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MELHORAMENTO GENETICO VEGETAL

CARACTERIZACAO ANATOMICA DE FOLHAS DE CAFEEIROS
RESISTENTES E SUSCETIVEIS AO BICHO-MINEIRO®

DANIEL ALVES RAMIRO?: OLIVEIRO GUERREIRO-FILHO®?;
RACHEL BENETTI QUEIROZ-VOLTAN®): SILVIA CHEBABI MATTHIESEN(?49)

RESUMO

O bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 1842) (Lepidoptera :Lyonetiidae), é a principal
praga da cultura cafeeira, chegando a causar prejuizos superiores a 50% na producdo, em virtude da queda
prematura das folhas e reducdo da area fotossintética. O programa de melhoramento genético do cafeeiro
do Instituto Agronémico (IAC) utiliza a espécie Coffea racemosa como doadora de genes de resisténcia a L.
coffeella para C. arabica. O objetivo deste trabalho foi realizar uma caracterizacdo comparativa do tecido
foliar e relaciona-la ao ataque de L. coffeella nas espécies genitoras C. arabica e C. racemosa, e em plantas
hibridas oriundas desse cruzamento, com diferentes niveis de resisténcia, visando fornecer ferramentas
para futura identificacdo dos genes de resisténcia ao bicho-mineiro. Cortes transversais de folhas foram
usados em estudos anatdémicos para obter medidas individuais da espessura das cuticulas, epidermes,
parénquima palicadico, parénquima lacunoso, espessura total da folha e porcentagem do mesofilo
representada pelo parénquima palicadico. As lesdes provocadas pelo inseto foram medidas ap6s um e
guatro dias da eclosdo das lagartas, em cada um dos tratamentos. Existem diferencas na espessura dos
tecidos foliares entre as espécies C. arabica e C. racemosa, porém nao houve diferengas entre plantas hibridas
resistentes e suscetiveis, sugerindo que as caracteristicas avaliadas ndo estdo relacionadas ao mecanismo
de resisténcia a L. coffeella. Nas avalia¢Bes das lesGes, observou-se o crescimento reduzido dos insetos em
plantas resistentes, sugerindo que a resisténcia das plantas se deve a presenga de substancias quimicas no
parénquima pali¢adico.

Palavras-chave: Café, Leucoptera coffeella, resisténcia a insetos, parénquima paligadico.

ABSTRACT

ANATOMICAL CHARACTERIZATION OF LEAVES FROM COFFEE PLANTS RESISTANT
AND SUSCEPTIBLE TO LEAF MINER

The leaf miner Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) is the major
pest of coffee culture, being responsible for significant production losses as result of premature leaf fall,
and consequent reduction of the photosynthetic area. The Coffee Breeding Program of the Agronomic
Institute (IAC) has transferred through crossing genes that confer resistance to leaf miner from Coffea
racemosa to the susceptible species C. arabica. The main objective of this study was to characterize leaf
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tissues, at histological level, from the parental species C. racemosa and C. arabica, and also from hybrids
exhibiting different resistance levels. Histological analyses were performed in leaf transversal sections,
and included measurements of cuticles and epidermis thickness, total palisade and spongy parenchyma,
total leaf thickness, and percentage of the palisade parenchyma from total mesophyll. Results revealed
that there were significant differences in leaf thickness between parental species C. arabica and C. racemosa.
However, in hybrids no such difference could be observed between resistant and susceptible progenies,
suggesting that the anatomical differences of parental genotypes are not related to resistance mechanisms
to L. coffeella. When leaf lesions caused by insect attack were measured one and four days after larvae
eclosion a slow insect development was observed in resistant plants, which could be related to a presence

of specific chemicals in the palisade parenchyma.

Key words: Coffee, Leucoptera coffeella, insect resistance, palisade parenchyma.

