaram que,
quando os fungos endofiticos foram inoculados nas plantas, o desempenho dos insetos herbivoros
foi reduzido. Embora nédo haja evidéncias diretas, é provavel que esses efeitos sejam causados por
alteragcdes quimicas no hospedeiro, considerando a tendéncia desses fungos em produzir uma
variedade de metabolitos secundarios (Schulz et al., 2002).

A redugéo dos danos as plantas causados por diversos insetos-praga foi observada em varias
culturas apos o tratamento com fungos entomopatogénicos endofiticos. Por exemplo, Quesada-
Moraga; Munoz-Ledesma; Santiago-Alvarez, (2009) relataram a diminui¢do dos danos causados
pela vespa Iraella luteipes (Hymenoptera: Cynipidae) em papoulas do opio tratadas com B.
bassiana. Além disso, a reducdo da formacéo de tuneis causada pelas larvas de lepidépteros, da
broca europeia do milho (Ostrinia nubilalis Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae) e Sesamia calamistis
Hampson (Lepidoptera: Noctuidae), também foi observada no milho tratado com fungos
endofiticos (Cherry et al., 2004).

Esses estudos ressaltam como as interagdes entre plantas e herbivoros podem ser fortemente
influenciadas por outros organismos interativos, como fungos simbioticos, destacando a

complexidade das relagdes ecoldgicas e evolutivas nos sistemas planta/inseto.
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CAPITULO 2: ISOLAMENTO E TRIAGEM DE FUNGOS ENDOFIiTICOS EM Coffea
racemosa E Coffea stenophylla COM POTENCIAL ENTOMOPATOGENICO

2.1 Introducao

As plantas néo sdo entidades autdbnomas em seu funcionamento e interacdo com o ambiente,
uma vez que abrigam uma grande diversidade de microrganismos dentro e fora de seus tecidos.
Juntas, plantas e microrganismos formam uma entidade unica, conhecida como holobionte
(Trivedi et al., 2020). Dentre esses microrganismos, os fungos endofiticos, que vivem de forma
assintomatica nos tecidos vegetais, vém despertando crescente interesse na pesquisa
entomopatogénica, pois estudos indicam que algumas espécies podem atuar no controle de
insetos e promover beneficios as plantas hospedeiras (Vega et al., 2009). A interagdo entre esses
fungos e seus hospedeiros pode envolver a producdo de metabdlitos secundérios e enzimas
extracelulares, essenciais na infec¢éo e colonizagdo de insetos-alvo (Shah; Pell, 2003).

Os fungos entomopatogénicos utilizam diversos mecanismos para infectar seus hospedeiros,
incluindo a adesdo dos conidios a cuticula do inseto, a germinacéo e penetracdo mediadas por
enzimas como quitinases, proteases e lipases, seguidas da coloniza¢cdo da hemocele, resultando
na morte do hospedeiro por acdo mecéanica e toxicoldgica (Ortiz-Urquiza; Keyhani, 2013). A
producédo dessas enzimas varia entre diferentes isolados e pode estar diretamente relacionada a
sua viruléncia. Devido ao interesse na interacdo desses fungos com culturas de relevancia
econdmica, diversas interacdes fungicas endofiticas foram estudadas em espécies como trigo
(Russo et al., 2015), feijio comum (Parsa et al., 2018), milho (Bing; Lewis, 1993), tomate (Qayyum
etal., 2015), soja (Russo et al., 2015), papoula (Quesada-Moraga et al., 2006), mandioca (Greenfield
et al., 2016), sorgo (Tefera; Vidal, 2009), algoddo (Lopez; Sword, 2015) e café (Posada et al., 2007;
Vega, 2008).

O género Coffea (Rubiaceae) compreende mais de 120 espécies conhecidas, sendo Coffea
arabica e Coffea canephora as mais cultivadas e economicamente relevantes. C. arabica domina o
mercado global, representando aproximadamente 60% da produc¢do mundial de café, enquanto
C. canephora (robusta) responde por cerca de 40% (International Coffee Organization’s (I0C),
2023). Além dessas, Coffea liberica é cultivada em menor escala, especialmente nas Filipinas e na
Malasia, embora sua participagdo no comércio global seja insignificante (Davis et al., 2006).

Além das espécies amplamente comercializadas, algumas variedades menos conhecidas,
como C. congensis, C. eugenioides e C. racemosa, também s&o utilizadas na producéo de café. C.
racemosa, nativa da Africa Oriental, é cultivada em menor escala e tem pouco impacto comercial,

mas desempenha um papel importante em programas de melhoramento genético devido a
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variedades que apresentam resisténcia a pragas e doencas. Muitas dessas espécies sdo exploradas
localmente ou colhidas diretamente da natureza em regides da Africa e Asia (Davis et al., 2020)

Nos ultimos anos, o interesse em espécies de café pouco estudadas tem aumentado,
especialmente por seu potencial de conferir maior resisténcia a pragas e doengas e por sua
resiliéncia em face das mudancas climaticas aceleradas (Davis et al., 2019). Entre as espécies mais
promissoras, destaca-se C. stenophylla, encontrada na Africa Ocidental. Essa espécie cresce
naturalmente em altitudes relativamente baixas, sugerindo uma maior adaptabilidade a condi¢bes
climaticas extremas. Tanto C. racemosa quanto C. stenophylla possuem caracteristicas valiosas,
como resisténcia ampliada a pragas, doencas e estresses abidticos, tornando-se alternativas
importantes para sustentabilidade da cafeicultura (Davis et al., 2019)

Embora o estudo da microbiota associada ao cafeeiro ainda esteja em estégio inicial em
comparagdo com outras culturas, tem ganhado destaque nos ultimos anos, principalmente em C.
arabica (Sousa; Filho; Mondego, 2021). Esse interesse é impulsionado pela descoberta de
microrganismos com potencial para o biocontrole de doengas (Del Carmen H. Rodriguez et al.,
2021) e pragas do café (Vega et al., 2008), promovendo uma producéo mais sustentavel e eficiente.
Além disso, as espécies C. racemosa e C. stenophylla tém se mostrado fontes promissoras de
microrganismos para o controle de insetos, uma vez que ja foi relatado por (Guerreiro-Filho, 2006)
que essas espécies apresentam resisténcia ao bicho-mineiro do cafeeiro. Isso sugere que a
microbiota associada a essas plantas pode desempenhar um papel fundamental na protecdo
contra essa e outras pragas, abrindo novas possibilidades para estratégias de manejo integrado
na cafeicultura.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo isolar fungos endofiticos das folhas de C.
racemosa e C. stenophylla, além de avaliar seu potencial entomopatogénico e a produgdo de

enzimas extracelulares relacionadas a viruléncia.

2.2 Material e Métodos
2.2.1  Isolamento de fungos endofiticos

No banco de germoplasma de café do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), foram
coletadas folhas sem sinais de infestagdo do bicho-mineiro dos genoétipos C. racemosa e C.
stenophylla. Informacdes sobre a resisténcia dessas plantas contra o bicho-mineiro ja foram
publicadas por Guerreiro-Filho, (2006). As folhas foram coletadas de forma aleatéria do terco
médio de cada individuo, escolhendo-se apenas as folhas pertencentes ao 3° ou 4° par de folhas
de cada ramo. A coleta das folhas foi realizada em marco/2023 e enviadas ao Laboratorio de
Entomologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) onde foram delicadamente lavadas

com &gua e limpas com papel toalha.
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Para o isolamento dos fungos, as folhas foram cortadas em fragmentos de 5 x 5 mm e
desinfetadas conforme o seguinte procedimento: imersdo em alcool 70% por 1 minuto, seguida
de imersdo em solucgédo de hipoclorito de sédio a 2,5% de Cl ativo por 3 minutos, nova imersdo
em alcool 70% por 30 segundos e, por fim, enxague em agua destilada esterilizada duas vezes.
Apds a desinfestacdo, os fragmentos foram colocados sobre papel filtro esterilizado para secagem
(Araujo et al., 2014).

Cinco fragmentos foram entéo, adicionados em placas de Petri contendo meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA) a 20% suplementado com estreptomicina (0,1 g/L) e incubados em
BOD a 25 °C. Para cada espécie foram preparadas cinco placas de Petri, totalizando 75 fragmentos
por espécie. Qualquer crescimento fungico observado foi subcultivado em placas individuais

contendo meio BDA a 20%, suplementado com antibiéticos para posterior teste com insetos.

2.2.2  Triagem de fungos endofiticos com potencial entomopatogénico

Larvas de Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) criadas no Laboratério de
Entomologia da UFU/Monte Carmelo de acordo com metodologia de (Potrich. T.D.;, Lorini; Voss,
M.; Steffens, M. C. S.; Pavani, 2007), foram utilizadas em bioensaios para testar a patogenicidade
e viruléncia de fungos endofiticos isolados a partir de C. racemosa e C. stenophylla a fim de
selecionar fungos com efeitos de mortalidade sobre os insetos. O fungo Beauveria bassiana IBCB
66 foi utilizado como controle positivo e o caldo Batata Dextrose (BD) esterilizado foi utilizado
como controle negativo.

Inicialmente, os fungos foram crescidos em BDA a 20% por sete dias e, em seguida,
inoculados em meio liquido BD 20% sob agitacdo de 150 rpm a 25 °C. Ap6s 10 dias de incubagéo
foram utilizados no bioensaio com larvas de tenébrios. Este experimento foi conduzido em duas
etapas

Na primeira etapa, com o objetivo de realizar um screening preliminar para avaliar o
potencial entomopatogénico dos isolados fungicos, o experimento foi realizado com duas
repeti¢des por tratamento, sendo cada repetigdo composta por uma placa de Petri contendo 10
larvas, totalizando 20 larvas por tratamento. A inoculagdo foi realizada imergindo as larvas em
suspensdo contendo fungo por 3 segundos e colocando-as em placas com duas folhas de papel
filtro. Em seguida, um fragmento de massa micelial, com aproximadamente 10 mm, foi retirado
do meio liquido de crescimento do fungo e inoculado na placa onde se encontravam as larvas.
Por fim, foram dispensados 1,5 mL da suspenséo fingica diretamente sobre essas mesmas larvas.
A mortalidade das larvas foi avaliada ao longo de um periodo de 14 dias.

Na segunda etapa do experimento, foram selecionados apenas os isolados que

apresentaram taxas de mortalidade entre 40% e 80% na triagem inicial. Para essa nova rodada de
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testes, cada tratamento foi conduzido com trés repeticdes, sendo cada repeticdo composta por 10
larvas, totalizando 30 larvas por tratamento. Diferentemente da primeira etapa, o tempo de
avaliacéo foi reduzido para cinco dias, com o objetivo de observar de forma mais répida a eficacia
dos isolados previamente selecionados.

A aplicagdo conjunta dos trés métodos de inoculagdo forneceu propagulos do fungo e, ao
mesmo tempo, metabolitos secundarios. As larvas utilizadas no controle foram tratadas com BD
esterilizado. As larvas tratadas foram mantidas em temperatura ambiente (25°C) por cinco dias.

O experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente casualizado.

2.2.3  Avaliacdo do mecanismo de acdo

O isolado fangico S7-23 foi utilizado para avaliar o mecanismo de a¢édo na mortalidade de
T. molitor. Inicialmente, o fungo foi crescido em BDA a 20% e, em seguida, inoculado em meio
liquido BD a 20% sob agitacdo de 150 rpm a 25°C por 10 dias de incubacéo. O fungo B. bassiana
IBCB 66 foi utilizado como controle positivo.

Apos o crescimento fungico, utilizou-se um sistema de filtragdo de vidro acoplado a uma
bomba a vacuo, equipado com uma membrana filtrante de 25 micrémetros, para separar a
biomassa micelial da fracdo liquida do meio de cultura. O micélio ficou reservado em um
recipiente estéril para posterior utilizacdo. Em seguida, 30 mL do meio de cultura contendo
conidios submersos e metabolitos produzidos pelo fungo foram submetidos a uma nova etapa de
filtracdo, utilizando uma seringa com membrana de 0,2 micrémetros, com o objetivo de isolar
apenas os metabolitos fungicos. Além disso, 30 mL do meio contendo metabdlitos e conidios,
foram centrifugados a 4.500 rpm por 5 min a 16°C visando a separagdo dos conidios. O
sobrenadante foi descartado e os pellets ressuspensos em solucdo salina 0,9% com Tween 80
0,01% (vol/vol). Este procedimento foi realizado uma vez para remover qualquer meio residual.
Os conidios submersos foram quantificados usando cédmara de Neubauer sob um microscopio
optico com ampliacdo de 100% (Lima et al., 2024).

Com o objetivo de identificar o principal mecanismo de agédo envolvido na mortalidade do
inseto — seja por conidios, micélio, metabolitos ou pela interacéo entre esses fatores — os testes
foram conduzidos de forma a expor os insetos a diferentes propagulos fungicos por vias distintas.
Essa abordagem permitiu avaliar, de maneira isolada e combinada, os efeitos de cada componente
do fungo sobre o hospedeiro. Para isso, os tratamentos foram cuidadosamente planejados para
simular distintas estratégias de contato entre o fungo e o inseto, da seguinte forma:

a) Adicéo de micélio em placas de Petri com tenébrios.

b) Aplicagdo de 1,5 mL dos metabolitos fungicos sobre os tenébrios em placas de Peri

com papel filtro.
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c) Submerséo das larvas de tenébrios nos metabdlitos por 3 segundos, seguida pela
transferéncia para placas de Petri forradas com papéis filtro de celulose.

d) Aplicacéo de 1,5 mL de suspensdo de conidios sobre os tenébrios em placas de Peri
com papel filtro de celulose.

e) Submerséo de larvas de tenébrios na suspenséo de conidios por 3 segundos e posterior

transferéncia para placas de Petri forradas com papéis filtro de celulose.

