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RESUMO

SILVA, Ricardo Siqueira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2012. Resisténcia de clones de café conilon a Oligonychus ilicis.
Orientador: Marcelo Coutinho Picanco.

Na obtengdo de cultivares resistentes as pragas é importante a selegdo de
fontes e a determinagdo dos mecanismos, modos de expressdo, causas da
resisténcia e a persisténcia da resisténcia ao longo do tempo. Coffea
canephora Pierre é conhecida como café conilon e ela é a segunda espécie de
café mais cultivada no mundo. Dentre as principais pragas de C. canephora
esta o acaro vermelho Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae).
Assim neste trabalho foram conduzidos bioensaios com o objetivo de: (i)
selecionar clones de C. canephora resistentes a O. ilicis, (ii) verificar a
persisténcia da resisténcia quando este acaro se desenvolve por varias
geragbes no café conilon e (iii) relacionar a concentragdo de proteinas e
inibidores de proteases das folhas com o desempenho demografico de O. ilicis
em clones de C. canephora. Nos bioensaios foram usados 14 clones de C.
canephora da cultivar Vitéria. Os 14 clones de C. canephora nao apresentaram
resisténcia por antixenose a O. ilicis. Os clones 1, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13 e 501 de
C. canephora apresentaram resisténcia por antibiose a O. ilicis. Entre estes, os
clones 1 e 10 apresentaram resisténcia com maior persisténcia ao longo do
tempo. A resisténcia nos clones de C. canephora a O. ilicis ndo esteve
correlacionada com a concentragao de proteinas e inibidores de proteases nas

folhas destas plantas.
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ABSTRACT

SILVA, Ricardo Siqueira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012.
Resistance of clones of conilon coffee to Oligonychus ilicis. Adviser:
Marcelo Coutinho Picanco.

To obtain plant cultivars resistant to pests it is important to search for sources of
resistance, and determine its mechanisms and modes of expression, and
furthermore, evaluate its persistence over time. Coffea canephora Pierre is
known as conilon coffee and it is the second most widely cultivated species of
coffee in the world. Among some of the major pests of C. canephora is the red
mite Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae). The main objectives
of this study were: (i) select clones of C. canephora resistant to O. ilicis, (ii)
determine the persistence of resistance when this mite reproduces over several
generations on conilon coffee and (iii) correlate the concentration of proteins
and serine protease inhibitors of the leaves with the the population growth of O.
ilicis on C. canephora. In the bioassays, 14 clones of C. canephora cv Vitoria
were tested. The 14 clones of C. canephora showed no antixenosis resistance
to O. ilicis. The clones 1, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13 and 501 of C. canephora
exhibited an antibiosis effect upon the development of O. ilicis. Among all these
clones, 1 and 10 showed resistence to the mites with the highest persistence
over time. Nonetheless, the resistance in clones of C. canephora to O. ilicis was
not correlated with neither the concentration of proteins nor the protease

inhibitors in the leaves of these plants.
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1. INTRODUCAO

Na obtengao de cultivares resistentes as pragas € importante a selecao
de fontes e a determinagao dos mecanismos, modos de expressio, causas da
resisténcia e a persisténcia da resisténcia ao longo do tempo. Sao trés os
mecanismos da resisténcia de plantas aos artrépodes fitéfagos: antixenose,
antibiose e tolerancia. Quando a resisténcia é por antixenose o comportamento
do artrépode é afetado, levando a menor alimentagéo ou oviposi¢ao na planta
resistente comparado com a planta suscetivel. Ja quando a planta é resistente
por antibiose o artrépode tem menor sobrevivéncia, desenvolvimento e/ou
fecundidade ao se alimentar da planta resistente do que quando ela se
alimenta da planta suscetivel. Por outro lado, as plantas resistentes por
tolerancia suportam mais o ataque da praga do que as plantas suscetiveis
embora elas possuam intensidades de ataque da praga semelhantes (Smith &
Clement, 2012).

Em relagcdo ao modo de expressao a resisténcia pode ser: constitutiva
ou induzida. Quando a resisténcia é constitutiva a planta exibe a caracteristica
de resisténcia independente do ataque ou ndo da praga. Ja na resisténcia
induzida a caracteristica de resisténcia s6 € expressa quando a planta é
atacada pela praga (Schaller, 2008).