1. INTRODUCAO

O bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-
Méneville, 1842) (Lepidoptera:Lyonetiidae), é
atualmente a principal praga da cultura cafeeira. O
inseto € um microlepiddptero, cujas lagartas causam
prejuizos superiores a 50% na producéo (THOMAZIELLO
etal., 1979) em virtude da queda prematura das folhas
(Crowe, 1964) e reducdo da area fotossintética
(MAGALHAES, 1964; WALKER E QUINTANA, 1969). Na fase
adulta, as mariposas tém habito crepuscular noturno,
coloragéo geral prateada, apresentando em cada ponta
das asas anteriores uma mancha circular preta e halo
amarelo (Souza et al., 1998). A postura sempre é feita
na face superior das folhas e, apds a eclosao, as
lagartas penetram na folha através da epiderme
dirigindo-se ao parénquima palicadico, ndo havendo
mais contato com o meio externo a partir desse estagio.
No mesofilo, as minas provocadas pelo inseto
estdo exclusivamente no parénquima pali¢adico
(CARDENAS, 1981).

A praga é especifica do género Coffea e todas
as cultivares de C. arabica sdo suscetiveis ao inseto
(MepINA-FiLHO et al., 1977). A aplicagdo de produtos
quimicos é o método de controle mais eficiente, o que
eleva os custos de producdo e causa prejuizos ao
ambiente e ao préprio homem. O desenvolvimento de
cultivares resistentes ao bicho-mineiro é uma
alternativa para reduzir esses problemas.

No programa de melhoramento genético do
cafeeiro do Instituto Agronémico (IAC) a espécie C.
racemosa foi utilizada como doadora de genes de
resisténcia ao inseto para a espécie C. arabica
(CaAarRvALHO € MoNAco, 1968). Atualmente, uma
populacdo de plantas pertencentes a quinta geracéo
de retrocruzamentos (RCs) vem sendo avaliada em
condicBes de campo.

O controle genético da resisténcia ao inseto
se deve a dois genes complementares e dominantes
(GuerrelrRo-FILHO et al., 1999), mas pouco se conhece
sobre a natureza da resisténcia a L. coffeella.
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O objetivo deste estudo foi observar a
caracterizacdo comparativa do tecido foliar e das
lesdes produzidas pelas lagartas em folhas das
parentais C. arabica e C. racemosa, e em folhas de
plantas hibridas desse cruzamento com diferentes
niveis de resisténcia.

2. MATERIAL E METODOS

As avaliagdes anatdmicas foram realizadas em
folhas de cafeeiros adultos mantidos em condigao de
campo no Centro Experimental Central do IAC, em
Campinas (SP). As 20 plantas utilizadas nos
experimentos pertencem a C. arabica e C. racemosa e as
progénies RC,4, F,RC, e RCy derivadas de cruzamentos
entre essas espécies (Tabela 1).

Avaliou-se o nivel de resisténcia das plantas
com base em método estabelecido por GUERREIRO-FILHO
et al. (1999), o qual consiste na classificagdo das
plantas quanto a resisténcia ao bicho-mineiro em vista
do tipo de lesdo (Figura 1), apresentada apos
infestacdo artificial em laboratério. O modelo
experimental adotado foi o delineamento inteiramente
casualizado, com nove repeticdes, sendo os fatores
‘populacdes’ e ‘plantas’ arranjados de forma
hierarquica. Apds a analise de variancia, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Os estudos anatébmicos foram efetuados em
folhas do terceiro e quarto par, a contar do apice
caulinar, coletadas em toda a circunferéncia da planta
na altura equivalente a 2/3 do total. Em cada planta
foram coletadas cinco folhas das quais foi recortado,
na regido mediana do limbo foliar, um segmento de
aproximadamente 0,25 cm?/folha, sendo
posteriormente fixado em solucdo de formaldeido -
acido acético — alcool etilico 50% (F.A.A.) (JOHANSEN,
1940) e mantido sob vacuo por 48 horas. Em seguida,
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o material foi desidratado em série alcodlica-etilica
para inclusdo em parafina. Foram feitas sec¢des
transversais de 15 um de espessura em micrétomo
rotativo manual. O material seccionado passou por
etapas de distensdo, colagem em laminas com adesivo
Haupt (JoHANsEN, 1940), coloragdo pela combinacéo
safranina — azul-de-alcid e montagem em Permount.
A avaliacdo dos cortes transversais foi efetuada em
microscopio de luz e consistiu de 30 medicdes por
planta, da espessura das cuticulas e epidermes adaxial

e abaxial, parénquimas palicadico e lacunoso,
espessura total da folha e porcentagem do mesofilo
representada pelo parénquima paligadico, no total de
150 medic¢Bes por material genético.