Em cada tratamento foram realizadas quatro repeticées. Cada repeticdo foi composta por
uma placa de Petri de 9 cm contendo 10 larvas de tenébrio. Os controles consistiram em caldo
BD e solugdo salina 0,9% com Tween 80 a 0,01%, nos quais as larvas foram submersas ou aos
quais foram aplicados 1,5 mL sobre as larvas. Desta forma, foram realizados nove tratamentos,

com 4 repetigdes, totalizando 36 parcelas.

2.2.4  Avaliagdo da atividade lipolitica do isolado S7-23

A atividade lipolitica foi determinada pela deteccdo de lipase empregando-se o meio
lipase/esterase com Tween 20. A presenga de halos formados por cristais indica a produgédo de
lipase. O meio de cultura foi preparado adicionando-se: peptona 10g, NaCl 5g, CaCl,.2H,O0 0,1 g
e agar 20 g em 990 mL de agua destilada. Ao meio, foi adicionado 1% (v/v) de Tween-20. O pH
foi ajustado para 7,4 e o meio foi autoclavado por 20 min (Gopinath; Anbu; Hilda, 2005).

Inicialmente, o isolado fungico S7-23 foi cultivado por sete dias em meio BDA para garantir
o crescimento adequado e a producdo de biomassa. Cerca de 20 mL do meio lipase foram
distribuidos em placas de Petri, nas quais foi inoculado, ao centro, um disco de 5 mm contendo
massa micelial do isolado S7-23. Apos sete dias de crescimento, a atividade lipolitica foi avaliada
observando a presenca ou auséncia de um precipitado visivel, resultante da deposi¢do de cristais
do sal de célcio formados pelo &cido graxo liberado pela enzima, ou pelo clareamento desse
precipitado ao redor da colénia devido a degradacdo completa do sal do acido graxo.

A cepa IBCB 66 de Beauveria bassiana também foi avaliada neste experimento. Para cada
isolado fungico foram realizadas quatro repeti¢des. Os fungos foram cultivados em cdmara do tipo

BOD, sob fotoperiodo, a uma temperatura constante de 28 °C.

2.2.5 Avaliagdo da atividade proteolitica do isolado S7-23

Para avaliagdo da atividade proteolitica, foi utilizado o meio de detecgcdo de protease:
triptona 5,0 g, extrato de levedura 2,5 g, glicose 1,0 g, NaCl 2,5 g, 4gar 15 g e 900 mL de 4gua
destilada. O pH foi ajustado para 7,0. O meio de cultura foi esterilizado separadamente do leite, a
fim de evitar a coagulacédo e caramelizagdo dos seus componentes, e posteriormente 100 mL de

leite desnatado foi adicionado ao meio sob condic¢des assépticas (Araugjo et al., 2014).
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O meio preparado foi vertido em placas de Petri, sendo 20 mL por placa. Um disco de 5
mm do isolado S7-23 foi inoculado na superficie do meio e mantido a 28 °C por 5 dias. Apoés esse
periodo, a producdo de protease foi avaliada observando a formacédo de um halo ao redor das
colénias indicando a hidrolise da proteina (Thirunavukkarasu et al., 2017). A cepa IBCB 66 de
Beauveria bassiana também foi avaliada neste experimento. Para cada isolado fungico foram
realizadas quatro repeticdes. Os fungos foram cultivados em cémara do tipo BOD, sob

fotoperiodo, a uma temperatura constante de 28 °C.

2.2.6  Avaliagdo da atividade da enzima quitinase
Preparacao de quitina coloidal

A partir da quitina comercial, a quitina coloidal foi preparada seguindo o método de
(Roberts; Selitrennikoff, 1988).

e Cinco gramas de p6 de quitina (Sigma) foram cuidadosamente adicionados a 60 mL de
acido cloridrico (HCI) concentrado, sob agitacdo constante (150 rpm) em agitador tipo
shaker e mantidas a 4 °C durante a noite para promover a hidrélise parcial do polimero.

e Em seguida, foi adicionado 1 L de etanol gelado (95%) a mistura, que foi homogeneizada
por 10 minutos sob agitacdo a 150 rpm e posteriormente deixada em repouso a
temperatura ambiente (25°C) durante a noite, a fim de permitir a precipitacdo dos
componentes soluveis.

e O precipitado foi coletado por centrifugacéo a 5.000 rpm por 20 min a 4°C e lavado com
agua destilada estéril até que a quitina coloidal se tornou neutra (pH 7,0).

e A quitina coloidal foi coletada e armazenada a 4°C até ser utilizada.

Ensaio qualitativo da enzima quitinase
O meio de detecgdo de quitinase consiste em um meio basal composto por litro de:
e 0,3 gde MgSO..7TH,O
e 3,0 gde (NH,)2S0,
e 2,0 gdeKH;PO,
e 1,0 g de acido citrico monohidratado
e 15 gde agar
e 200 pl de Tween-80
e 4,5 g de quitina coloidal
e 0,15 g de purpura de bromocresol.

O pH foi ajustado para 4,7 e depois autoclavado a 121°C por 15 minutos.
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O meio morno foi vertido em placas de Petri e deixado para solidificar. Um disco micelial
com 5 mm de didmetro foi retirado do isolado S7-23, com 7 dias de cultivo em BDA, e inoculado
no meio contendo quitina, sendo incubado a 28°C.

As placas de agar com quitina, inoculadas com os isolados quitinoliticos, promoveréo a
degradacéo da quitina em N-acetilglucosamina, resultando em uma alteragdo do pH em direcdo
a alcalinidade. Essa mudanga ocasionara a alteragdo na cor do indicador de pH (roxo de
bromocresol), que passara de amarelo para roxo, formando um halo ao redor da colénia na regiéo
onde a quitina foi utilizada (Moka; Singh; Buttar, 2021). A cepa IBCB 66 de B. bassiana também foi

avaliada neste experimento.

2.2.7  Caracterizagdo molecular do isolado fingico
Extracdo de DNA

O isolado S7-23 foi cultivado em meio de cultura BDA e incubado em BOD a 25 °C por 7
dias. A extragdo de DNA do isolado S7-23 seguiu um protocolo baseado no método descrito por
(Doyle; Doyle, 1987), com adaptagdes para fungos filamentosos. Inicialmente, aproximadamente,
30 mg de micélio foi transferida para um microtubo Eppendorf de 1,5 mL e a maceragdo foi
realizada com um pistilo previamente resfriado, assegurando a completa desagregacédo do
material celular (White et al., 1990).

Apods a maceracéo, foram adicionados 200 pL de Nuclei Lysis Solution (Promega, Madison,
WI, EUA) e a homogeneiza¢do do material foi continuada. Em seguida, mais 400 yL da mesma
solucdo foram incorporados ao tubo contendo o extrato celular, seguido de agitagdo em vértex
por 15 segundos para garantir a completa dispersdo dos componentes celulares. O material foi
entdo incubado a 65°C por 20 minutos para lise celular e liberagdo do DNA genémico, conforme
descrito por (Sambrook; Russell, 2001). Ap6s esse periodo, a amostra foi rapidamente resfriada a
-20°C por 5 minutos para facilitar a precipitagdo de proteinas.

Para a precipitacdo de proteinas, adicionou-se 200 pL de Protein Precipitation Solution
(Promega), seguido de agitagdo em vortex em alta velocidade por 20 segundos. A amostra foi
entdo centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos, permitindo a separagdo do sobrenadante
contendo o DNA. Cerca de 400 pL desse sobrenadante foram cuidadosamente transferidos para
um novo microtubo de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 600 pL de isopropanol gelado para
precipitacdo do DNA. A solucéo foi homogeneizada por inversdo suave do tubo e incubada a -
20°C por 2 horas (Ausubel et al., 2003).

Apods a incubagdo, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi lavado com 600 pL de etanol 70% resfriado.

Para garantir a completa remocéo de impurezas, os tubos foram invertidos repetidamente por
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pelo menos 2 minutos e novamente centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos (Sambrook &
Russell, 2001). O etanol foi cuidadosamente removido e os tubos foram deixados abertos na
posicdo horizontal sobre papel toalha estéril por aproximadamente 1 hora para completa
evaporacgdo do solvente.

O DNA foi ressuspenso com a adicédo de 50 uL. de DNA Rehydration Solution (Promega) e
2 YL de RNAase Solution para a remog¢do de RNA contaminante. O DNA extraido foi armazenado

a -20°C para posterior utilizagdo em andlises moleculares.

Amplificacdo e sequenciamento de DNA

A identificagdo a nivel de género do isolado S7-23 foi realizada mediante sequenciamento
da regido ITS utilizando-se os oligonucleotideos universais ITS1/1TS4 (Hillis; Dixon, 1991; White
et al., 1990). As reagdes de PCR foram realizadas em um volume total de 25 pl, contendo 0,5 de
dNTP; 0,3 pl de Taq DNA polimerase; 1,25 pl de cada primer (10 pM); 2,5 de tampd&o; 18,2 de
agua ultrapura e 1,0 pl de DNA (10 ng/pl). Para a amplificagdo foi montado o ciclo de:
desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 1min e
30 s, amplificagdo a 52 °C por 2 min e elongacgdo a 72 °C durante 3 min, sendo finalizada com uma
elongacdo a 72 °C por 10 min. As amplifica¢des foram realizadas em termociclador e os produtos
da PCR separados em gel de agarose 1,2 % a 100 V. Para confirmar o tamanho dos fragmentos
amplificados foi utilizado o padréo de peso molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder 100 PB (Ludwig
biotecnologia).

Os géis foram fotografados sob luz ultravioleta em um foto documentador. Em seguida, os
fragmentos de tamanho esperado foram purificados usando-se Exosap-IT (Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instruc¢des fornecidas pelo fabricante.

O sequenciamento do produto da PCR purificado foi secado e enviados para
sequenciamento pela empresa ACTGene Andlises Moleculares, usando os mesmos primers
utilizados na amplificagdo do DNA. As sequéncias foram analisadas e editadas usando-se o
programa SegAssem (https://www.sequentix.de/software_seqassem.php) e posteriormente
comparadas com outras sequéncias disponiveis no National Center for Biotechnology Information

— NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com o programa Blastn (Altschul et al., 1997).

2.3 Resultados

2.3.1 Isolamento e selecdo de fungos endofiticos de Coffea e avaliagdo de seu potencial como agentes

de biocontrole de insetos
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Um total de 65 fungos endofiticos foi isolado das folhas de Coffea, sendo seis provenientes
de C. racemosa e 59 de C. stenophylla. Todos os fungos isolados foram avaliados em testes de
patogenicidade contra larvas de T. molitor, com o objetivo de identificar aqueles com potencial
para atuar como entomopatogénicos.

Dentre os fungos isolados, um isolado proveniente de folhas de C. racemosa causou 45%
de mortalidade em larvas de T. molitor 14 dias apds a inoculagdo. Quanto aos isolados de C.
stenophylla, dez causaram mortalidade variando entre 40% e 80%. Especificamente, um isolado
provocou 80% de mortalidade, dois causaram 75%, trés resultaram em 70%, cinco em 65%, trés
em 55%, sete em 45%, e, por fim, trés causaram 40% de mortalidade nas larvas de T. molitor apés

o mesmo periodo (Tabela 1).

Tabela 1. Larvas de T. molitor mortas por cada isolado apos 14 dias de exposi¢cdo. Cada

tratamento foi conduzido com duas repeticdes, totalizando 20 larvas por tratamento.

Isolado Média * DP Porcentagem de
mortalidade
R2-1 1,5 2,1 15
R2-8 0,5 0,7 5
R5-7 0,5 0,7 D)
R8-1 0,5 0,7 5
R8-7 1,5 2,1 15
R8-12 4,5 0,7 45
8§3-1 2,0 1,4 20
S§3-2 1,5 0,7 15
§3-4 4,0 1,4 40
S§3-7 7,5 0,7 75
§3-9 6,5 0,7 65
§3-11 3,0 1,4 30
8§3-12 4,5 0,7 45
S§3-13 4,5 0,7 45
S§3-14 3,0 1,4 30
S§3-15 5,9 0,7 Bh)
§3-16 6,5 0,7 65
S§3-17 5,0 0,0 50
§3-19 6,0 1,4 60
8§3-22 5,0 2,8 50




§3-24
§3-26
§3-30
§3-31
§7-1

S7-2

S7-3

S7-4

S§7-5

S7-6

S7-7

S7-8

S7-9

S§7-10
S§7-11
S§7-12
§7-13
S7-14
S§7-15
§7-16
S§7-17
§7-20
S§7-21
§7-22
§7-23
§7-24
S§7-27
§7-28
S§7-29
§7-30
S§7-31
§7-32
§7-33
§7-34
§9-1

5,5
5,5
4,5
6,5
0,5
1,0
1,5
2,0
5,0
4,0
8,0
4,5
4,5
5,5
1,5
3,0
6,5
0,0
6,0
3,0
7,5
2,0
2,5
2,0
7,0
2,5
7,0
4,5
0,0
6,5
4,0
0,0
7,0
0,0
0,5

0,7
0,7
3,5
0,7
0,7
1,4
2,1
0,0
1,4
4,2
1,4
6,4
0,7
6,4
2,1
1,4
3,5
0,0
0,0
4,2
0,7
2,8
3,5
1,4
1,4
0,7
0,0
6,4
0,0
4,9
0,0
0,0
1,4
0,0
0,7

55
95
45
65

10
15
20
50
40
80
45
45
95
15
30
65

60
30
75
20
25
20
70
25
70
45

65
40

70
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8§9-5 0,5 0,7 5
S9-7 0,5 0,7 5
§9-9 0,5 0,7 5
8§9-21 0,5 0,7 5
8§9-17 1,5 0,7 15
S§9-19 2,5 .9 25
8§9-20 1,5 0,7 15
8§9-22 1,0 0,0 10
8§9-23 0,5 0,7 5
S§9-24 2,5 0,7 25
Controle 0,0 0,0 0

Todos os isolados que causaram mortalidade foram avaliados novamente, com um
periodo de observagédo de cinco dias. A cepa IBCB 66 de B. bassiana foi utilizada como controle
positivo. Os resultados mostraram que, apés o periodo estipulado, apenas o isolado S7-23,
proveniente de C. stenophylla, continuou a provocar 70% de mortalidade, mesmo com a redugdo
do tempo, enquanto os demais isolados causaram mortalidade inferior a 40%. A cepa IBCB 66 de
B. bassiana, por sua vez, foi responsavel por 100% de mortalidade em apenas trés dias. Nenhuma

mortalidade foi observada no grupo controle (Figura 1).