As causas da resisténcia das plantas as pragas podem ser morfoldgicas,
quimicas ou bioquimicas. Dentre as caracteristicas morfolégicas que podem
estar envolvidas na resisténcia estdo a espessura e dureza da epiderme,
camada de cuticula e tricomas das folhas. Ja as causas quimicas da
resisténcia sdo toxinas e substancias de contato ou volateis que podem afetar
o comportamento e desempenho bioldgico da praga (Bernays & Chapman,

1994; Wei et al. 2000; Peeters, 2002; Schaller, 2008). Entre as causas
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bioquimicas da resisténcia estdo os inibidores de enzimas digestivas e
compostos envolvidos na nutricdo da praga. Entre as substancias mais
importantes da nutricdo dos artropodes estdo as proteinas. Elas podem ser
enzimas ou serem fontes de aminoacidos essenciais aos artropodes (Amirhusin
et al. 2007). Entre os principais inibidores digestivos que estao envolvidos na
defesa das plantas aos artropodes estdo os inibidores de proteases (Ryan,
1990). Neste contexto, a tripsina € uma das principais enzimas do sistema
digestivo de artropodes. A inibicdo desta enzima pode dificultar a digestao de
proteinas e a assimilagdo de nutrientes no intestino dos artrépodes fitéfagos,
afetando assim, o desenvolvimento, reprodugcdo e sobrevivéncia destes
herbivoros (Vila et al. 2005; Marsaro Junior et al. 2006; Sarmento et al. 2011).
Outro aspecto importante nos estudos de resisténcia das plantas aos
artropodes € a persisténcia da resisténcia ao longo do tempo. Neste contexto, o
cultivo intensivo e em larga escala de gendtipos de plantas resistentes pode
selecionar bidtipos da praga que sejam capazes de suplantar a resisténcia
hospedeira. Assim, devem ser selecionados gendétipos que tenham resisténcia
que seja duravel ao longo do tempo e/ou se planejar areas de refugio para as
pragas com o plantio de hospedeiros suscetiveis para minimizar a sele¢ao de
bidtipos capazes de suplantar a resisténcia (Smith, 2005; Romeis et al. 2008).
Coffea canephora Pierre é conhecida como café conilon e ela é a
segunda espécie de café mais cultivada no mundo. A area cultivada e a
producdo de C. canephora vém crescendo no Brasil e no mundo. Atualmente
C. canephora é responsavel por 27 e 40% da produgao brasileira e mundial de
café, respectivamente. Os principais paises produtores de C. canephora séo
Vietna e Brasil. Ja os principais estados brasileiros produtores de café conilon

sao Espirito Santo e Rondénia (Fassio & Silva, 2007)
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As cultivares de café conilon podem ser provenientes de sementes ou de
variedades clonais. Devido a alta taxa de alogamia de C. canephora (100% de
fecundagdo cruzada) as variedades de café conilon formadas a partir de
sementes apresentam alta taxa de heterozigose e suas plantas sao
desuniformes. Ja as variedades clonais sdo mais uniformes e com maior
potencial de producdo em termos quantitativos e qualitativos. Normalmente as
variedades clonais sao constituidas por varios clones (Fassio & Silva, 2007).
Dentre as variedades clonais de café conilon a cultivar Vitéria se destaca por
possuir produtividade média 20% superior as demais variedades (Ferrdo et al.
2007).

Entre os principais problemas que afetam o café conilon esta o ataque
de pragas. Dentre as principais pragas de C. canephora esta o acaro vermelho
Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae). Este acaro ataca a face
superior das folhas onde ele rompe a parede e a membrana das células e
succiona o conteudo celular. Devido ao seu ataque ocorrem bronzeamento e
queda de folhas e redugao do crescimento das plantas, sobretudo em lavouras
em fase de formacéo (Reis et al. 1997; Matiello, 1998; Moraes & Flechtmann,
2008).

Apesar da importancia de O. ilicis como praga de C. canephora e do
potencial de uso da resisténcia de plantas no manejo deste acaro nenhum
trabalho existe sobre este assunto. Assim neste trabalho foram conduzidos
bioensaios com o objetivo de: (i) selecionar clones de C. canephora resistentes
a O. llicis, (ii) verificar a persisténcia da resisténcia quando este acaro se
desenvolve por varias geragdes no café conilon e (iii) relacionar a concentragao
de proteinas e inibidores de proteases das folhas com o desempenho

demografico de O. ilicis em clones de C. canephora.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo das plantas

Nos bioensaios foram usados os 14 clones de C. canephora da cultivar
Vitéria, aqui identificados como clones 1, 2, 3,4, 5,6, 8,9, 10, 11, 12,13, 501 e
502. Estes clones foram selecionados para realizacdo deste trabalho devido a
eles estarem entre os principais genoétipos de C. canephora plantados pelos
cafeicultores brasileiros (Ferrao et al. 2007). Para criacdo de O. ilicis foram
usadas folhas de plantas de Coffea arabica cv. IAC 15 e de C. canephora cv.
Conilon. As mudas de café foram produzidas no viveiro do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Quando as mudas
possuiam seis meses de idade elas foram transplantadas para vasos plasticos
de 5 litros contendo solo (65%) e esterco bovino (35%) nas casas de vegetacao
do Departamento de Entomologia da UFV. As plantas foram cultivadas de
acordo com (Prezotti et al. 2007) durante dois anos até que elas atingissem
tamanho suficiente para realizacido deste trabalho, sendo que as plantas
possuiam em média 25 ramos e 110 cm altura. Nao foi aplicado nenhum
pesticida nas plantas. A folha usada nos experimentos foi a segunda folha mais

apical do quinto ramo a partir da base da planta.