Adotou-se o delineamento inteiramente
casualizado, com 30 repeticdes, sendo os fatores
‘populagdes’ e ‘plantas’ arranjados de forma
hierarquica. As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Tabela 1. Identificacdo dos individuos pertencentes as espécies C. arabica e C. racemosa € as progénies resistentes e

suscetiveis derivadas desse cruzamento

Populacéo
Planta C. arabica C. arabica x C. racemosa C. arabica x C. racemosa
(Obaté IAC1669-20) C. racemosa (Resistentes) (Suscetiveis)
1 C 400 - Lote 100 H6608-1 H14954-7 H13685-1-10
2 C 215 - Lote 100 H6611-1 H14954-29 H13685-1-2
3 C 393 - Lote 100 H6593-1 H14954-37 H14949-14
4 C 576 - Lote 100 H6593-3 H14954-45 H13376-8
5 C 569 - Lote 100 IAC 5057 H14954-46 H13685-1-26

1 ponto 2 pontos

10 mm

4 pontos

3 pontos

Figura 1. Tipos de lesdes desenvolvidas por Leucoptera coffeella em folhas com diferentes niveis de resisténcia avaliados
mediante escala de 1 a 4 pontos. A) Lesdes pontuais — plantas resistentes; B) Les6es filiformes pequenas — plantas
moderadamente resistentes; C) Les6es grandes irregulares — plantas moderadamente suscetiveis; D) Lesdes grandes

arredondadas - plantas suscetiveis.
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Para a avaliacdo do dano, foram realizados
cortes histolégicos em folhas com lesGes
desenvolvidas em um e quatro dias apo6s a eclosédo
das lagartas, utilizando-se o método descrito. As
avaliagOes das lesdes causadas pelo bicho-mineiro
foram realizadas com o auxilio de microscépio de luz
utilizando-se uma régua micromeétrica, sendo
mensurada a maior extensdo da lesdo. Os dados foram
analisados mediante utilizacdo de um modelo misto
- hierarquico (populagées-plantas) e fatorial (dias apds
eclosdo-populagbes) em delineamento inteiramente
casualizado, com niimero de repeticdes variadvel. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferencas no tipo de reagdo das lesdes foram
observadas entre as quatro populagdes mediante
utilizacdo do teste de Tukey. Dois grupos foram
caracterizados, com base no nivel de resisténcia das
plantas, sendo o primeiro formado pela espécie C.
arabica e hibridos suscetiveis e 0 segundo, pela espécie
C. racemosa e hibridos resistentes (Tabela 2).

Apesar de C. racemosa ser uma espécie
albgama que exibe um sistema de auto-
incompatibilidade do tipo gametofitico responséavel
por grande variabilidade genética entre individuos
(MoNAco E CARVALHO, 1972; SANTA Ram et al., 1984), ndo
se observaram diferencas estatisticas entre plantas
dentro de populagdes.

Os resultados relativos as andlises de
caracteristicas anatémicas das populacfes sdo
apresentados na tabela 3. Observou-se diferencas entre
a espessura dos diferentes tecidos foliares das
espécies C. arabica e C. racemosa e dos hibridos
derivados de cruzamento entre essas espécies. A
excecdo da espessura do parénquima paligadico e da
cuticula abaxial, as espécies C. arabica e C. racemosa
apresentam diferencas na espessura das demais
estruturas.