—_—
Cinco dias apos inoculagao
em larvas de tenebrio

_—
10 dias apds incubagao em
shaker a 25°C e 150 rpm

S7-23 inoculado
em BD a 20%

_
Cinco dias apos inoculagao
em larvas de tenebrio

_
10 dias apods incubagao em
shaker a 25 °C e 150 rpm

Larvas mortas por IBCB 66.
IBCB 66

inoculado em

BD a 20%
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—_
10 dias apods incubagao em
shaker a 25 °C e 150 rpm

Cinco dias apos aplicagao
em larvas de tenebrio

BD a 20% Controle

Figura 1: Bioensaio para testar a viruléncia do isolado S7-23. Fungo Beauveria bassiana IBCB 66
utilizado como controle positivo e o caldo Batata Dextrose (BD) esterilizado foi utilizado como

controle negativo.

Na busca para compreender o mecanismo utilizado pelo fungo S7-23 para causar
mortalidade nas larvas de tenébrios, foram realizados bioensaios para avaliar a agéo inseticida de
conidios submersos, micélio e metabdlitos, aplicados separadamente de duas formas diferentes,
conforme descrito na metodologia. A cepa IBCB 66 de B. bassiana também foi utilizada como
referéncia para comparar os mecanismos de agéo.

Para o isolado S7-23, a aplicagdo individual de conidios na concentragdo 4,3 x 10°
UFC/mL, micélio ou metabdlitos ndo apresentou eficdcia. No entanto, a combinacdo dos
metabdlitos com os conidios e o micélio resultou em um efeito significativo, alcancando 70% de

mortalidade, o que sugere uma possivel sinergia entre esses componentes (Tabela 2).
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Tabela 2. Larvas de T. molitor mortas apés cinco dias de exposi¢do aos diferentes tratamentos
fungicos. Cada tratamento foi conduzido com quatro repeticdes, totalizando 40 larvas por

tratamento.

Isolado/Tratamento S7-23 IBCB 66
(% de mortalidade)

Aplicacdo dos trés métodos 70 100
Massa micelial 5 2,5
Suspensdo de conidios aplicados sobre as larvas 5 7,5
Larvas mergulhadas na suspenséo de conidios 5 0
Metabolitos aplicados sobre as larvas 5 0
Larvas mergulhdas na solugdo de metabdlitos 0 2,5
Salina com Tween 80 0 0
Caldo Batata Dextrose 0 0

Na avaliagdo de B. bassiana IBCB 66, a combinagdo dos trés métodos resultou em 100%
de mortalidade em apenas trés dias. Quando aplicados separadamente, apenas a inoculacédo de
conidios na concentragédo de 3,2 X 10° UFC/mL atingiu 90% de mortalidade; no entanto, essa taxa
foi observada apenas 10 dias ap6s a aplicagdo. Os demais métodos, quando aplicados
individualmente, ndo causaram mortalidade, mesmo no tratamento em que as larvas foram
mergulhadas na suspenséo de conidios na mesma concentragéo.

No entanto, os efeitos dos dois isolados diferiram quanto a esporulagdo externa. Enquanto
o isolado IBCB 66 demonstrou esporulacdo visivel sobre os corpos das larvas mortas,
evidenciando o desenvolvimento micelial tipico do fungo entomopatogénico, as larvas tratadas
com o isolado S7-23 apresentaram mortalidade sem sinais externos de micose ou esporulagéo,
sugerindo um possivel mecanismo de acgéo diferente, possivelmente mediado por metabdlitos ou

acdo sistémica. Essas observacdes estéo ilustradas na Figura 2.
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Figura 2. Larvas de T. molitor submetidas aos tratamentos com o isolado S7-23, B. bassiana

(IBCB 66) e controle. A) Seta: larva morta apés exposicdo ao fungo S7-23. Auséncia de sinais
externos de micose ou esporulagédo visivel. B) Seta: Larva morta por infec¢do de B. bassiana

(IBCB 66), com esporulagéo visivel sobre a superficie do corpo. C) Controle.

Além da avaliacdo da viruléncia, o isolado S7-23 e B. bassiana (IBCB 66) foram analisados
quanto a sua capacidade de produzir enzimas extracelulares, como quitinases, lipases e proteases,

como parte de seus mecanismos de defesa contra outros organismos.

2.3.2  Avaliagdo da atividade proteolitica

Para detectar a atividade proteolitica, foram realizados ensaios em placas de &gar
suplementadas com um substrato proteico, como leite desnatado. Nos testes, B. bassiana
apresentou uma zona clara ao redor da coldnia cinco dias apds a inoculagdo no meio de cultura,
evidenciando a producéo de proteases (Figura 3) e a consequente hidrélise das proteinas do meio.
Esse resultado indica a capacidade do fungo de degradar proteinas, possivelmente auxiliando no
processo de infec¢do. No entanto, o mesmo padrdo n&o foi observado para o isolado S7-23,

sugerindo que sua viruléncia pode estar associada a outros fatores (Figura 2).
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Figura 3. Avaliacdo qualitativa de protease em meio suplementado com leite

desnatado apds incubagéo por cinco dias a 28 °C: A) formacéo de halo ao redor da
colénia de Beauveria bassiana cepa IBCB 66. B) Auséncia da formacéo de halo ao redor

da coldnia do isolado S7-23.

2.3.3 Avalia¢do da atividade lipolitica

Para avaliar a produgédo de lipase pelos isolados S7-23 e B. bassiana, foi preparado um
meio de cultivo contendo peptona, sais e Tween-20 como principal indutor da produgéo de lipase
microbiana. Os resultados mostraram que, nas condi¢des experimentais avaliadas, B. bassiana
apresentou atividade lipolitica, evidenciada pela deposigédo de cristais de sal de célcio formados a
partir dos acidos graxos liberados pela agdo enzimatica. Por outro lado, nenhuma atividade foi
detectada para o isolado S7-23 (Figura 4), sugerindo que esse fungo pode néo produzir lipases em
quantidades detectaveis nesse meio ou que a expressdo dessa enzima dependa de condigdes

ambientais especificas.
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Beauveria bassiana cepa IBCB 66 Isolado S§7-23

Figura 4. Avaliacdo qualitativa de lipase em meio com Tween-20 ap6s incubagéo por cinco

dias a 28 °C: A e B) Auséncia de atividade lipolitica.

2.3.4 Avalia¢do da atividade quitinolitica

Para determinar a atividade da quitinase, utilizou-se quitina coloidal, que foi preparada a partir
de quitina comercial. Essa etapa foi fundamental para a selecdo de isolados quitinoliticos. Os
resultados dos testes indicaram que os isolados S7-23 e IBCB 66 apresentaram atividade
quitinolitica no meio de cultura com quitina coloidal (Figura 5 e 6), evidenciada pela altera¢édo do
pH em direcéo a alcalinidade e pela mudancga na coloracdo do indicador de pH (roxo de

bromocresol).

Figura 5. Atividade quitinolitica em meio suplementado com quitina coloidal. A) Controle com
meio de cultura néo inoculado. 2) Isolado S7-23 alta atividade de quitinase apds 10 dias de

incubagéo.
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Figura 6. Atividade quitinolitica em meio suplementado com quitina coloidal. A) B. bassiana IBCB 66

com baixa atividade de quitinase apods 4 dias de incubacédo. B) Reverso da cultura.

2.3.5 Identificagcdo do fungo endofitico isolado de Coffea stenophyla

As caracteristicas morfologicas do isolado S7-23, incluindo colénia, hifas, conidios e
conidioforos, foram analisadas por meio de microscopio éptico. Em meio BDA, as colénias do
isolado S7-23 inicialmente exibiram uma coloracdo branca enquanto uma tonalidade alaranjada
surgiu préxima ao ponto de in6culo (Figura 7). A margem apresentou-se regular e bem definida.
A formacéo de conidios foi observada quando o isolado foi cultivado em meio liquido BD a 20%

e em agar aveia (Oat Meal Agar) (Figura 8).

Figura 7: Morfologia e caracteristicas culturais de Colletotrichum isolado de C. stenophylla.

Superior (A) e reverso (B) da cultura em BDA 7 dias apos a inoculagéo.
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Figura 8: A) Coniditforos hialinos (seta) agrupados em esporodéquio (EP). B) Conidios.

Com base na morfologia da colénia e dos conidios, caracterizados por seu tamanho e
formato observados, suspeitou-se que o isolado pertencesse ao género Colletotrichum. No entanto,
a taxonomia tradicional baseada principalmente em caracteristicas como tamanho e forma dos
conidios, aspectos da coldnia e associagcdo com o hospedeiro nem sempre sdo suficientes para a
identificacéo precisa das espécies. Assim, a utilizagdo combinada de ferramentas de diagnéstico
molecular e técnicas morfoldgicas tradicionais representa uma abordagem confiavel para o estudo
dos complexos de espécies de Colletotrichum. Para confirmar a hipétese inicial, foi realizada a
extracdo de DNA do isolado, seguida de amplificacdo e sequenciamento da regido I'TS. A anélise
de similaridade por BLAST confirmou sua classificagdo dentro do género Colletotrichum,
apresentando 100% de identidade com Colletotrichum sp. ao longo de um fragmento de 500 pares

de base.

2.4 Discussao

Assim como os seres humanos as plantas abrigam uma ampla diversidade microbiana interna,
conhecida como microbioma vegetal, cujo papel ainda esta sendo desvendado (Van der Heijden;
Hartmann, 2016). Na préatica, uma planta pode ser vista como um conglomerado de genes vegetais
e microbianos. A identificacdo de endofiticos em culturas agricolas tem sido fundamental para
revelar a presenca de novas espécies de fungos (Peterson et al., 2005) e metabélitos fungicos com
potenciais aplica¢des biotecnolégicas (Suryanarayanan, 2013).

Entre os fungos endofiticos mais frequentemente encontrados, Colletotrichum Corda, 1831
(Glomerellales, Glomerellaceae) se destaca por sua ampla distribuicdo em plantas de regides
tropicais (Huang et al, 2008; Peng et al., 2013; Photita et al., 2005). Estudos anteriores

confirmaram sua predominéncia em C. arabica (Oliveira et al., 2014) e em sete outras espécies do
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género Coffea, incluindo C. canephora, C. congensis, C. liberica, C. macrocarpa, C. racemosa e C.
stenophylla (Vega et al., 2010). Da mesma forma, (Santamaria; Bayman, 2005) identificaram
Colletotrichum como um dos endofiticos mais frequentes em C. arabica.

Embora o género Colletotrichum esteja amplamente associado a doengas em plantas,
ocupando a oitava posi¢do no ranking global de fungos fitopatogénicos (Faria; Inacio, 2023),
algumas espécies demonstram potencial entomopatogénicos.

Relatos de microrganismos causadores de doencas em plantas que utilizam recursos
alternativos, como insetos, sdo raros, entretanto, foi relatado um caso notéavel de Colletotrichum
gloeosporioides como responsavel por epizootias na cochonilha Praelongorthezia praelonga
(Douglas) (sin. Orthezia praelonga Douglas) (Hemiptera: Ortheziidae), uma das principais pragas
de citros no Brasil. O controle biologico da P. praelonga, utilizando C. gloeosporioides, foi realizado
no Brasil por Cesnik e Ferraz (2000) em pomares comerciais, alcan¢cando mortalidades de
cochonilhas entre 85% e 96%, 70 dias apos a aplicacédo do fungo (Cesnik; Ferraz, 2000).

Em 2002, uma epizootia fungica foi relatada na populacdo de Fiorinia externa Ferris, 1942
(Hemiptera: Diaspididae) em Nova York, EUA, uma praga que afeta a cicuta oriental (7suga
canadensis [L.] Carriére). Esclerodios foram observados recobrindo os corpos mumificados de
cochonilhas adultas, e andlises morfologicas e moleculares identificaram um complexo de fungos
entomopatogénicos, fitopatogénicos e saprofiticos associados aos insetos doentes. Entre essas
espécies, Colletotrichum acutatum var. fioriniae foi a mais dominante no complexo, sendo
consistentemente recuperada de populagdes de F. externa na maioria das areas afetadas pela
epizootia (Marcelino et al., 2008, 2009). No mesmo estudo, esse fungo também foi identificado
como endofitico na maioria das plantas analisadas nas areas amostradas (Marcelino et al., 2008).
Além disso, os dados sugerem que C. acutatum var. fioriniae, associado a epizootias de F. externa
nos EUA, e C. gloeosporioides f. sp. ortheziidae, previamente relatado causando epizootias em P.
praelonga no Brasil, podem representar espécies distintas de Colletotrichum que desenvolveram a
capacidade de infectar insetos, além dos hospedeiros vegetais tradicionalmente relatados
(Marcelino et al., 2009).