2.2. Condicdes experimentais

A criagao de O. ilicis e os bioensaios ocorreram em sala climatizada a
temperatura de 25 £ 0,5°C, umidade relativa do ar de 60 + 5% e fotoperiodo de
12 horas. Nas avaliagdes de O. ilicis se utilizou microscopio estereoscoépico

(Olympus SZ40) equipado com lente de aumento de100x.



2.3. Criacéo de O. ilicis

Os acaros foram criados em bandejas plasticas brancas (40x25x7 cm)
contendo no seu fundo espuma hidrofilica (3 cm de espessura) umedecida com
agua destilada. Na espuma foram inseridas seis folhas totalmente expandidas
coletadas na parte apical de plantas de café com dois anos de idade. Para o
estabelecimento da criagcdo cerca de 100 acaros foram transferidos para cada
folha usando pincel de crina de cavalo (n°® 0). A cada sete dias as folhas foram
substituidas.

A criacao foi dividida em duas partes. Numa parte da criacdo os acaros
foram alimentados com folhas de C. arabica cv. IAC 15 e na outra parte eles
foram alimentados com folhas de C. canephora cv. Conilon. Os acaros
provenientes da criagcdo em C. arabica foram usados para que nao ocorresse
um condicionamento pré-imaginal, e isso afetasse na selegédo dos clones de C.
canephora resistentes a O. ilicis. J& os acaros provenientes da criacédo em C.
canephora foram usados para avaliagao da persisténcia da resisténcia quando

O. ilicis se desenvolve no café conilon.

2.4. Avaliagdo da resisténcia por antixenose

Nesta parte do trabalho foi realizada a avaliagao da preferéncia do acaro
aos 14 clones de C canephora em teste de livre escolha com seis repeticoes.
Neste bioensaio foram usadas arenas constituidas por dois recipientes
plasticos (35 cm de didmetro x 10 cm de altura). Um recipiente constituiu a
parte basal da arena e o outro a tampa de vedacao da arena. No recipiente
basal da arena foi colocada uma camada de 5 cm de agua destilada. Sobre a
camada de agua foi colocado um disco de isopor branco de 30 cm de didmetro
e 20 mm de espessura. A 15 cm do centro da arena foram feitas 14
perfuragdes de 50 mm de largura no disco de isopor. Em cada perfuragao foi
inserida em posigcédo vertical uma folha de cada clone de C. canephora cv.

Vitéria. Cada folha ficou equidistante das duas folhas vizinhas 6,7 cm (Figura

1),



Tampa
da arena

Parte basal
da arena

Folha de
café conilon

Disco de
isopor

Figura 1. Arena usada no bioensaio de avaliacdo da resisténcia por antixenose.
(A) Arena fechada e (B) parte basal da arena.

No centro de cada arena foram colocados 200 acaros adultos. A arena
foi fechada com tampa devido se ter verificado em bioensaio prévio que a
luminosidade influencia a escolha do local para onde os acaros se dirigem.
Cada bloco foi constituido por uma arena. Apos 1, 4, 8, 12, 24 e 48 horas da
liberagdo dos acaros se contou o numero de acaros em cada folha. O
estabelecimento de 48 horas como o tempo maximo de avaliagao foi devido se
ter verificado em bioensaio prévio que apds este periodo os acaros ja haviam

caminhado e permanecido nas folhas.



2.5. Avaliagdo da resisténcia por antibiose

Nesta parte do trabalho se avaliou o desempenho demografico de O.
ilicis nos clones de C canephora cv. Vitéria. O delineamento experimental
inteiramente casualizado com seis repeticdes. Cada repeticao foi representada
por uma placa de Petri (15 cm de didmetro x 2 cm de altura) contendo cinco
discos foliares (1,5 cm de didmetro). Em cada placa foram inseridos cinco
discos de espuma hidrofilica (1,5 cm de didmetro x 1,0 cm de altura). Sobre
cada disco de espuma foi colocado um disco foliar com a face adaxial voltada
para cima. Para cada disco foliar 10 ovos de um dia de idade de O. ilicis foram
transferidos usando pincel de crina de cavalo (n® 0). No fundo de cada placa de
Petri foi colocada uma camada de 1 cm de espessura de agua destilada para
dificultar a fuga dos acaros dos discos foliares (Figura 2). Nesta parte do
trabalho foram realizados dois bioensaios. No primeiro bioensaio foi realizada
selecdo inicial dos clones de C. canephora resistentes por antibiose a O. ilicis.
Ja no segundo bioensaio foi realizada avaliagdo da persisténcia da resisténcia

dos clones de C. canephora selecionados no bioensaio anterior.