Lagartas de L. coffeella se alimentam
exclusivamente das células do parénquima pali¢adico
(Crowe, 1964). Embora ndo tenham sido verificadas
diferencas estatisticas na espessura desse tecido entre
as espécies genitoras, observou-se que a porcentagem
do mesofilo representada pelo parénquima pali¢adico
(PPA) na espécie C. racemosa, resistente ao inseto,
é duas vezes maior do que na espécie C. arabica -
40% e 23% respectivamente, sendo o valor relativo
a essa espécie semelhante aqueles obtidos por
Debpeca (1957).

Bragantia, Campinas, v.63, n.3, p.363-372, 2004

A cuticula adaxial e as epidermes adaxial e
abaxial sdo significativamente mais espessas em C.
racemosa (Figura 2B), enquanto o parénquima lacunoso
¢ maior em folhas de C. arabica (Figura 2A). Tais
diferencas possuem importante componente genética,
podendo ser consideradas como caracteristicas
dessas espécies.

As avaliacBes realizadas nos hibridos
resistentes e suscetiveis (Figuras 2 C e D) revelaram
gue nenhum dos tecidos difere entre esses dois grupos
e, com excecdo do parénquima pali¢adico e da cuticula
abaxial, todos apresentaram valores médios em
relacdo as espécies C. arabica e C. racemosa. Esses
grupos de plantas sdo distintamente caracterizados
pelo nivel de resisténcia ao bicho-mineiro (Tabela 2).
Por esse motivo, os resultados sugerem que as
caracteristicas anatémicas ndo estdo relacionadas
com o mecanismo de resisténcia a L. coffeella.

Essas informacBes vém corroborar as
suposicdes que a resisténcia do cafeeiro possa ser de
natureza bioquimica (MebiNnA-FiLHO et al., 1977;
GUERREIRO-FILHO € MAzzAFERA, 2000).

Na tabela 4, sdo apresentados os valores
médios da espessura das cuticulas e epidermes
adaxial e abaxial, parénquimas pali¢addico e
esponjoso, espessura total da folha e porcentagem do
mesofilo representada pelo parénquima palicadico de
plantas individuais.

Diferengas estatisticas foram observadas na
espessura da epiderme adaxial, do parénquima
palicaddico e do parénquima lacunoso entre plantas
da espécie C. arabica. Como as plantas da cultivar
Obatéd IAC 1669-20 pertencem a mesma progénie e sdo
geneticamente muito homogéneas, as diferencas
observadas devem ser decorrentes da influéncia de
fatores ambientais. Resultados semelhantes vém
corroborar essa hipétese.

FAHL (1989) relatou acréscimo de
aproximadamente 11% na espessura total de folhas
de C. arabica cultivadas a pleno sol, quando
comparadas a folhas de plantas cultivadas na sombra.
Esse aumento foi relacionado as maiores dimensdes
dos parénquimas palicadico e lacunoso, uma vez que
ndo se observou variacdo entre espessura das
cuticulas e epidermes. VoLTaN et al. (1992), verificaram
decréscimo na espessura do mesofilo em folhas de
plantas de C. arabica, C. canephora e de um hibrido
entre essas espécies quando expostas a menores niveis
de irradiancia. Nas cinco cultivares estudadas, 0s
decréscimos na espessura do paligddico foram
acompanhados por redugfes proporcionais do
paréngquima lacunoso.
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Tabela 2. Nivel de resisténcia ao bicho-mineiro-do-cafeeiro avaliado pelo tipo de reagdo apresentada por plantas selecionadas de

quatro populagdes

Populago Individuo _
1 2 3 4 5 Média
C. arabica 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 a
C. racemosa 1,75 2,44 1,22 2,11 2,44 1,99 b
C. arabica x C. racemosa (S) 2,67 4,00 2,89 3,22 2,67 3,04 a
C. arabica x C. racemosa (R) 1,56 1,00 1,11 1,00 1,00 1,13 b
F oopuiscses = 49,41
F =037

Planta (Populagges)

Média de nove discos avaliados em laboratério. *: diferencgas significativas (Tukey 1%); n.s.: diferencas ndo significativas (Tukey 5%).