De acordo com WYNNS et al. (2020), o fungo anteriormente classificado como C.
gloeosporioides f. sp. ortheziidae foi reclassificado como C. nymphaeae com base em estudos
morfologicos e andlises filogenéticas e atualmente, estd em desenvolvimento para aplicacéo
comercial como agente de controle biolégico em citros no Brasil.

Esses estudos fornecem evidéncias importantes que sustentam a hipétese de que um patégeno
vegetal pode atuar de forma oportunista como entomopatdgeno, causando alta mortalidade em
insetos herbivoros. Em varios sistemas de vespas galhadoras cinipideos, por exemplo, fungos

utilizam o tecido das galhas como um recurso nutritivo e podem ser responséveis pela mortalidade
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dos galhadores. No caso das galhas causadas pela vespa asiatica Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu
(Hymenoptera: Cynipidae), uma praga global que afeta hospedeiros do género Castanea, o fungo
Colletotrichum penetra nas galhas inicialmente formando necroses superficiais. Em menos de 14
dias, essas necroses se espalham por toda a galha, e a medida que o fungo invade os tecidos do
inseto, causa sua mortalidade. Essa infec¢do beneficia o fungo, permitindo que ele atue como um
entomopatdgeno oportunista ao explorar o inseto herbivoro invasor como recurso alternativo.
Notavelmente, o parasitoide Torymus sinensis, inimigo natural da vespa, ndo é afetado, sugerindo
que essa interacdo pode estar restringindo a invasividade de D. kuriphilus nos Estados Unidos
(Graziosi; Rieske, 2015).

Nesse contexto, os resultados da pesquisa com Colletotrichum isolado de C. stenophylla
reforcam a versatilidade ecologica desse fungo e sua capacidade de atuar como um potencial
entomopatdgeno. A alta mortalidade observada em larvas de 7. molitor (70%) sugere que esse
fungo pode desempenhar um papel importante no controle biolégico de insetos. A andlise dos
mecanismos envolvidos na mortalidade dos insetos revelou que seu efeito entomopatogénico ndo
se deve exclusivamente & agdo dos conidios ou do micélio, mas sim a uma interagéo sinérgica
entre conidios, hifas e metabdlitos, destacando um mecanismo multifatorial de infeccdo e
letalidade.

Essa descoberta apresenta um paralelo interessante com a interacédo entre Colletotrichum e D.
kuriphilus, onde o fungo, inicialmente associado as plantas, coloniza as galhas da vespa e acaba
atuando como um entomopatégeno oportunista. Em ambos os casos, Colletotrichum explora um
novo nicho, passando de um estado endofitico ou patogénico na planta para um papel ativo na
regulacéo de populagdes de insetos.

A transicdo entre esses estilos de vida pode estar associada a expresséo diferencial de genes
relacionados & patogenicidade, a presenca de estressores externos como ferimentos no
hospedeiro ou mudancas nas condi¢bes ambientais (umidade, temperatura, nutrientes) e a
producdo de compostos bioativos que modulam a interagdo com o hospedeiro. Em condi¢des
equilibradas, a relagdo endofitica é mantida de forma assintomatica, mas alteragdes ambientais
ou do hospedeiro podem induzir a expressdo de genes de viruléncia, levando ao comportamento
patogénico ou mesmo a infeccdo de insetos, demonstrando a versatilidade e o potencial
adaptativo desse fungo (Freeman; Horowitz; Sharon, 2001).

Além disso, o estilo de vida dos fungos associados a plantas pode ser considerado em termos
do hospedeiro colonizado, sendo que relatos recentes sugerem que muitos fungos
tradicionalmente classificados como patégenos podem se comportar como endofiticos em
hospedeiros alternativos e vice-versa (Newfeld; Ujimatsu; Hiruma, 2025). Por exemplo,

Colletotrichum tofieldiae, originalmente isolado de Ornithogalum umbellatum (Asparagales:
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Asparagaceas) doente, atua de forma endofitica em Arabidopsis thaliana, o que é atribuido, ao
menos em parte, a auséncia de expressdo de um cluster génico relacionado a biossintese do acido
abscisico e metabolitos secundérios (ABA-BOT), presente em cepas patogénicas intimamente
relacionadas (Hiruma et al., 2023). Como outro exemplo, cepas endofiticas foliares de
Colletotrichum, isoladas de uma planta invasora, demonstraram viruléncia em espécies vegetais
nativas da China (Yang et al., 2024).

No entanto, a falta de compreensédo sobre os mecanismos responsaveis pela mortalidade das
larvas de tenébrio em laboratorio evidencia a necessidade de estudos adicionais para determinar
se essa acdo ocorre por infeccéo direta, producdo de toxinas, degradacdo dos tecidos do inseto
ou uma combinacéo desses fatores.

Uma das caracteristicas relevantes dos fungos endofiticos é sua capacidade de produzir
diversas enzimas, que podem estar envolvidas na colonizagdo do hospedeiro e na interagdo com
outros organismos (Ali; Huang; Ren, 2009).

O tegumento dos insetos, composto principalmente por proteinas e quitina, além de lipidios
associados e compostos fendlicos, atua como uma barreira natural contra microrganismos
invasores. No entanto, alguns fungos sdo capazes de superar essa barreira por meio da secrecédo
de enzimas hidroliticas, como quitinases, proteases e lipases, permitindo a penetragdo do micélio
e ainfeccédo do hospedeiro (Ali; Huang; Ren, 2009). A importancia dessas enzimas varia conforme
a composigdo cuticular do inseto e 0 mecanismo de invasdo do fungo. No caso de B. bassiana, a
participacéo dessas enzimas no processo de infeccdo ja foi demonstrada por (Zibaee; Sadeghi-
Sefidmazgi; Fazeli-Dinan, 2011), destacando seu papel na patogenicidade contra insetos.

Diante disso, realizamos um estudo comparativo entre Colletotrichum e B. bassiana cepa IBCB
66, a fim de avaliar a capacidade desses fungos de produzir protease, lipase e quitinase. Os ensaios
foram conduzidos em placas de Petri, permitindo a andlise qualitativa da producéo dessas enzimas
e sua possivel relacdo com a mortalidade de insetos. Os resultados mostraram que B. bassiana
IBCB 66 produziu proteases, reforcando seu mecanismo conhecido de infec¢do por degradacgéo
proteica da cuticula do inseto. No entanto, Colletotrichum ndo demonstrou atividade proteolitica,
sugerindo que sua patogenicidade pode envolver outros mecanismos ainda ndo elucidados.
Resultados semelhantes foram observados em um estudo realizado por (Thirunavukkarasu et al.,
2017), no qual Colletotrichum sp. isolado de folhas de jameldo (Syzygium cumini), jasmim-laranja
(Murraya paniculata L.) e Kydia calycina também néo apresentou produgéo de protease em ensaio
dot blot, que identifica qualitativamente a presenca de enzimas especificas — como proteases —
por meio daligagdo de anticorpos a proteinas imobilizadas em membranas, permitindo a detecc¢éo
de sua expressdo ou secrecdo. Esses achados indicam que a auséncia de atividade proteolitica

pode ser uma caracteristica comum a algumas linhagens de Colletotrichum, refor¢cando a
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necessidade de investigar outras estratégias que esse fungo possa utilizar em seu processo de
infeccéo.

Uma dessas possibilidades envolve a agédo de enzimas lipoliticas, que desempenham um papel
essencial na degradagdo da epicuticula dos insetos. Como essa camada é composta por uma
mistura de lipidios, alcanos de cadeias longas, ésteres e &cidos graxos, as lipases atuam
promovendo a hidrolise das ligagdes ésteres das lipoproteinas, gorduras e ceras. Essas enzimas
facilitam a ades&do dos propagulos fungicos a cuticula, uma vez que a liberacdo de acidos graxos
aumenta a hidrofobicidade da superficie e favorece a fixagdo do fungo ao hospedeiro (Ali; Ren;
Huang, 2010). No entanto, o complexo enzimaético lipolitico & amplo e envolve diferentes reagdes,
tornando dificil seu mapeamento preciso e a interpretagdo do sistema enzima-artrépode.

A avaliagédo da atividade lipolitica em fungos pode ser feita por meio de métodos como em
placa de agar solido, amplamente descrito como uma das abordagens mais diretas e eficientes
para examinar o crescimento fingico e sua capacidade de producéo de enzimas extracelulares
(Hankin; Anagnostakis, 1975). Esse método tem sido amplamente utilizado para triagem de
fungos, especialmente no que diz respeito a producéo de lipases, com substratos indutores como
azeite de oliva, tributirina, Tween-20 e Tween-80, sendo preferidos por pesquisadores (Geoffry;
Achur, 2018).

No presente estudo, foi utilizado um meio de cultura contendo sais e Tween-20 como
substrato, permitindo a observagdo de atividade lipolitica em B. bassiana, mas ndo em
Colletotrichum. Entretanto, estudos anteriores demonstram que a auséncia de atividade lipolitica
pode estar relacionada a escolha do substrato. Colen; Junqueira; Moraes-Santos, (2006), por
exemplo, ao isolarem 59 linhagens fungicas produtoras de lipase do solo do Cerrado brasileiro,
utilizaram um meio contendo sais biliares e emulsdo de azeite de oliva para triagem primaria.
Dentre as 21 linhagens selecionadas, 11 foram consideradas altamente produtivas, sendo que
Colletotrichum gloeosporioides destacou-se como a mais eficiente na producéo de lipase.

A quitina, um homopolimero linear de N-acetilglucosamina, & um componente estrutural
importante da cuticula dos insetos. Além de sua presenga na cuticula dos artropodes, a quitina
também integra a membrana ou matriz peritréfica do intestino médio dos hospedeiros, sendo
formada essencialmente por fibras de quitina e proteinas. Essa matriz desempenha um papel
crucial na sobrevivéncia dos organismos, protegendo-os contra infec¢des orais causadas por
diversos patdgenos. A degradacdo da quitina na cuticula por fungos ocorre por meio de um
complexo enzimatico que atua de forma sinérgica e consecutiva, hidrolisando a quitina em
monomeros de N-acetilglucosamina (Valadares-Inglis; Lopes; Faria, 2020).

Fungos entomopatogénicos produzem enzimas que digerem quitina, como quitinases,

endoquitinases, exoquitinases e quitobiases. Como a quitina também compde a parede celular de
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fungos, o complexo de quitinases exerce fun¢des tanto na degradacéo da parede celular de outros
fungos quanto na degradacdo da cuticula de insetos hospedeiros. No entanto, ainda existem
lacunas no entendimento sobre os papéis especificos dessas enzimas, a possivel sobreposicdo de
suas fun¢des, os mecanismos de regulacéo e os sinais que induzem sua expressdo (Seidl, 2008).

Nesse contexto, o presente estudo é relevante, pois demonstra que o fungo endofitico
Colletotrichum é uma fonte promissora de enzimas quitinoliticas, as quais podem estar associadas
ao ataque contra insetos. Estudos realizados por Rajulu et al. (2001) corroboram esses achados,
evidenciando que uma alta diversidade genética de fungos endofiticos é capaz de produzir
enzimas quitinoliticas. Fungos como Colletotrichum spp., Fusarium spp. e Xylariaceae spp.
apresentaram resultados positivos para todas as enzimas testadas, incluindo quitinases e
quitosanases que atuam na quitosana com diferentes graus de acetilacdo. Entretanto, a capacidade
de produgdo de enzimas por uma mesma espécie de endofito pode variar dependendo do
hospedeiro de onde foi isolada. Por exemplo, Colletotrichum acutatum, Fusarium sp., Phomopsis sp.
e Phyllosticta capitalensis demonstraram diferencas na producédo de enzimas modificadoras de
quitina quando isolados de diferentes espécies de hospedeiros vegetais.

Explorar uma ampla diversidade de grupos ecoldgicos de fungos para identificar enzimas
modificadoras de quitina pode contribuir para responder questdes relacionadas ao redesenho da
parede celular e aos mecanismos de defesa ou ataque contra fungos e insetos. Além disso, a
possibilidade de que as enzimas quitinoliticas produzidas por endofiticos desempenhem um papel
na regulacéo da defesa das plantas contra patégenos e pragas in vivo merece ser investigada mais
profundamente.

Esses achados reforcam a necessidade de aprofundar os estudos sobre os mecanismos de
infeccdo de Colletotrichum, investigando outros fatores que possam estar associados a sua agéo
entomopatogénica. Compreender essas interacdes é fundamental para avaliar seu potencial como
agente de controle bioldgico e seu papel na regulacéo natural das populag¢des de insetos fitéfagos.

Colletotrichum é um género de fungos fitopatogénicos que emprega diferentes estratégias de
infeccdo em plantas, podendo atuar de forma endofitica, hemibiotréfica ou por crescimento
intramural subcuticular (Smith; Korsten; Aveling, 1999). Como endofitico, pode permanecer
dentro dos tecidos vegetais sem causar sintomas visiveis, enquanto na estratégia hemibiotrofica,
inicialmente cresce de forma biotroéfica, retirando nutrientes das células vivas, antes de entrar em
uma fase necrotréfica, causando a morte celular e destruicdo dos tecidos. J4 o crescimento
intramural subcuticular ocorre quando o fungo se desenvolve dentro das paredes celulares ou na
regido subcuticular sem penetrar diretamente no citoplasma celular. Em muitos hospedeiros,
observa-se um crescimento intercelular quiescente no mesofilo em vez de um comportamento

necrotrofico ativo, o que sugere uma estratégia para evitar o reconhecimento pelo sistema de
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defesa da planta e ativar a infeccdo apenas sob condicdes favoraveis, como o estresse do
hospedeiro (Wei et al., 2004).