Placa de
Petri

Disco foliar

Disco de espuma

Figura 2. Placa de Petri usada no bioensaio de avaliagdo da resisténcia por

antibiose.



2.5.1. Selecao inicial dos clones de C. canephora resistentes a O. ilicis

Os tratamentos foram os 14 clones de C. canephora cv. Vitéria. Os
acaros utilizados neste bioensaio foram provenientes de criagdo em folhas de
C. arabica cv. IAC 15 por 10 geracdes. Trés vezes ao dia, as 7, 14 e 20 horas,
foram avaliadas a sobrevivéncia e o estadio de desenvolvimento de O. ilicis
durante uma geragao. Quando os acaros atingiram a fase adulta foi avaliado o
numero de ovos. Esses ovos foram removidos dos discos foliares diariamente.

A partir dos dados de sobrevivéncia e reproducao de O. ilicis coletados
se confeccionou uma tabela de vida de fertilidade e outra de esperancga de vida
para cada repeticdo conforme (Krebs, 1994). Utilizando os dados destas
tabelas de vida foram calculados, para cada repeticdo, a fecundidade, o tempo
de geragcdo em dias (T), a taxa liquida reprodutiva por geragédo (Ro), a taxa
intrinseca de crescimento populacional por dia (rn) € o tempo letal para metade

da populagéo em dias (TLso).

2.5.2. Avaliacdo da persisténcia da resisténcia dos clones de C.

canephora

Os tratamentos foram os clones de C. canephora selecionados como
resistentes a O. ilicis no bioensaio anterior. Os acaros utilizados neste
bioensaio foram provenientes de criagdo em folhas de C. canephora cv.
Conilon por quatro geragdes. A condugao e as caracteristicas avaliadas neste
bioensaio foram semelhantes ao bioensaio anterior, quanto ao delineamento e

variaveis respostas medidas.



2.6. Andlises bioquimicas

Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Enzimologia,
Bioquimica de Proteinas e Peptideos do BIOAGRO da UFV. As variaveis em
estudo foram os 14 clones de C. canephora cv. Vitéria, a presenca e nao de
dano de O. ilicis nas folhas nestes clones. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com trés repeticdes. Cada repeticdo foi constituida
por uma planta de café conilon. As analises foram realizadas em triplicata.

Foi avaliada a concentracao total de proteinas e a taxa de inibicao de
tripsina. Foram usadas seis plantas de cada clone de C. canephora cv. Vitéria.
Trés destas plantas sofreram dano de O. ilicis e as outras trés nao foram
danificadas por este acaro. Trés destas plantas foram infestadas na segunda
folha mais apical do quinto ramo a partir da base da planta com 100 acaros.
Oito dias ap6s a folha ser infestada foi retirada da planta. Esta folha foi limpa
para retirada dos acaros, suas teias e fezes. A folha correspondente a essa nas
plantas nao infestadas com o acaro foram também coletadas. As folhas foram
acondicionadas em caixa de isopor contendo nitrogénio liquido. Esta caixa de
isopor foi transportada para laboratério para o preparo dos extratos e

realizagcédo das analises bioquimicas.

A extragao foi realizada a 4°C de acordo com o método descrito por
(Ohta et al. 1986). O material vegetal foi pesado em balanga analitica (modelo
Metter AT200). Este material foi triturado usando pistilo e gral de porcelana até
a obtencdo de um pod. A este po se adicionou polivinilpolipirrolidona (PVPP) a
1% [peso por volume (p/v)]. Logo a seguir, se adicionou a este material solugéao
tampao Tris-HCI 0,1 M e 20 mM de CaCl,; com pH 8,2 na propor¢ao 1:3 (p/v). A
mistura obtida foi homogeneizada com agitagdo no vortex e centrifugada em

microcentrifiga refrigerada (modelo CT 15000R) a 14.700 g por 30 minutos



(Batista et al. 2002) e o sobrenadante desta mistura foi coletado. O
sobrenadante foi usado na determinagcédo da concentragao total de proteinas e
da taxa de inibigdo de tripsina. A determinagdo da concentragcdo total de
proteinas foi realizada pelo método descrito por (Bradford, 1976). Nesta
determinacao foi feita uma curva padrdo com solugao de 0,2 mg.mL'1 de soro
albumina bovina.