Tabela 3. Espessura média de tecidos foliares das espécies C. arabica e C. racemosa e de dois grupos derivados do cruzamento

interespecifico

Populacao CAD EAD PP PL EAB CAB PPA EPS
pm % pm

C. arabica 2,65 b 1997 ¢ 48,43 a 162,48 a 1343 ¢ 2,11 a 22,99 ¢ 249,06a
C. racemosa 393 a 36,42 a 57,14 a 91,71 ¢ 22,13 a 2,24 a 38,45 a 213,57 bc
C. arabica x

2,89 b 23,68 b 47,18 a 109,26 bc 17,79 b 2,11 a 30,10 b 202,91c
C. racemosa (R)
C. arabica x

3,35 ab 24,29 b 59,28 a 129,77 b 17,35 b 2,19 a 31,37 b 236,23ab

C. racemosa (S)

Médias das variaveis seguidas por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey 5%). Cuticula adaxial (CAD); epiderme
adaxial (EAD), parénquima pali¢adico (PP), parénquima lacunoso (PL), epiderme abaxial (EAB), cuticula abaxial (CAB), porcentagem do
mesofilo representada pelo parénquima palicaddico (PPA) e espessura total do limbo foliar (EPS).

A porcentagem do mesofilo representada pelo
parénquima palicadico (PPA) ndo variou entre plantas
da espécie C. arabica, nem entre plantas das
populagdes hibridas oriundas de cruzamentos
interespecificos, com excecdo da planta resistente
H14954-29. No entanto, diferencas entre plantas da
espécie C. racemosa para PPA foram altamente
significativas, o que pode ser explicado pela
caracteristica aldgama da espécie.

Entre as espécies C. arabica e C. racemosa, assim
como entre as populagdes resistentes e as suscetiveis
(Tabela 5), o dano médio provocado pelas lagartas de
L. coffeella foi diferente, sendo o didmetro médio das
lesdes cerca de duas vezes maior na espécie C. arabica
em relagdo a C. racemosa e trés vezes maior na
populacdo C. arabica x C. racemosa (S) em relagdo a

populacgédo C. arabica x C. racemosa (R). O dano médio,
mensurado quatro dias apos a eclosdo das lagartas
(1,033) foi estatisticamente superior ao observado um
dia ap6s a eclosao (0,358), evidenciando o
desenvolvimento larval e a gradual destruicdo do
paréngquima foliar.

Os resultados relacionados a interacdo das
variaveis dias ap6s eclosdo x populacdo (Tabela 5),
evidenciam diferengas observadas um e quatro dias
apos eclosdo das lagartas, dentro de cada populagao
avaliada, assim como diferencas entre populagdes em
cada uma das avalia¢des. Observou-se que o dano
verificado um dia ap6s eclosdo em C. racemosa e C.
arabica x C. racemosa (R) foi significativamente inferior
ao verificado em C. arabica e C. arabica x C. racemosa
(S), no mesmo periodo (Figura 3).

Bragantia, Campinas, v.63, n.3, p.363-372, 2004
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Figura 2. Cortes transversais de folhas de C. arabica (A) e C. racemosa (B) e de plantas hibridas resistente (C) e suscetivel
(D) derivadas de cruzamento interespecificos. EAD = epiderme adaxial; EAB = epiderme abaxial; PP = parénquima
palicadico e PL = parénquima lacunoso.

Nas avalia¢Bes realizadas quatro dias ap6és
eclosdo (Figura 3), o nivel de resisténcia da populagao
C. arabica x C. racemosa (R), foi maior ao apresentado
pelo genitor resistente, evidenciando a homogeneidade
das plantas hibridas e a eficiéncia da selecdo
realizada. Nesse mesmo periodo, a populagdo C.
arabica x C. racemosa (S), revelou-se mais suscetivel que
a espécie C. arabica, usada como padrdo de
suscetibilidade ao inseto. Esse ultimo resultado parece
ser paradoxal a avaliacdo de resisténcia realizada em
laboratério (Tabela 2). Nas populacdes resistentes e
em folhas com lagartas de um dia, resistentes e
suscetiveis, as lesGes sdo pontuais e a escolha para o
procedimento anatémico é aleatoria. Ao contrario, em
plantas suscetiveis com lagartas de quatro dias, as
lesBes sdo maiores (cerca de 1,5 mm) e a escolha dos
melhores segmentos para a realizagéo dos cortes pode