No caso de Coffea, o fato de Colletotrichum ja estar presente na planta pode representar uma
vantagem ecologica no controle de insetos fitofagos. Um exemplo notével é o efeito da inoculacéo
de Theobroma cacao com Colletotrichum tropicale. Estudos realizados por (MejA-a et al., 2014),
mostraram que a interagdo entre o cacau e o endofitico induz a superexpressdo de grandes
conjuntos de genes do hospedeiro relacionados a defesa contra patégenos e ataques de
herbivoros. Especificamente, a superexpressdo do gene Tc00g042540, altamente regulado em
plantas tratadas com endofiticos (E+), reduziu significativamente os danos causados por
patégenos. Esses efeitos ndo sdo atribuidos a agdo direta do fungo, como a producédo de
compostos quimicos ou sua presenca fisica na planta, mas sim a capacidade do endofitico de
induzir uma resposta de defesa no hospedeiro.

Os genes influenciados pela presenca de C. tropicale estdo envolvidos em varias vias
importantes, como sinalizagdo de etileno, defesa mediada por acido jasménico e proteinas
relacionadas a patogénese (como PR4). Outros genes modulados incluem aqueles associados a
sintese, modificagdo e degradagdo da parede celular, peroxidases, proteinas de choque térmico,
beta-glucanases (defesa contra fungos patogénicos), fatores de transcricdo e metabolismo
secundario. Além disso, genes relacionados a interagdo planta-micrébio, como NPR3, nodulina e
endoquitinases, também apresentam alteracdes na expressdo (MejA-a et al., 2014).

Esses achados sugerem que os endofiticos, como C. tropicale, desempenham um papel crucial
no fortalecimento das defesas naturais das plantas, promovendo a ativacdo de mecanismos de
resisténcia. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para determinar a contribuicéo relativa
dos efeitos diretos e indiretos de diferentes espécies endofiticas na resisténcia do hospedeiro a
patogenos, tanto local quanto sistemicamente. Explorar essas interacées planta-endofitico pode
abrir novas possibilidades para o desenvolvimento de estratégias sustentdveis de manejo agricola,
potencializando o controle de pragas e doengas sem comprometer o equilibrio ecoldgico das

culturas.

2.5 Conclusao

Neste estudo, foram isolados mais de 60 microrganismos endofiticos das folhas de C. racemosa
e C. stenophylla. Entre os isolados, o género Colletotrichum destacou-se pela sua notavel
capacidade de causar mortalidade em larvas de T. molitor, além de produzir quitinase, uma enzima
essencial para a degradacdo da quitina presente na cuticula de insetos. Os resultados indicaram
que conidios, hifas e metabdlitos do fungo atuaram de forma sinérgica, contribuindo

significativamente para os efeitos observados na mortalidade das larvas.
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Para aprofundar o entendimento sobre o papel desse fungo na resisténcia de plantas a insetos,
é necessario realizar a identificacdo molecular detalhada com base em diferentes regiées génicas,
a fim de determinar a espécie de Colletotrichum envolvida. Além disso, estudos adicionais que
explorem a expressdo genética e fenotipica em plantas de C. stenophylla poderiam fornecer
informacdes valiosas sobre os mecanismos pelos quais esse fungo endofitico influencia a defesa
natural das plantas.

Essas investigacdes complementares sdo fundamentais para ampliar o conhecimento sobre as
interacdes planta-fungo e para explorar o potencial de Colletotrichum como uma ferramenta

biolégica no manejo sustentdvel de pragas agricolas.
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CAPITULO 3: ESTUDO METABOLOMICO DE ESPECIES DE COFFEA

3.1 Introducdo

O cafeeiro é uma planta perene pertencente & familia Rubiaceae, género Coffea L. que contém
trés espécies utilizadas na produgdo do café: C. arabica (café arabica), C. canephora (café robusta
ou conilon) e C. liberica (café liberiano, também conhecido como Liberica ou café excelsa). Dentre
essas, C. arabica é a espécie comercial mais importante (Davis et al., 2006).

O Brasil tem se consagrado como o maior produtor e exportador de café do mundo, mantendo
uma posi¢do de destaque no mercado global por décadas. Em 2024, o Brasil exportou 50,5 milhdes
de sacas de 60 quilos de café, estabelecendo um novo recorde. Esse desempenho representou um
crescimento de 28,8% em relagdo ao ano anterior. Como resultado, o pais gerou uma receita de
US$ 12,3 bilhdes, o maior valor ja registrado, com um aumento de 52,6% em comparagéo a 2023
(CONAB, 2024).

Embora a cafeicultura do Brasil tenha experimentado grandes ganhos econémicos, os desafios
para a manutencgdo dessa cadeia produtiva sdo varios, entre os quais estdo as pragas que ameagam
a cultura, incluindo o bicho-mineiro Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville & Perrottet)
(Lepidoptera: Lyonetiidae).

O bicho-mineiro é um inseto que passa por uma metamorfose completa, com seu ciclo de vida
composto pelas fases de ovo, lagarta, pupa e adulto. Causa prejuizos ao cafeeiro exclusivamente
durante a fase larval de seu ciclo de vida. As lesdes provocadas por esse inseto sdo conhecidas
como minas, formadas quando a lagarta atravessa a cuticula da folha e escava cavidades ao
consumir o parénquima palicddico. Essas marcas apresentam coloragdo amarelo-clara e
contornos irregulares (Guerreiro Filho; Medina Filho; Carvalho, 1991; Reis; Souza, 2002).

Infestagbes por L. coffeella podem comprometer severamente a produtividade do cafeeiro,
com redugdes de até 50% na producgdo, atribuidas a diminuicdo da &rea fotossintética em
decorréncia da acdo das lagartas e a queda precoce das folhas. A integridade da fungdo
fotossintética é prejudicada devido a interrupcdo do fluxo de agua, sais minerais e compostos
organicos, ocasionada pelas lesées foliares (Darbello, 2011; Konnorova; De La Veja, 1985). Além
disso, a principal causa das perdas produtivas estd associada ao desfolhamento induzido pelo
aumento dos niveis de etileno nas plantas atacadas (Souza; Reis; Rigitano, 1998).

A severidade dos danos provocados por L. coffeella estd diretamente relacionada a exigéncia
alimentar da lagarta e a extensdo das lesées promovidas durante sua alimentagdo. A voracidade
larval é influenciada por fatores abidticos, sendo intensificada em condicdes de temperaturas

elevadas e baixa umidade relativa (Konnorova; De La Veja, 1985). Segundo dados de (Nantes;
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Parra, 1977), cada lagarta pode destruir, em média, 1,15 cm?, 1,36 cm? e 1,03 cm? da &rea foliar
das cultivares Catuai, Mundo Novo e Icatu, respectivamente.

InfestacOes severas de L. coffeella podem resultar em perdas expressivas para a planta,
incluindo a redugéo de até 61% da area foliar, 70% da massa do tronco, 60% da biomassa radicular
e 50% da atividade fisiolégica das folhas (Konnorova; De La Veja, 1985). Além disso, a
longevidade das plantas afetadas é significativamente reduzida, uma vez que ha um aumento
consideravel na demanda energética para a regeneracédo da parte aérea danificada (Souza; Reis;
Rigitano, 1998).

Atualmente, a protecdo das lavouras de café contra L. coffeella ainda depende
majoritariamente do uso de inseticidas quimicos. Diversos ingredientes ativos estdo disponiveis
no mercado, sendo os mais empregados o tiametoxam (Souza; Reis; Rigitano, 1998), o
clorantraniliprole (Fragoso et al., 2002) e o cloridrato de cartape (Melo et al., 2019). Pesquisas que
avaliaram a persisténcia dessas moléculas demonstraram que o tiametoxam pode ser detectado
nas plantas por até oito meses apos a aplicagdo via solo, apresentando eficacia no controle da
praga e relativa seletividade aos inimigos naturais. Estudos conduzidos porDiez-Rodriguez et al.,
(2006) e Souza et al. (2006) relataram que a protecdo conferida pelo tiametoxam se estendeu por
mais de 180 dias, enquanto plantas néo tratadas exibiram reduc¢éo produtiva superior a 50%.

Dessa forma, o uso de inseticidas tem sido essencial, principalmente em regiées com alta
pressdo da praga, como o Cerrado brasileiro, onde predominam temperaturas elevadas e longos
periodos de estiagem. Entretanto, o uso continuo e intensivo de produtos quimicos no controle
de pragas pode acelerar a selecdo de populagdes resistentes, sobretudo quando hé repeti¢do do
mesmo ingrediente ativo ou de outros com o mesmo mecanismo de agdo. Além disso, os riscos
associados aos agrotoxicos — tanto & saude dos trabalhadores quanto ao meio ambiente — nédo
podem ser ignorados (Almeida et al., 2020). Leite et al., (2020) relataram que 94% das populagdes
de L. coffeella avaliadas no estado da Bahia apresentaram resisténcia ao clorantraniliprole,
indicando um alto potencial de falhas no controle quimico convencional.

Nesse contexto, os programas de melhoramento genético do cafeeiro voltados a resisténcia
ao bicho-mineiro surgem como uma estratégia promissora. Entretanto, esses programas
enfrentam desafios consideraveis, principalmente devido a limitada variabilidade genética de C.
arabica, o que exige a utilizagdo de hibridacdes interespecificas como forma de introduzir genes
de resisténcia (Carvalho, 2008).

Uma das espécies mais utilizadas como fonte de resisténcia é Coffea racemosa, uma planta
dipléide al6gama (2n = 2x = 22), dotada de um sistema de autoincompatibilidade gametofitico, o
que confere ampla variabilidade genética entre seus individuos. Originaria de regides semiaridas

de Mogambique, C. racemosa apresenta, além da resisténcia ao bicho-mineiro, toleréncia a seca
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(Medina Filho; Carvalho; DM., 1977). Em contraste, C. arabica é uma espécie alotetrapléide (2n =
4x = 44), autocompativel, com reprodugdo predominantemente por autofecundacdo, o que
contribui para sua baixa diversidade genética em comparacdo com outras espécies do género
Coffea (Carvalho, 2008; Salojarvi et al., 2024).

Com base em estudos de suscetibilidade, C. stenophylla, C. brevipes, C. liberica e C. salvatrix
foram classificadas como altamente resistentes a praga, enquanto C. racemosa, C. kapakata, C.
dewevrei e C. eugenioides apresentam resisténcia moderada. J& C. congenese, C. canephora e C.
arabica sdo consideradas suscetiveis (Guerreiro Filho; Medina Filho; Carvalho, 1991).

Atualmente, estdo disponiveis comercialmente no Brasil duas cultivares com resisténcia ao
bicho-mineiro e propagacdo por sementes: Siriema AS1 e Siriema AS2 (Registro Nacional de

Cultivares - RNC - sistemas.agricultura.gov.br/snpc/cultivarweb). Como alternativa, o

desenvolvimento de cultivares clonais tem ganhado destaque, uma vez que permite o uso de
hibridos ou plantas em segregacdo. Um exemplo é a Siriema VC4, cultivar clonal composta por
um grupo de quatro clones com resisténcia a praga (Matiello et al., 2015).

No entanto, a heranca genética associada a resisténcia ao bicho-mineiro ainda n&o foi
completamente elucidada, o que representa um desafio para a fixagdo estavel dessa caracteristica
em genotipos produtivos e com qualidade de bebida superior. Nesse sentido, a obtencdo de
informagdées complementares que ajudem a compreender os mecanismos fisiologicos e
bioquimicos envolvidos na resisténcia torna-se essencial.

Uma estratégia promissora nesse contexto é a identificacdo de metabolitos que possam estar
associados & resposta defensiva do cafeeiro a infestagdo de L. coffeella. Técnicas como a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) permitem detectar e
quantificar compostos de interesse com alta sensibilidade e especificidade. A partir desses dados,
a abordagem metabolémica se mostra especialmente eficiente, pois possibilita uma andlise ampla
e integrada dos perfis metabdlicos, contribuindo para a elucidagdo dos processos biologicos
envolvidos na resisténcia (Oh et al., 2023).

Os metabdlitos sdo compostos originados e modificados pelas atividades metabolicas de
sistemas biolégicos, como células, tecidos ou organismos inteiros. Esses compostos englobam
uma ampla variedade de moléculas, incluindo peptideos, aminoacidos, acidos nucleicos, lipidios,
carboidratos, acidos orgénicos, vitaminas, polifendis, alcaloides, minerais, entre outros, os quais
podem ser tanto sintetizados quanto absorvidos pelos organismos. Os niveis desses metabdlitos
podem sofrer alteragdes significativas em resposta a estimulos ambientais, sejam eles de origem
bidtica ou abidtica. A andlise dessas modificagdes permite caracterizar organismos e prever suas
respostas metabolicas especificas, fornecendo insights sobre os mecanismos regulatérios das vias

metabolicas envolvidas (Poltronieri; Burbulis; Fogher, 2013). No caso das plantas, a diversidade
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metabdlica é particularmente notavel: estima-se que mais de 200 mil metabdlitos distintos ja
tenham sido identificados (Weng et al., 2021). Esses compostos atuam como substratos em
reacbes enzimaticas, e suas variagbes qualitativas e quantitativas desempenham papel
determinante na expressdo do fenétipo dos organismos (Oh et al., 2023).