A determinagdo da taxa de inibicdo de tripsina foi realizada utilizando
tripsina bovina. Nesta determinacao foram colocados em um tubo de ensaio: 25
ML do extrato foliar; 575 pL de Tris-HCI 0,1 M; 20 mM de CaCl, com pH 8,2 e
100 pL de solucdo de tripsina 4,7x10° M. No controle desta determinacdo
foram usados os mesmos reagentes e concentragbes da mistura acima,
entretanto sem a adi¢cao de extrato foliar e com o uso de 600 pL de Tris-HCI 0,1
M. A mistura de cada tubo (extrato e controle) foi incubada por cinco minutos a
temperatura ambiente. Logo apds, 500 yL da mistura do teste e do controle
foram retirados. Cada uma destas misturas foram colocadas em um tubo com
500 pL Tris-HCI 0,1 M; 20 mM de CaCl, com pH 8,2 e 500 pL de solucdo de L-
BApNA 1,2 mM. A absorbancia da solugédo obtida foi determinada a 410 nm
durante 2,5 minutos de reagao utilizando espectrofotdbmetro (modelo Spectrum
SP 2000 UV).

Os resultados obtidos foram convertidos em mg de tripsina inibida por
grama de proteinas, de acordo com a seguinte equagao:

Tripsina inibida (mg.g™" de proteinas) = (AxB) x (CxPx1000)™, onde:

A = (absorbancia do controle) — (absorbancia da amostra);

B = diluicdo da amostra;

P = concentragado de proteinas dos extratos (g.mL™); e

C = fator de tripsina (produto da atuagcédo de 1 ug de tripsina ativa sobre o
substrato L-BApNA que dara leitura de 0,019 em 410 nm de absorbancia)
(Kakade et al. 1974).

10



2.7. Andlises estatisticas

Em todas as analises as pressuposicdes da analise de variancia foram
verificadas ndo sendo necessaria transformacdo dos dados. Os dados de
densidade do acaro (bioensaio de antixenose) e de total de ovos por fémea,
tempo letal para a metade da populagdo, tempo de geragdo, taxa liquida
reprodutiva e taxa intrinseca de crescimento populacional de O. ilicis
(bioensaios de antibiose) foram submetidos a analise de variadncia a p<0,05
utilizando o procedimento GLM do SAS (SAS Institute, 2001). As médias dos
clones de C. canephora foram comparadas pelo teste Scott-Knott a p<0,05
(Scott & Knott, 1974).

Os dados de concentragdo de proteinas e de inibidores de proteases
nas folhas foram submetidos a analise de variancia a p<0,05 utilizando o
procedimento GLM do SAS (SAS Institute, 2001). As médias dessas
caracteristicas nos clones de C. canephora foram comparadas pelo teste Scott-
Knott a p<0,05 (Scott & Knott, 1974). Ja o efeito do dano do acaro em cada
clone de C. canephora sobre essas caracteristicas foi analisado pelo teste F a
p<0,05 utilizando o procedimento GLM do SAS (SAS Institute, 2001).

Foram realizadas analises de correlagado canénica entre o desempenho
biolégico de O. ilicis proveniente de C. arabica e de C. canephora com a
concentracao de proteinas e inibidor de proteases nos clones de C. canephora

a p<0,05 utilizando o procedimento CANCOR do SAS (SAS Institute, 2001).
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3. RESULTADOS
3.1. Resisténcia dos clones por antixenose
Foram detectadas diferengas significativas no numero de acaros por
folha em funcédo dos tempos de avaliagao (Fs.350 = 2,31; p = 0,044). Entretanto
nao foram detectadas diferengas significativas no numero de acaros por folha
em funcdo dos clones de C. canephora (Fis65 = 1,17; p = 0,3211) e da

interagcédo entre o tempo de avaliagao versus clones (Fgs.350 = 0,80; p = 0,8628).

3.2. Resisténcia dos clones por antibiose
3.2.1. Selecéo inicial de clones de C. canephora resistentes por antibiose

a 0. ilicis

Verificaram-se diferengas significativas na fecundidade (Fi3.70 = 4,21;
p<0,001), taxa liquida reprodutiva (F13.70 = 5,10; p<0,001) e taxa intrinseca de
crescimento populacional (F3.70 = 2,39; p = 0,009) de O. ilicis em fungdo dos
clones de C. canephora. Entretanto, ndo se observaram diferencas
significativas no tempo letal para metade da populagédo (Fi3.70 = 1,29; p =
0,2346) e tempo de geragao (F13.70 = 1,33; p = 0,2135) de O. ilicis em funcéo
dos clones de C. canephora.