Bragantia, Campinas, v.63, n.3, p.363-372, 2004

influenciar no resultado final. Entretanto, a julgar
pelos resultados relacionados ao dano total médio
expresso em milimetros, obtidos na anélise de
variancia, ndo existem diferencas médias
significativas entre plantas dentro de cada uma das
populagbes amostradas (Tabela 6), e os resultados
expressam o nivel de resisténcia observado na
avaliacdo em laboratdrio.

Com base no dano causado pelas lagartas um
e quatro dias ap6s eclosdo em populag8es com
diferentes niveis de resisténcia, e no crescimento
reduzido dos insetos em plantas resistentes, é possivel que
a resisténcia das plantas esteja relacionada a presenca
de substancias quimicas no parénquima paligadico
gue interfeririam na alimentacéo e, conseqiientemente,
no desenvolvimento do bicho-mineiro.
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Figura 3. Cortes transversais de folhas de cafeeiros apresentando o dano provocado pelo bicho-mineiro apés um dia
(A-D) e quatro dias (E-H) da eclosdo da lagarta. A e E) C. arabica; B e F) C. racemosa; C e G) Plantas hibridas suscetiveis
e D e H) Plantas hibridas resistentes.

Bragantia, Campinas, v.63, n.3, p.363-372, 2004
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Tabela 5. Medidas de dano médio (mm) e maior comprimento (mm) da lagarta de L. coffeella em folhas de diferentes popula¢des
de cafeeiros ap6s um e quatro dias da eclosdo das lagartas

Dias ap0s eclosdo das lagartas

Populacdo 1 4 Média *
DM CL DM CL

C. arabica x C. racemosa (S) 0,565 d 0,47 1,663 a 0,94 0,892 A

C. arabica 0,523d 0,49 1,477 b 0,92 1,035 A

C. racemosa 0,178 f 0,16 0,687 c 0,48 0,424 B

C. arabica x C. racemosa (R) 0,168 f 0,22 0,305 e 0,35 0,248B

Média** 0,358 A 1,033B

Valores médios de populacdes (*) e de dias apds eclosdo das lagartas (**) quando seguidos por uma mesma letra maiudscula, ndo diferem
entre si estatisticamente (Tukey 5%). Valores médios da interagdo entre populac¢des e dias ap6s eclosdo das lagartas quando seguidos por
uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si estatisticamente (Tukey 5%). (S) Suscetivel. (R) Resistente. (DM) Dano médio. (CL) maior
comprimento da lagarta.

Tabela 6. Dano médio provocado por lagartas de L. coffeella em folhas de C. arabica e C. racemosa e em dois grupos de plantas

derivadas do cruzamento interespecifico

Plantas

Populacao

1 2 3 4 5 Média

mm

C. arabica 1,070 0,960 0,910 0,863 1,373 1,035 A
C. racemosa 0,446 0,620 0,290 0,439 0,325 0,424B
C. arabica x C. racemosa (R) 0,243 0,328 0,175 0,184 0,308 0,248B
C. arabica x C. racemosa (S) 0,953 0,945 0,928 0,801 0,832 0,892 A

F =0,03"

Planta (Populagdes)

Valores médios de popula¢Bes quando seguidos por uma mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente (Tukey 5%). (S) Suscetivel. (R)

Resistente. ns: néo significativo.

4. CONCLUSOES

1. O nivel de resisténcia das plantas hibridas
resistentes foi maior aquele apresentado pela espécie
C. racemosa.

2. N&o ha correlagdo entre as caracteristicas
anatdmicas foliares e 0o mecanismo de resisténcia ao
bicho-mineiro em café.
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