Dentro desse contexto, a metabolémica surge como uma abordagem poderosa para investigar
o conjunto total de metabdlitos de baixo peso molecular — geralmente inferior a 1500 Da —
presentes em um sistema biol6gico em um momento especifico. Essa ciéncia permite a andlise
tanto qualitativa quanto quantitativa desses compostos, oferecendo uma visdo abrangente do
estado metabdlico do organismo e possibilitando a identificacdo de alteracdes associadas a
diferentes condigdes fisioldgicas, ambientais ou genéticas (Oh et al., 2023).

Com isso, este trabalho teve como objetivo caracterizar os perfis metabolémicos das folhas de
Coffea racemosa, Coffea stenophylla, Coffea arabica cv. Siriema IAC 1059 e C. arabica cv. Catuai
Amarelo [IAC 62, os quais apresentam diferentes niveis de suscetibilidade ao bicho-mineiro
(Leucoptera coffeella), por meio de andlises com cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS). O intuito foi gerar informacoes bioquimicas que possam subsidiar programas
de melhoramento genético, integrando abordagens metabolémicas e moleculares voltadas a

selecdo de gendtipos com maior resisténcia a praga.

3.2 Material e Métodos

No banco de germoplasma de café do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), foram
coletadas folhas sem sinais de infestagdo de bicho-mineiro dos genoétipos: C. racemosa (resistente),
C. stenophylla, C. arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62 (suscetivel) e o hibrido experimental resistente
IAC 1059 (oriundo do cruzamento entre C. arabica e C. racemosa). Embora ainda néo registrado
comercialmente, o IAC 1059 foi incluido no estudo por sua relevancia genética e por compartilhar
a mesma origem hibrida da cultivar Siriema. Ambos os materiais aparentados foram selecionados
a partir de geragdes avangadas desse cruzamento inicial, o que se reflete em perfis metabolémicos
semelhantes e na presenca de metabdlitos associados a resisténcia ao bicho-mineiro.

As folhas foram coletadas de forma aleatoéria do terco médio de cada individuo, selecionando-
se apenas as folhas maduras pertencentes ao 3° ou 4° par de folhas de cada ramo plagiotroépico.
A coleta das folhas ocorreu em outubro de 2024. Apés a coleta, as folhas foram transportadas para
o laboratorio, onde passaram por uma limpeza delicada com papel toalha. Em seguida, foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C. Posteriormente, as
amostras foram liofilizadas e enviadas a Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio Paranaiba,
Minas Gerais, para a realizacdo da andlise metaboldmica ndo direcionada, utilizando

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). A andlise foi conduzida pelo
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Grupo de Pesquisa e Analise Metabolémica da instituicéo, seguindo protocolos padronizados para
a identificacéo e quantificagdo de metabdlitos em tecidos vegetais.

Para a andlise metabolomica, foi adotada a metodologia descrita por Ikehara et al. (dados néo
publicados). As folhas de café dos quatro genétipos foram maceradas em nitrogénio liquido, e a
extracdo foi realizada utilizando 100 mg de amostra e 2 mL de uma solugédo extratora composta
por metanol, cloroférmio e dgua (MeOH:CHCl,:H,O — 3:1:1), contendo 50 uL/mL de Adonitol
Purex como padréo interno. Em seguida, a mistura foi submetida a agitacdo em um disruptor
celular (L-Beader 6, Loccus, Brasil), operando a 3500 rpm em quatro ciclos de 60 segundos, com
seis esferas de acgo inoxidavel de 2,8 mm de didmetro por tubo."

Apos esse processo, 1 mL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 300
pL de hexano, permanecendo em repouso por 3 minutos. Em seguida, 500 pL da fase inferior
foram coletados e transferidos para microtubos, onde foram submetidos a secagem em
concentrador de amostras a 40°C por 16 horas. As amostras secas foram derivatizadas com 50 pL
de cloridrato de metoxiamina diluido em piridina (20 mg/mL) e, posteriormente, com 50 yL de
BSFTA ([bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida]). Apo6s a adi¢do de cada derivatizante, as amostras
foram incubadas por 30 minutos em concentrador de amostras e, em seguida, resfriadas. As
aliquotas derivatizadas foram entéo transferidas para frascos cromatograficos contendo insertos
redutores de 200 pL. Todos os reagentes utilizados neste estudo foram adquiridos da Sigma-
Aldrich, incluindo adonitol Purex, cloridrato de metoxiamina, bis(trimeltilsilil)trifluoroacetamida,
metanol grau HPLC, cloroférmio, 4gua, hexano e piridina.

A anélise foi realizada usando cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro de massas
(GCMS-QP2010, Shimadzu, Kyoto, Japdo), equipado com uma coluna capilar DB-5MS (di&metro
interno de 30mx250 pm). A temperatura de injecdo da amostra usada foi de 280 °C, com um fluxo
constante de gas hélio de 1,0 mL/min durante todo o processo. A temperatura inicial para
separacdo cromatografica foi de 80°C, que foi mantida por 2 minutos. Posteriormente, a
temperatura foi aumentada em 5°C a cada minuto, até 290°C, que foi mantida por 5 minutos. O
volume de injecéo foi de 1 pL com uma divisdo de 20:1. As temperaturas da interface e da fonte
de ions usadas foram de 250 °C. A voltagem do detector foi de 1,2 kV, e 0o modo de ionizagdo por
impacto de elétrons foi selecionado para a ionizagdo de metabolitos como 70 eV. Um padrdo de
alcano (C10-C40) foi usado como controle de qualidade e célculo do indice de retengdo. Os
cromatogramas foram processados usando MS-DIAL (v. 4.9.2). Os metabdlitos foram
identificados com base na biblioteca NIST 2014 e Kovats RI de acordo com o tempo de retengéo
e razdo massa/carga das moléculas e fragmentos.

As analises estatisticas e a construcéo de vias bioquimicas foram realizadas usando o software

MetaboAnalyst 6.0 e o enriquecimento de vias foi realizado usando a Kyoto Encyclopedia of
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Genes and Genomes (KEGG). Teste T, andlise de varidncia (ANOVA) e andlise de enriquecimento
de vias foram conduzidos considerando p < 0,05 como significativo. Valores ndo presentes em
50% dos dados foram removidos da andlise. Os valores ausentes foram substituidos por um valor
pequeno (considerou-se metade do valor positivo minimo nos dados originais), e os dados foram
filtrados por desvio padrdo relativo, soma normalizada, transformada em log 2 e
autodimensionada. A andlise de mapa de calor baseada em agrupamento hierarquico foi usada
para visualizacdo de dados metabolémicos, onde a abundéancia relativa de ions detectados em

cada amostra é representada pela intensidade da cor.

3.3 Resultados

Em relacéo ao perfil quimico das folhas de cafeeiro e relagédo a resisténcia ao bicho-mineiro,
obtidos por meio das andlises de metabolémica global nos quatro genétipos de cafeeiro, C.
stenophylla (resistente ao bicho-mineiro), C. racemosa (resistente), hibrido resistente IAC 1059 e C.
arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62 (suscetivel) detectou-se um total de 220 compostos nas
amostras foliares, utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
Desses, 58 compostos (26,48%) foram identificados e categorizados com sucesso.

O Fold Change (FC) representa a razdo entre os valores de intensidade dos tratamentos
comparados, sendo amplamente utilizado para destacar variacdes na abundéncia relativa de
metabolitos entre diferentes condi¢des biologicas. Com base nessa métrica, foram identificados
21 metabdlitos diferencialmente acumulados entre os genétipos Coffea stenophylla e C. arabica cv.
Catuai Amarelo IAC 62, dos quais 9 apresentaram intensidades aumentadas e 12 tiveram
intensidades reduzidas em C. stenophylla, em comparagdo com C. arabica. Dentre os metabolitos
aumentados, estdo os carboidratos xilulose (FC = 20,093, p-valor = 0,005662), maltotriose (FC =
4,5097, p-valor = 0,027558) e tagatofuranose (FC = 2,4379, p-valor = 0,040395), o glicosideo
derivado da manose, manopiranosideo (FC = 2,1764, p-valor = 0,041068), os &cidos: malico (FC
= 69,135, p-valor = 0,00096), acido butanodiodico (também conhecido como 4cido succinico) (FC
= 45,876, p-valor = 0,004072), &cido isotrednico (FC = 33,411, p-valor = 0,001704), &cido quinico
(FC = 10,562, p-valor = 0,016016), e o éster valerato de citronelila (FC = 1,3734, p-valor

0,01527). Os metabdlitos reduzidos foram os carboidratos ribose (FC = 0,77454, p-valor
0,014682), lixose (FC = 0,70964, p-valor = 0,01557), manose (FC = 0,61047, p-valor = 0,008335),
Mio-inositol (FC = 0,73724, p-valor = 0,045494), 1-Questose (FC = 0,27996, p-valor = 0,039506),
diglicerol (FC = 0,34982, p-valor = 0,028075), arabitol (FC = 0,26788, p-valor = 0,039784), os
4cidos propanodiodico (outro nome para 4cido malénico) (FC = 0,51126, p-valor = 0,041884), &cido

ribénico (FC = 0,38584, p-valor = 0,004558), 4cido metoxiacético (FC = 0,31174, p-valor =
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0,006349), e outros compostos organicos como triacontano (FC = 0,069821, p-valor = 0,000466)
e fenetilamina (FC = 0,048505, p-valor = 0,006281).

Esses metabdlitos identificados foram categorizados em classes distintas, incluindo compostos
acucares, acidos organicos, aminodacidos, ésteres, polidlcoois, hidrocarbonetos e compostos
nitrogenados, juntamente com seus valores de FC correspondentes (Tabela 1).

Tabela 1. Metabolitos selecionados que diferiram significativamente entre folhas de C. stenophylila e

C. arabica IAC 62 (valor de p < 0,05). Fold change (FC) representa a razdo entre os valores de
intensidade dos tratamentos, destacando alteragdes em abundancia relativa.

MONOSSACARIDEOS
COMPOSTO FC C. stenophylla/C. p-valor
arabica
XILULOSE 20,093 0,005662
RIBOSE 0,77454 0,014682
LIXOSE 0,70964 0,01557
MANOSE 0,61047 0,008335

DISSACARIDEOS E OLIGOSSACARIDEOS

FC p-valor
MALTOTRIOSE 4,5097 0,027558
1-QUESTOSE 0,27996 0,039506

POLIALCOOIS (ACUCARES-ALCOOIS)

FC p-valor
MIO-INOSITOL 0,73724 0,045494
ARABITOL 0,26788 0,039784
DIGLICEROL 0,34982 0,028075

ACIDOS CARBOXILICOS

FC p-valor
ACIDO MALICO 69,135 0,00096
ACIDO 45,876 0,004072
BUTANODIOICO
ACIDO ISOTREONICO 33,411 0,001704

ACIDO QUINICO 10,562 0,016016
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ACIDO 0,51126 0,041884
PROPANEDIOICO
ACIDO 0,31174 0,006349
METOXIACETICO

ACIDOS DERIVADOS DE CARBOIDRATOS ‘
FC p-valor

ACIDO RIBONICO 0,38584 0,004558

ESTERES E DERIVADOS DE ACIDOS GRAXOS ‘

FC p-valor
VALERATO DE 1,3734 0,01527
CITRONELILA

HIDROCARBONETOS ‘

FC p-valor

TRIACONTANO 0,069821 0,000466
AMINAS E COMPOSTOS NITROGENADOS ‘

FC p-valor

FENETILAMINA 0,048505 0,006281

MANOPIRANOSIDEO 2,1764 0,041068

A andlise de componentes principais (PCA) demonstrou claramente uma separagdo dos
metabolomas de folhas de C. stenophylla e C. arabica (Figura 1). O primeiro componente principal
(PC1) foi responsavel por 36,9% da variancia, enquanto o segundo componente principal (PC2)

contribuiu com 26,5%, resultando em uma variancia explicada cumulativa de 63,4%.
p
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Figura 1. Pontuacédo PCA ilustrando a diferenciacdo de amostras de folha de C. stenophylia e C. arabica cv.
Catuai Amarelo IAC 62.

Na Figura 2 observa-se 21 metabdlitos significativamente diferentes, com 9 mostrando niveis

de expressédo mais elevados nas folhas de C. stenophylia e 12 exibindo expressédo elevada nas folhas

de C. arabica IAC 62.
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Figura 2. Mapa de calor de 21 metabolitos conhecidos significativamente diferentes (p < 0,05) entre C.
stenophylla e C. arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62.

Com relacéo a analise metaboldmica de folhas de C. racemosa e C. arabica cv. Catuai Amarelo
[IAC 62, foram detectados 220 compostos, sendo que 29 compostos identificados foram
significantemente diferentes, sendo 14 com intensidades aumentadas e 15 com intensidades
reduzidas em C. racemosa, quando comparado a C. arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62. Dentre os
metabolitos aumentados estdo: acido malico, acido butanodiodico, &cido isotrednico, acido
nonanoico, xilulose, maltotriose, acido quinico, beta-xilopiranose, acido glicérico, acido succinico,
4cido octadecanoico, acido pentbnico, glicerol, beta-talopiranose. Os metabdlitos reduzidos
encontrados foram &cido propanodidico, lixose, sorbose, manose, uridina 5'-difosfato-N-
acetilglucosamina, iditol, glicose, &cido xilénico, diglicerol, arabitol, 4cido hexanoico, triacontano,
feniletilamina, acido ribdénico, desoxiglicose, 2-desoxiglicose.