Os clones de C. canephora podem ser subdivididos em trés categorias
quanto ao total de ovos por fémea e a taxa liquida reprodutiva e em duas
categorias quanto a taxa intrinseca de crescimento populacional de O. ilicis. A
maior fecundidade e a maior taxa liquida reprodutiva do acaro ocorreram no
clone 2. As maiores taxas intrinsecas de crescimento populacional de O. ilicis
ocorreram nos clones 2, 3, 8, 11 e 502. J&a as menores fecundidades, taxas
liquidas reprodutivas e taxas intrinsecas de crescimento populacional do acaro
ocorreram nos clones 1, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13 e 501 (Figura 3). Portanto, nestes
clones de C. canephora foi menor a reproducédo de O. ilicis ja que estas trés

caracteristicas medem o desempenho reprodutivo da espécie.
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si, pelo teste Scott-Knott a p<0,05.
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3.2.2. Persisténcia da resisténcia dos clones de C. canephora por

antibiose a O. ilicis

Verificaram-se diferencas significativas no tempo médio de
sobrevivencia para a metade da populagao (Fs.4s5 = 3,22; p = 0,0056) e no total
de ovos por fémea (Fs45 = 3,65; p = 0,0023) de O. ilicis nos clones C.
canephora (Figura 4). Verificaram-se que as maiores tempo letal para a metade
da populagao ocorreram nos clones 5, 6, 12, 13 e 501. Ja o menor tempo letal
para a metade da populagdo ocorreu nos clones 1, 4, 9 e 10 (Figura 4A).
Verificaram-se que as maiores fecundidades ocorreram nos clones 4, 5, 6, 9,
12, 13 e 501. Ja os menores totais de ovos por fémea foram observados nos
clones 1 e 10 (Figura 4B).

Verificaram-se diferengas significativas no tempo de geragdo (Fs.4s5=
2,93; p = 0,0100), taxa liquida reprodutiva (Fs4s = 2,75; p = 0,0146) e taxa
intrinseca de crescimento populacional (Fs.45 = 3,85; p = 0,0015) de O. ilicis em
fungdo dos clones de C. canephora (Figura 5). Os clones de C. canephora
podem ser subdivididos em duas categorias quanto ao tempo de geracéao, taxa
liquida reprodutiva e taxa intrinseca de crescimento populacional de O. ilicis.
Os menores tempos de geragcao do acaro ocorreram nos clones 1, 4, 9 e 10
(Figura 5A). As menores taxas liquidas reprodutivas de O. ilicis ocorreram nos
clones 1, 4 e 10 (Figura 5B). Ja as menores taxas intrinsecas de crescimento

populacional de O. ilicis ocorreram nos clones 1 e 10 (Figura 5C).
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Figura 4. (A) Sobrevivéncia e (B) fecundidade de Oligonychus ilicis em nove
clones de Coffea canephora cv. Vitéria resistentes por antibiose no bioensaio
com acaros criados em Coffea arabica. Os acaros usados foram provenientes
de criagdo em C. canephora. Os histogramas ligados pela mesma linha

possuem médias que nao diferem, entre si, pelo teste Scott-Knott a p<0,05.
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Figura 5. Média = erro padrdo do desempenho demografico de Oligonychus
ilicis em nove clones de Coffea canephora cv. Vitéria resistentes por antibiose
no bioensaio com acaros criados em Coffea arabica. (A) tempo de geracao, (B)
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acaros usados foram provenientes de criagdo em C. canephora. Os
histogramas ligados pela mesma linha possuem médias que n&o diferem, entre
si, pelo teste Scott-Knott a p<0,05.
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3.3. Concentracdo de proteinas e inibidores de proteases nas folhas dos

clones de C. canephora

Nao foram detectadas diferengas significativas na concentracdo de
proteinas em folhas infestadas e nao infestadas pelos acaros (F1.56 = 2,63, p =
0,1100). Entretanto, a concentragdo de proteinas variou entre os clones de C.
canephora (Fi356 = 19,07; p<0,0001) e houve interagdo dos clones com a
infestacédo pelo acaro (F13:56 = 9,94; p<0,0001). A taxa de inibidor de protease
variou entre os clones de C. canephora (F13.56 = 31,96; p<0,0001), e foi afetada
pela infestacdo do acaro na folha (Fis6 = 4,72; p<0,0340) e também pela
interacéo entre estes dois fatores (F13.56 = 28,89; p<0,0001).

Os clones de C. canephora podem ser subdivididos em quatro
categorias quanto a concentragéo de proteinas e taxa de inibidor de protease
nas folhas sem dano do acaro. Ja com relagdo a concentracdo de proteinas e
taxa de inibidor de protease nas folhas com dano do acaro os clones de C.
canephora podem ser subdivididos em cinco e trés categorias,
respectivamente. Nas folhas sem dano do acaro a maior concentracdo de
proteinas ocorreu no clone 11 e as menores concentragcdes nos clones 1, 2, 3,
6, 8, 13 e 502. Ja nas folhas com dano do acaro a maior concentragao de
proteinas ocorreu no clone 3 e a menor concentragao no clone 6. Nas folhas
sem dano do acaro a maior inibicdo de protease ocorreu no clone 12 e as
menores inibicdes ocorreram nos clones 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 13, 501 e 502. Ja
nas folhas com dano do acaro as maiores inibicdes de proteases ocorreram
nos clones 2 e 8 e as menores inibigdes nos clones 1, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12, 501

e 502 (Tabela 1).
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Tabela 1. Concentracao de proteinas e taxa de inibicao de proteases em folhas dos 14 clones de Coffea canephora cv. Vitdria infestada

e nao pelo acaro Oligonychus ilicis.