Esses metabdlitos identificados foram categorizados em classes distintas, incluindo compostos
carboidratos, acidos carboxilicos e &cidos graxos, juntamente com seus valores de FC

correspondentes (Tabela 2).
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Tabela 2. Metabolitos selecionados que diferiram significativamente entre folhas de C. racemosa e C.
arabica IAC 62 (valor de p < 0,05). Fold change (FC) representa a razédo entre os valores de intensidade
dos tratamentos, destacando altera¢des em abundancia relativa.

MONOSSACARIDEOS

COMPOSTO

LIXOSE

ARABINOSE

XILULOSE

SORBOSE

MANOSE

DESOXIGLICOSE

2-DESOXIGLICOSE

MALTOTRIOSE

FURANOSES E PIRANOSES (FORMAS CICLICAS DE AGCUCARES)

BETA-TALOPIRANOSE

BETA-XILOPIRANOSE

FC C. racemosa/ C. arabica

0,46381

0,27493

20,757

0,59455

0,57615

0,44558

0,4443

OLIGOSSACARIDEOS

FC

20,226

FC

4,1885

6,2973

p-valor

0,042824
0,008235
0,000522
0,027805
0,000149
0,020242

0.002959

p-valor

0,001208

p-valor
0,000239

0,007017

ACIDOS DERIVADOS DE CARBOIDRATOS

ACIDO PENTONICO

ACIDO GLICERICO

FC

4,9417

ACIDOS CARBOXILICOS

FC

5,6485

p-valor

0,000324

p-valor

0,036881



ACIDO MALICO 141,59

ACIDO 95,797
BUTANODIOICO

ACIDO ISOTREONICO 61,014

ACIDO QUINICO 9,2299

ACIDO SuUCcCiNICO 5,6385

ACIDO 4,948
OCTADECANOICO

ACIDO 0,69856
PROPANODIOICO

ACIDO NONANOICO

ACIDO
OCTADECANOICO
ACIDO HEXANOICO

IDITOL
DIGLICEROL
ARABITOL

GLICEROL

ACIDO XILONICO

ACIDOS GRAXOS

FC

6,579

2,7557

0,15899

POLIALCOOIS

FC

0,5521

0,28696

0,16612

4,3056

0,000241

0,001491

0,000199
0,018016
0,001186

0,000378

0,035562

p-valor
0,037079

0,037741

0,014029

p-valor
0,001123
0,020091
0,0133

0,016985

ACIDO DERIVADO DE CARBOIDRATO

FC

0,40923

p-valor

0,002322

NUCLEOTIDEO CONJUGADO / DERIVADO DE ACUCAR
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FC p-valor
URIDINA 5'- 0,55237 0,001118
DIFOSFATO-N-
ACETILGLUCOSAMINA
AMINA (AMINA AROMATICA)
FC p-valor
FENILETILAMINA 0,12273 0.012851

A PCA evidenciou de forma clara a separagdo entre os perfis metabolémicos das folhas de C.
racemosa e C. arabica (Figura 3). O primeiro componente principal (PC1) explicou 42,2% da
variancia observada, enquanto o segundo componente (PC2) contribuiu com 22,3%, totalizando
uma variancia explicada cumulativa de 64,5%.

Scores Plot
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© C, arabica cv. €
© C. racemosa

PC2(223%)
]
I

PC1(42.2%)

Figura 3. Pontuacdo PCA ilustrando a diferenciagdo de amostras de folha de C. racemosa e C.
arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62.

A Figura 4 apresenta 29 metabolitos com diferencas significativas, dos quais 14 exibiram niveis
de expressdo mais elevados nas folhas de C. racemosa, enquanto 15 mostraram maior expressdo

nas folhas de C. arabica cv. IAC 62.
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Figura 4. Mapa de calor de 29 metabdlitos conhecidos significativamente diferentes (p < 0,05)
entre C. racemosa e C. arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62.

Neste trabalho, também foi realizado a andlise de perfil metabolémico entre folhas de
Coffea arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62 e folhas de café do hibrido resistente IAC 1059 originado
de um cruzamento entre C. arabica e C. racemosa. Foram detectados 220 compostos, sendo que
sete compostos identificados foram significantemente diferentes, sendo seis com intensidades
aumentadas e um com intensidade reduzida em IAC 1059, quando comparado a C. arabica IAC
62. Dentre os metabdlitos aumentados estdo: arabinose, maltotriose &cido glicolico, acido lactico,
4cido pentdnico e acido isotriénico. O carboidrato 2-desoxiglicose apresentou-se reduzido em
IAC 1059.
Esses metabdlitos identificados foram categorizados em classes distintas, incluindo compostos

carboidratos e acidos orgénicos, juntamente com seus valores de FC correspondentes (Tabela 3).
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Tabela 3. Metabolitos selecionados que diferiram significativamente entre folhas de café do hibrido
resistente IAC 1059 e C. arabica IAC 62 (valor de p < 0,05). Fold change (FC) representa a razéo entre
os valores de intensidade dos tratamentos, destacando alteragdes em abundancia relativa.

MONOSSACARIDEOS
COMPOSTO FC p-valor
IAC1059/1AC62
ARABINOSE 0,25727 0,005459

MODIFICACOES DE CARBOIDRATOS

FC p-valor
2- 2,6369 0,037865
DESOXIGLICOSE
OLIGOSSACARIDEOS
FC p-valor
MALTOTRIOSE 0,090153 0,020099

ACIDOS DERIVADOS DE CARBOIDRATOS

FC p-valor
ACIDO 0,08634 0,000309
PENTONICO
ACIDO 0,025289 0,026791
ISOTRIONICO
ACIDOS ORGANICOS
FC p-valor
ACIDO 0,36399 0,004414
GLICOLICO
ACIDO LACTICO 0,12831 0,042429

A Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA), revelou distingbes
metabolicas claras entre IAC 1059 e C. arabica IAC 62, com alta preciséo de classificacéo (Figura
5). O primeiro componente principal (PC1) explicou 45,4% da varidncia observada, enquanto o
segundo componente (PC2) contribuiu com 19,1%, totalizando uma varidncia explicada

cumulativa de 64,5%.
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Figura 5. Pontuacdo PLS-DA ilustrando a diferenciacdo de amostras de folha de do hibrido
resistente IAC 1059 e C. arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62.

O heatmap apresentou sete metabolitos com diferencas significativas, dos quais seis exibiram
niveis de expressdo mais elevados nas folhas de café do hibrido resistente IAC 1059, enquanto

apenas um mostrou maior expressdo nas folhas de C. arabica cv. IAC 62 (Figura 6).
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Figura 6. Mapa de calor de sete metabolitos conhecidos significativamente diferentes (p <
0,05) entre IAC 1059 e C. arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62.

Por fim, foi realizada a andlise metaboloémica entre folhas de C. racemosa e o hibrido
resistente IAC 1059. Foram detectados 220 metabdlitos, sendo que 10 compostos identificados
foram significantemente diferentes, sendo quatro com intensidades aumentadas e seis com

intensidades reduzidas em C. racemosa, quando comparado a IAC 1059. Dentre os metabolitos
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aumentados estédo: beta-talopiranose, beta-xilopiranose, 4cido nonanoico, e acido octadecanoico.
Os metabolitos reduzidos encontrados foram lixose, arabinose eritro-pentopiranose, turanose,
4cido pentonico e 4cido glicédlico. Esses metabolitos identificados foram categorizados em classes
distintas, incluindo compostos carboidratos e acidos organicos, juntamente com seus valores de

FC correspondentes (Tabela 4).

Tabela 4. Metabdlitos selecionados que diferiram significativamente entre folhas de C. racemosa e ‘TIAC
1059 (valor de p < 0,05). Fold change (FC) representa a razdo entre os valores de intensidade dos
tratamentos, destacando alteracées em abundéancia relativa

MONOSSACARIDEOS
COMPOSTO FC p-valor
LIXOSE 0,46381 0,042824
ARABINOSE 0,27493 0,008235

FURANOSES E PIRANOSES (FORMAS CIiCLICAS DE ACUCARES)

FC p-valor
BETA- 6,8216 0,04312
TALOPIRANOSE
BETA- 4,1751 0,020814
XILOPIRANOSE
ERITRO- 0,22806 0,036542
PENTOPIRANOSE
DISSACARIDEOS
FC p-valor
TURANOSE 0,10996 0,038926

ACIDOS DERIVADOS DE CARBOIDRATOS
FC p-valor

ACIDO 0,42622 0,006449
PENTONICO

ACIDOS CARBOXILICOS



ACIDO
GLICOLICO

ACIDO
NONANOICO

ACIDO
OCTADECANOICO

FC

0,38965

ACIDOS GRAXOS
FC

6,579

2,7557

66

p-valor

0,019109

p-valor

0,037079

0,037741

A PLS-DA mostrou diferencas entre os perfis metabolémicos das folhas de C. racemosa e IAC

1059 (Figura 7). O primeiro componente principal (PC1) explicou 48,6% da variancia observada,

enquanto o segundo componente (PC2) contribuiu com 21,6%, totalizando uma variancia

explicada cumulativa de 70,2%.
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Figura 7. Pontuacdo PLS-DA ilustrando a diferenciacdo de amostras de folha de C. racemosa e
‘Siriema’ IAC 1059.

A Figura 8 apresenta 10 metabolitos com diferencas significativas, dos quais quatro exibiram
niveis de expressdo mais elevados nas folhas de C. racemosa, enquanto 6 mostraram maior

expressdo nas folhas do hibrido resistente IAC 1059.
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Figura 8. Mapa de calor de sete metabolitos conhecidos significativamente diferentes (p < 0,05) entre

C. racemosa e IAC 1059.

3.4 Discussao

A andlise metabolomica comparativa entre diferentes genotipos de cafeeiros resultou na
identificacédo e categorizacdo de 58 compostos significativamente distintos. Esses metabdlitos
apresentaram padrdes bioquimicos diferenciados, associados a respostas a estresses bioticos e
abidticos, fornecendo pistas relevantes sobre os mecanismos metabolicos envolvidos na defesa
contra insetos.

As folhas de C. stenophylla e C. racemosa, reconhecidamente resistentes ao bicho-mineiro
(Guerreiro-Filho, 2006), apresentaram perfis metaboldmicos claramente distintos em relagdo a C.
arabica cv. Catuai Amarelo [IAC 62, suscetivel ao ataque da praga. As andlises de componentes
principais (PCA) confirmaram essas diferencas, com separa¢des bem definidas nos mapas de
pontuacgdo. As variagdes nos perfis foram explicadas principalmente pelos compostos das classes

de acidos orgénicos, agucares e alcoois de acucar (polidlcoois).
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Em ambos os genétipos resistentes (C. stenophylla e C. racemosa), observou-se um acumulo
significativo de acido malico, acido succinico (butanodioico), acido isotrednico e acido quinico —
compostos amplamente relacionados a funcdes de defesa vegetal, ajuste osmoético, quelacdo de
ions metalicos e sinalizacdo de estresse oxidativo (Panchal; Miller; Giri, 2021). O metabolismo
desses acidos orgénicos é essencial para o funcionamento celular das plantas, participando de
rotas bioquimicas fundamentais como a geracdo de energia, o equilibrio de oxidagdo-redugédo
(redox) e a sintese de precursores para aminodcidos e outros metabdlitos secundarios (Lépez-
Bucio et al., 2000).

O 4acido malico, por exemplo, é um intermedidrio chave do ciclo dos acidos tricarboxilicos
(TCA), contribuindo para a respiragdo mitocondrial, o transporte de ions e a regulagdo do pH
celular. De forma semelhante, o &cido succinico também integra o ciclo TCA, desempenhando
um papel importante na transferéncia de elétrons e na manutenc¢do do metabolismo energético,
especialmente sob condi¢des de estresse (Panchal; Miller; Giri, 2021).

O &cido isotrednico, embora menos estudado em espécies cultivadas, € um metabdlito
derivado da via do acido mevalbnico e tem sido associado a protecdo contra estresses bidticos.
Na analise metabolémica comparativa das folhas de C. racemosa, C. stenophylla e do hibrido
resistente IAC 1059, observamos um acumulo significativo desse composto, sugerindo um
possivel envolvimento na resposta de defesa dessas plantas frente ao ataque do bicho-mineiro.

Esse achado encontra respaldo em estudos realizados com a palmeira-das-candrias (Phoenix
canariensis), nos quais o perfil metabdlico foliar foi analisado em diferentes estagios de infestagcdo
por escaravelho-vermelho, Rhynchophorus ferrugineu (Coleoptera: Curculionidae). Utilizando uma
abordagem metabolémica baseada em cromatografia gasosa (CG), os autores observaram que o
metaboloma das folhas variou significativamente entre plantas saudaveis e aquelas nos estagios
iniciais e avancados do ataque. No primeiro estagio, houve uma reprogramacéo acentuada do
metabolismo de carboidratos e acidos orgénicos. A andlise de enriquecimento metabolémico
revelou que o ataque afeta seletivamente um grupo especifico de compostos, sem
necessariamente reorganizar amplamente as vias metabdlicas. Entre os compostos
diferencialmente acumulados durante o primeiro estagio do ataque, destacam-se precursores da
biossintese de fenilpropanoides, terpenoides e alcaloides, como a fenilalanina, triptofano,
celobiose, xilose, quinato, xilonite, idonato, iso-treonato, celobiotol e arbutina. A presenca
aumentada de iso-treonato, em especial, refor¢a sua possivel atuacdo como marcador de resposta
precoce a estresses bioticos (Giovino; Martinelli; Saia, 2015) .

Assim, a elevagdo do acido isotrednico em C. racemosa, C. stenophylla e no hibrido IAC 1059
pode indicar que essas plantas possuem mecanismos de defesa ativados mesmo na auséncia de

sintomas aparentes, refletindo uma adaptagdo metabolica que favorece a resisténcia. Esses dados
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sugerem que o isotrednico, assim como o iso-treonato observado no estudo com P. canariensis,
pode atuar como um biomarcador relevante na resposta inicial ao estresse por herbivoria.