Clone de
C. canephora

Concentragao de proteinas*(ug.mL™")

Atividade de inibidores de proteinas®
(mg de tripsina inibida.g de proteinas™)

Folhas nao danificadas

Folhas danificadas

Folhas nao danificadas

Folhas danificadas

TS0 © 0o o g~ W N

N
N

13
501
502

12,49 + 0,36 aD
12,09 + 0,46 aD
11,11 £ 0,84 aD
13,70 £ 0,98 aC
14,38 + 0,60 aC
10,23 + 0,45 aD
11,95 + 0,65 aD
16,34 + 2,17 aB
15,49 + 0,12 aB
19,12 + 0,29 aA
14,14 + 0,10 aC
10,77 £ 1,38 aD
17,51 £ 0,23 aA
11,77 £ 0,15 aD

16,23 + 0,32 aB
11,33+ 0,22 aD
19,52 + 0,13 aA
12,10 £ 0,40 aD
13,03 £ 0,34 aC
9,60 + 0,28 aE
13,72 £ 0,09 aC
13,99 £ 0,88 aC
17,42 + 0,30 aB
14,32 + 0,60 aC
12,72 + 1,32 aC
11,22 + 0,87 aD
17,53 £ 0,36 aB
14,52 + 0,21 aC

435,09 £ 251,20 aB
392,88 + 226,83 bB
45,57 + 26,31 bD
4,03+2,33ab
20,25 + 11,69 aD
0,00 £ 0,00 aD
35,67 £ 20,6 bD
111,78 + 64,54 aD
314,95 £ 181,84 aC
13,08 + 7,55 bD
606,17 + 349,97 aA
5,48 + 3,16 bD
80,68 *+ 46,58 aD
0,00 £ 0,00 aD

68,51 + 39,55 bC
721,70 £ 416,67 aA
360,25 + 207,99 aB

17,86 £ 10,31 aC

0,00 + 0,00 bC
0,00 + 0,00 aC
617,01 £ 356,23 aA
135,33 + 78,13 aC
99,65 + 57,563 bC
157,18 £ 90,75 aC
4,95 + 2,86 bC
345,85 + 199,68 aB
0,00 + 0,00 bC
0,00 + 0,00 aC

* As médias = erro padrdo para cada caracteristica seguidas pela mesma letra minuscula na linha ou maiuscula na coluna nao diferem,

entre si, pelos testes F e Scott-Knott a p<0,05, respectivamente.
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3.4 Relacdo entre a concentracdo de proteinas e inibidores de proteases
nas folhas com aresisténcia dos clones de C. canephora a O. ilicis

As concentracdes de proteinas e a inibidores de proteases nas folhas
nao apresentaram correlagdes significativas com a resisténcia dos clones de C.
canephora tanto quando o acaro era proveniente de C. arabica (Wilk's lambda
= 0,46; F = 1,42; glhumigen = 6/18; p= 0,2600) como quando o acaro era
proveniente de C. canephora (Wilk’s lambda = 0,01; F = 3,49; glhum/gen = 10/4;
p=0,1199).
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho ndo foi observada resisténcia por antixenose a O. ilicis
nos clones de C. canephora. Esta resisténcia afeta o comportamento do
artrépode devido a fatores morfolégicos ou substancias quimicas na planta
resistente, resultando na selegao de outra planta hospedeira (Smith, 2005). Os
resultados encontrados indicam que as caracteristicas morfoldgicas e
substancias quimicas nao afetam o comportamento de escolha do acaro O.
ilicis entre os clones de C. canephora.

Os clones 1, 4, 5,6, 9, 10, 12, 13 e 501 de C. canephora apresentaram
resisténcia por antibiose a O. ilicis reduzindo a reproducao deste acaro. Esta
constatagcao € inédita ja que n&o existe nenhum trabalho sobre este assunto.
Embora os clones 4, 5, 6, 9, 12, 13 e 501 tenham sido resistentes a O. ilicis a
resisténcia destes clones n&o persistiu apds o acaro se desenvolver por quatro
geragbes em café conilon. Isto possivelmente ocorreu devido a presséo
seletiva a que a populacido do acaro foi submetida quando ele se desenvolveu
por geragdes em C. canephora. Esta selegdo pode ter aumentado a freqiéncia
de genes que codifiquem caracteristicas que possibilitaram ao acaro suplantar

a resisténcia desses clones de C. canephora (Harris & Frederiksen, 1984).