Além do acido isotrednico, outro metabolito relevante identificado nas analises foi o acido
quinico, um alcool-acido ciclico, que também apresentou acumulo nas folhas de C. stenophylia, C.
racemosa e no hibrido resistente IAC 1059. O acido quinico é um intermediério fundamental da
rota do acido chiquimico, diretamente envolvido na biossintese de compostos fenolicos. Ele se
combina com o acido cafeico formando os acidos clorogénicos, além de outros derivados da via
dos fenilpropanoides (Ramiro; Guerreiro-Filho; Mazzafera, 2006). Essa rota metabolica tem papel
central na defesa das plantas contra insetos herbivoros, atuando tanto como barreira quimica
quanto como sinalizadora da ativagdo de respostas de defesa.

Os &cidos clorogénicos, em especial, sdo reconhecidos por sua ampla atuagédo na resisténcia
vegetal. Esses compostos exercem efeito antialimentar e toxico sobre diversos insetos-praga, além
de atuarem como antioxidantes, reduzindo o dano oxidativo causado durante o ataque bidtico
(Ramiro; Guerreiro-Filho; Mazzafera, 2006).

O acumulo de 4acido quinico nesses gendétipos reforca a hipdtese de que essas plantas possuem
uma predisposi¢do metabdlica voltada a resisténcia bidtica, especialmente contra o bicho-mineiro.
Assim como observado no estudo com P. canariensis, em que compostos como o quinato e iso-
treonato foram apontados como marcadores de resposta inicial ao ataque (Giovino; Martinelli;
Saia, 2015), a presenca do acido quinico em Coffea pode indicar uma ativagéo precoce das vias de
biossintese de fenilpropanoides, conferindo uma vantagem adaptativa frente ao estresse por
herbivoria (Giovino; Martinelli; Saia, 2015).

Além do acumulo de &cido isotrednico e acido quinico observado nas andlises metabolémicas
das folhas de C. racemosa, C. stenophylla e do hibrido IAC 1059, também foi detectado um aumento
nos niveis de maltotriose. A maltotriose, um oligossacarideo resultante da degradacdo parcial do
amido, pode representar um traco metabolico constitutivo nesses genotipos, refletindo uma
predisposicéo fisiolégica voltada a prontiddo metabdlica. Mesmo na auséncia de estresse bioético
evidente, a presenca aumentada desse composto pode indicar um estado de preparacdo
metabolica para rapidas respostas diante de desafios ambientais, funcionando como reserva
energética acessivel e potencial modulador de vias de defesa (Moghaddam; Van Den Ende, 2012).
Além disso, a maltotriose pode contribuir para o equilibrio osmético e atuar na sinalizagdo
metabolica, favorecendo a ativacdo mais eficiente de mecanismos de resisténcia quando
necessario. Assim, seu acumulo pode estar associado a uma estratégia preventiva de defesa,
comum em plantas mais tolerantes ou adaptadas a ambientes com pressdo constante de

herbivoria (Rolland; Baena-Gonzalez; Sheen, 2006).
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Além disso, observou-se uma reducdo consistente em metabodlitos como manose, ribose,
arabitol e diglicerol nas folhas dos genétipos resistentes C. stenophylla e C. racemosa. Isso pode
indicar uma reorientacdo do metabolismo primario para vias secundarias relacionadas a defesa.
A diminuicdo de agucares de reserva ou estruturais pode refletir uma alocacdo de carbono
preferencial para a biossintese de compostos fendlicos ou terpenoides de defesa (Smith, 2005).

A presenca de manose nas folhas pode ter implica¢des relevantes na interagdo planta-inseto.
Por ser um carboidrato estruturalmente semelhante a glicose, a manose pode ser metabolizada
por alguns insetos herbivoros que possuem a enzima manose-fosfato isomerase, a qual converte
manose-6-fosfato em frutose-6-fosfato, integrando-a as vias metabolicas centrais (De La Fuente;
Pefias; Sols, 1986). No entanto, em plantas resistentes, a reducéo nos niveis de manose pode atuar
como um fator de desestimulo a alimentacéo e a oviposi¢do, uma vez que tecidos com menor teor
de agucares assimilaveis tendem a ser menos atrativos ou nutricionalmente adequados para os
insetos herbivoros (Li et al., 2020).

A andlise do hibrido IAC 1059, oriundo do cruzamento entre C. arabica (suscetivel) e C.
racemosa (resistente), revelou um perfil metabolémico parcialmente herdado da espécie
resistente, evidenciado pelo aumento de compostos como acido isotrednico, acido pentanoico e
maltotriose — todos potencialmente envolvidos em mecanismos de defesa.

O 4cido pentanoico, também conhecido como acido valérico, é um &cido graxo de cadeia
curta que tem despertado interesse por seu potencial papel nas defesas naturais das plantas. No
contexto da protecdo de plantas, esse composto vem sendo apontado como uma alternativa
promissora para o controle de pragas. Segundo Krzyzowski et al., (2020), o acido valérico
apresentou propriedades protetoras significativas contra a infestacdo do besouro Callosobruchus
maculatus em sementes de feijdo. No estudo, o composto foi testado de duas formas: como agente
fumigante e por contato direto. A aplicagdo de 4 microlitros do &cido causou 100% de mortalidade
dos insetos apds 48 horas no ensaio fumigante, e 100% de mortalidade em apenas 24 horas no
enzimas digestivas e afetar a integridade das membranas celulares, reforcando sua acéo inseticida.

Nesse contexto, a deteccédo do acido pentanoico em folhas de C. racemosa e do hibrido IAC
1059, mesmo sob condigdes naturais e na auséncia de estresse induzido, pode estar associada a
um perfil metabdlico constitutivamente defensivo. Essa presenca pode contribuir para a menor
atratividade ou maior tolerancia dessas plantas ao ataque do bicho-mineiro, funcionando como
parte de uma barreira quimica eficaz. Dessa forma, o acimulo de &cido pentanoico pode ser
considerado um possivel marcador bioquimico de resisténcia, com potencial aplica¢do na selegdo

de genotipos tolerantes a pragas.
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Observou-se também uma reducéo nos niveis de 2-desoxiglicose tanto em C. racemosa quanto
no hibrido IAC 1059, ambos gendtipos reconhecidamente resistentes ao bicho-mineiro. A 2-
desoxiglicose (2-DOG) é um andlogo da glicose que, ao ser absorvido pelas células vegetais, é
fosforilado pela hexoquinase formando 2-DOG-6-fosfato (2-DOG-6-P). Esse metabdlito atua como
um competidor da glicose-6-fosfato e é conhecido por causar disfun¢cées metabolicas
significativas. Estudos demonstram que o acumulo de 2-DOG-6-P pode inibir a glicélise,
prejudicar a sintese de proteinas, interferir na glicosilacédo de proteinas e comprometer a formacéo
de polissacarideos da parede celular — efeitos que, em conjunto, impactam negativamente o
crescimento e o desenvolvimento vegetal (Kunze et al., 2001).

Nesse contexto, a menor abundéancia de 2-DOG observada em C. racemosa e IAC 1059 pode
representar um mecanismo adaptativo, evitando os efeitos deletérios associados ao acumulo
deste composto. Essa redugdo pode favorecer a integridade do metabolismo primario e contribuir
para uma resposta mais eficiente ao estresse bidtico, como o causado pelo ataque do bicho-
mineiro.

Além dos efeitos j& descritos para o 4cido pentanoico, estudos vém destacando o potencial
inseticida de outros acidos graxos de cadeia curta e média sobre insetos herbivoros. Em
experimento conduzido em laboratério para avaliar a toxicidade de diferentes 4cidos graxos sobre
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), foram testados os acidos
pentanoico, decanoico, hexanoico, nonanoico, octanoico, aplicados sobre dieta artificial. Os
resultados demonstraram que os acidos nonanoico (82,9%) e octanoico (55,2%) foram os mais
eficazes na mortalidade de S. frugiperda, enquanto o &cido nonanoico também se destacou por
causar significativa redugéo no crescimento larval, evidenciando seu impacto no desenvolvimento
do inseto (Gabriel et al., 2004). Esses achados refor¢cam a versatilidade e o potencial inseticida dos
acidos graxos, que atuam ndo apenas como agentes letais, mas também como inibidores do
crescimento, representando uma estratégia promissora para o manejo sustentdvel de pragas
agricolas.

Por outro lado, o contraste entre C. racemosa e o hibrido IAC 1059 evidenciou que, embora
este ultima compartilhe certos metabolitos com a espécie resistente, had também perdas
relevantes, como o menor acumulo de &cidos graxos (por exemplo, dcido nonanoico e acido
octadecanoico) e de agucares ciclicos, como a (-xilopiranose. Este monossacarideo, derivado da
xilose — componente estrutural da hemicelulose — est4 associado ao refor¢o da parede celular ,
dificultando a penetracéo e alimentacéo de patégenos e insetos herbivoros (Moura et al., 2021). A
presenca de B-xilopiranose pode refletir uma estratégia metabolica preventiva, na qual a planta
mantém compostos estruturais e sinalizadores em niveis capazes de desencorajar a alimentacéo

e o estabelecimento de pragas, contribuindo para a resisténcia observada nos genétipos
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analisados (Ramirez Ordufia; Gonzalo Ramirez Lozano; Lopez Gutiérrez, 2002). Esses achados
sugerem que a resisténcia em IAC 1059 pode ser parcial, possivelmente refletindo uma expressao
intermedidria de genes de defesa herdados de seus parentais.

Os dados apresentados reforcam a importéncia dos acidos organicos e agucares funcionais
como marcadores quimicos de resisténcia ao bicho-mineiro em cafeeiros. Genétipos resistentes
acumulam compostos com potencial bioativo e de sinalizacdo que podem interferir direta ou
indiretamente no ciclo de vida do inseto-praga. A utilizacdo dessas informacdes pode subsidiar
estratégias de melhoramento genético, guiando a selecdo de progénies com maior potencial de

defesa metabdlica.

3.5 Conclusao

A andlise metaboldémica comparativa entre diferentes genétipos de cafeeiro, incluindo C.
arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62, C. racemosa, C. stenophylla e o hibrido resistente IAC 1059,
permitiu identificar assinaturas quimicas associadas a resisténcia ao bicho-mineiro. Os genétipos
resistentes (C. racemosa e C. stenophylla) apresentaram acumulo significativo de acidos orgéanicos
como acido malico, acido succinico, acido isotrednico e acido quinico — compostos relacionados
a funcbes de defesa, como acidificacdo do ambiente celular, quelacdo de ions metdlicos e
sinalizacédo de estresse oxidativo.

O hibrido resistente IAC 1059 revelou um perfil metabolémico intermedidrio, herdando
parcialmente os compostos de defesa da espécie resistente C. racemosa, incluindo o aumento de
metabolitos como &cido isotrednico, &cido glicolico, acido pentandico e maltotriose. Este
resultado reforga a hipétese de que caracteristicas quimicas associadas a resisténcia podem ser
transmitidas por hibridagéo, ainda que de maneira incompleta.

Além disso, a reducéo da 2-desoxiglicose (2-DOG) observada tanto em C. racemosa quanto
em [AC 1059, mas ndo em C. arabica, indica que a regulacdo negativa desse metabdlito pode
representar um marcador de segregacdo genética relacionado a resisténcia. Considerando que a
2-DOG-6-fosfato interfere negativamente em processos celulares essenciais, como a glicélise, a
sintese proteica e a formacdo da parede celular, sua reducdo pode representar uma estratégia

metabdlica adaptativa para preservar a integridade celular sob estresse.
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CONSIDERACOES FINAIS

A integracdo dos dados metabolémicos com a caracterizacdo dos fungos endofiticos isolados de
Coffea racemosa e C. stenophylla sugere uma possivel relagdo entre os perfis quimicos diferenciados
desses genotipos resistentes e a presenca de microrganismos mutualistas com potencial
entomopatogénico. Dentre os isolados, destacou-se um fungo do género Colletotrichum, obtido a
partir de C. stenophylla, que apresentou alta viruléncia sobre Tenebrio molitor, causando até 70%
de mortalidade em apenas cinco dias. Ensaios em placa revelaram que a agdo entomopatogénica
desse isolado resultou de efeito sinérgico entre conidios submersos, metabdlitos fungicos e hifas,
evidenciando a complexidade e a eficiéncia do mecanismo de infec¢éo. A produgédo de quitinase
por esse isolado reforca seu potencial de degradagdo da cuticula de insetos, contribuindo
diretamente para sua atividade entomopatogénica. Como fungos ascomicetos séo reconhecidos
por sua capacidade de produzir uma ampla gama de metabolitos secundarios bioativos, é plausivel
supor que tais compostos também desempenhem papéis essenciais no estabelecimento do
endofitismo e na defesa indireta da planta contra herbivoros. Nesse contexto, os metabélitos como
acido malico, acido quinico e maltotriose, comumente acumulados nos genoétipos resistentes,
podem ndo apenas refletir respostas fisioldgicas da planta, mas também estar associados a
interacdes benéficas com endofitos como o Colletotrichum, fortalecendo a resisténcia sistémica
contra o bicho-mineiro. Esses achados reforcam a importéncia de abordagens integradas para
compreender os mecanismos de resisténcia em plantas, fornecendo subsidios valiosos para o
desenvolvimento de estratégias de controle biolégico e programas de melhoramento genético

voltados a sustentabilidade na cafeicultura.
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