A procura de fontes de resisténcia que persistam ao longo do tempo é
uma prioridade nos programas de melhoramento genético de plantas (Varzea &
Marques, 2005). Nestas fontes a resisténcia geralmente é horizontal e ela é
governada por uma heranga quantitativa (Parlevliet & Zadoks, 1977). Os clones
1 e 10 de C. canephora apresentaram resisténcia mais duravel do que os
demais clones de café conilon. Dado que a resisténcia destes dois clones
persistiu mesmo quando os acaros se desenvolveram em C. canephora por

quatro geragoes.
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A observacéo de nove (1, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13 e 501) e dois (1 e 10)
clones de C. canephora resistentes a O. ilicis quando os acaros foram
provenientes de C. arabica ou de C. canephora, respectivamente tem
implicagdo na selecdo dos clones de café conilon a serem cultivados. Assim,
quando o café conilon é cultivado em locais onde s6 ha o cultivo desta espécie
de café deve-se plantar os clones 1 e 10 de C. canephora. Ja nos locais onde
ha cultivo de café conilon préximo a C. arabica os clones 1, 4, 5, 6, 9, 10, 12,
13 e 501 de C. canephora podem ser plantados, pois os cultivos de C. arabica
devem funcionar como area de refugio para reduzir a pressdo de selecao de
bidtipos de O. ilicis capazes de suplantar a resisténcia dos clones de C.
canephora.

Neste trabalho foi verificado que a concentracdo de proteinas e a taxa
de inibidores de proteases variaram entre os clones de C. canephora.
Entretanto esta variagao nao se correlacionou com a resisténcia dos estudados
e nao estdo relacionadas com a resisténcia por antibiose dos clones de C.
canephora a O. ilicis. Assim, possivelmente, as causas envolvidas na
resisténcia sejam quimicas e/ou morfoldgicas. Entre os fitoquimicos que podem
estar envolvidos na defesa do cafeeiro a pragas estdo os compostos fendlicos
como os acidos clorogénicos e a cafeina e seus derivados (Bernays &
Chapman, 1994). Ja entre as estruturas morfoldgicas das folhas do cafeeiro
que podem estar envolvidas na defesa planta a pragas estdo a espessura e
dureza da epiderme e a espessura camada de cuticula (Peeters, 2002).

Neste trabalho foi verificado que em quatro clones (2, 3, 8 e 13) foi maior
a taxa de inibidores de proteases nas folhas com dano do acaro do que nas
folnas sem dano. Como a inibicdo de proteases geralmente esta relacionada
com a resisténcia induzida de plantas as pragas (Ryan, 1990; Abdeen et al.

2005; Lawrence et al. 2008) poderia se pensar que estes fendmenos
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estivessem relacionados. Porém, isto ndo ocorreu ja que os clones que
apresentaram maior inibicdo de proteases nao foram resistentes ao acaro. Tal
fato ocorreu, possivelmente, devido a capacidade do acaro em usar outras
proteases que ndo a tripsina na digestdo de seu alimento (Jongsma et al.
1995).

A manipulagdo hospedeira € uma estratégia utilizada por herbivoros
para contornar as defesas da planta Como resultado desta estratégia, a planta
atacada se torna um melhor recurso para os herbivoros do que as plantas nao
danificadas (Pieterse & Dicke, 2007; Zarate et al. 2007). Neste trabalho foi
verificado que em alguns clones (1, 10, 12 e 501) de C. canephora foi menor o
conteudo de inibidores de proteases e maior a concentracdo de proteinas
(clone 3) nas folhas com dano do acaro do que nas folhas sem dano. Como
estas caracteristicas geralmente estdo relacionadas a manipulagado hospedeira
de plantas de tomate por acaros fitéfagos (Sarmento et al. 2011) poderia se
pensar que este fendbmeno tivesse ocorrido nestes clones de C. canephora.
Entretanto tal fato ndo ocorreu ja que nos clones com menores taxas de
inibicdo de proteases e maiores concentracbes de proteinas nao foi maior o

desempenho bioldgico de O. ilicis.
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5. CONCLUSOES

Os 14 clones de Coffea canephora cv. Vitéria ndo apresentam
resisténcia por antixenose a O. ilicis.

Os clones 1, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13 e 501 de C. canephora cv. Vitoria
apresentam resisténcia por antibiose a O. ilicis. Entre estes os clones 1 e 10
apresentam resisténcia com maior persisténcia ao longo do tempo.

A resisténcia dos clones de C. canephora n&o esta correlacionada com a

concentracao de proteinas e inibidores de proteases nas folhas destas plantas.
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