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RESUMO: O objetivo nesse estudo foi comparar diferentes métodos de preparo de amostras foliares e de obtencdo de
extratos foliares de cafeeiros resistentes e suscetiveis a L. coffeella, quanto a identificagdo de metabolitos, por meio 'H
RMN, visando a discriminagdo entre as classes. Cafeeiros adultos, foram previamente classificados quanto ao nivel de
resisténcia ao bicho-mineiro, segundo escala de pontos estabelecida por Ramiro et al., (2004). Quinze plantas
resistentes ¢ 15 plantas suscetiveis foram selecionadas para obtencdo de duas amostras compostas ¢ destinadas a
obtenc¢do dos extratos por meio dos diferentes métodos: folhas liofilizadas e extraidas em agua; extrato aquoso obtido a
partir de folhas secas em forno de microondas, material vegetal fresco extraido em agua e material vegetal fresco
extraido em acido perclorico. Os resultados indicam que a extracdo obtida em 4gua a partir do material vegetal fresco é
eficiente na separacgdo das classes resistentes e suscetiveis além de ser uma técnica de facil execugdo e pouco onerosa.
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STANDARDIZATION OF EXTRACTION TECHNIQUE FOR METABOLITES
IDENTIFICATION OF RESISTANT COFFEE TO LEAF MINER THROUGH 1H NMR

ABSTRACT: The aim of this study was compare different methods of leaf samples preparation and obtain leaf extracts
of resistant and susceptible coffee plants to L. coffeella, in order to identify metabolites by 'H RMN to discriminate
between classes. Adult plants were previously classified by level of resistance to leaf miner, according to point scale
established by Ramiro et al. (2004). Fifteen resistant and 15 susceptible plants were previously selected to obtain two
compound samples and intended for obtain extracts by different methods, such as lyophilized leaves and extracted in
water, aqueous extract obtained from dried leaves in a microwave oven, fresh plant material extracted in water and fresh
plant material extracted in perchloric acid. The results obtained indicate that the extraction in water from the fresh plant
material is effective in separating the resistant and susceptible classes in addition to being a simple and inexpensive
technique.
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INTRODUCAO

Genes de resisténcia a Leucoptera coffeella, Guérin-Méneville, 1842 (Lepidoptera-Lyonetiidae), presentes na
espécie C. racemosa, foram transferidos para C. arabica visando ao desenvolvimento de cultivares resistentes ao bicho-
mineiro, a mais importante praga da cafeicultura brasileira. Entretanto, por ser o cafeeiro uma espécie perene e de ciclo
reprodutivo longo, o tempo e os recursos empregados na selecdo de novas cultivares sdo relativamente consideraveis.
Uma das taticas para abreviar o periodo de sele¢do e reduzir os custos com a experimentacdo agronomica € a realizagdo
de selegdo precoce de plantas.

Uma poderosa ferramenta para execugdo de selegdo precoce sdo os biomarcadores que podem ser identificados
por meio da metabolomica, técnica que busca identificar e caracterizar metabolitos celulares facilitando o entendimento
de como o gendtipo de um individuo esta relacionado com seu fendtipo (Fukasaki e Kobayashi, 2005; Binneck, 2004).

A ressonancia magnética nuclear de prétons (‘H RMN) é uma técnica de grande utilidade para a metabolémica,
uma vez que, a principio, qualquer produto constituido por compostos quimicos que contenham prétons, emite sinais
que podem ser captados pela técnica (Krishnan et al. 2005). Através da "H RMN de um material é possivel identificar a
composicao e as semelhancas e, explorar a variabilidade natural deste material (Fiehn, 2002).

Porém, ndo se tem, at¢ o momento, um protocolo de obtencdo de extratos de folhas de cafeeiros para
identificacdo de metabolitos por meio de '"H RMN. O objetivo deste trabalho se relaciona ao estabelecimento de um
método de preparo de amostra de tecidos foliares e de extracdo de metabolitos de cafeeiros resistentes e suscetiveis ao
bicho-mineiro visando a defini¢do de um protocolo de facil execu¢do, menos oneroso e que permita a separagdo entre as
estas classes.
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MATERIAIS E METODOS

Cafeeiros adultos foram classificados quanto ao nivel de resisténcia a L. coffeella, segundo a escala de pontos
estabelecida por Ramiro et al (2004). Apds identificacdo, foram selecionadas 30 plantas, sendo 15 resistentes e 15
suscetiveis, com notas 1 e 4 respectivamente. Retirou-se uma folha de cada planta para obtengdo de uma amostra
composta das respectivas classes resistentes e suscetiveis.

Diferentes métodos de processamento do material vegetal foram avaliados quanto a qualidade do extrato
aquoso (Figura 1). Extratos aquosos foram obtidos por meio da técnica descrita por Gomes-Cadenas et al. (2002), a
partir de amostras liofilizadas (L) e desidratadas em forno microondas (M) segundo Marur & Sodek (1995). Extratos
obtidos a partir de material vegetal fresco utilizando agua como solvente (F) (Gomes-Cadenas et al., 2002) e acido
perclorico (AP) (Kruger et al., 2008), também foram avaliados. Em meio onde foi utilizada a agua como solvente
diluiu-se tampdo fosfato de sddio (pH 7.0), para que se mantivesse uniforme o pH das amostras.
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Tratamento 3 b5 =
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Figura 1. Esquema de obten¢do dos tratamentos a partir dos métodos de desidratagdo e extragéo.

Nos tratamentos F e M, foram realizadas analises de trés repetigdes lidas em triplicatas. No tratamento L,
realizou-se duas repetigdes com triplicatas e no método AP, tendo em vista a complexidade do método, algumas
amostras foram perdidas, sendo lidas apenas uma repetigdo em triplicata do grupo resistente e duas repetigoes lidas em
duplicatas do grupo suscetivel.

Um volume de 500 uL foi obtido das amostras apds a filtragem em dispositivos capazes de reter moléculas de
3kDa e transferido para tubo de RMN para posterior aquisi¢do dos espectros. Utilizou-se como locking e referéncia para
concentragdo, 0,5 mM de acido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfénico (DSS), concentracgao final com 10% D,O.

Para aquisi¢do dos espectros unidimensionais de 'H, foi utilizado o espectrometro Varian 500MHz do
Laboratorio Nacional de Biociencias (LNBio), através de seqiiéncias de pulsos otimizadas para supressdo do sinal da
agua. O aplicativo Chenomx NMR Suite foi utilizado para o tratamento e analise dos dados de RMN com base na
tecnologia de Targeted profiling.

A eficiéncia do método foi avaliada a partir da separa¢do obtida entre as classes resistente e suscetivel, por
meio da analise fatorial discriminante por regressdo de minimos quadrados parciais (PLS-DA) e parametros
quimiométricos como o erro padrdo (SEC - standard error of calibration) e coeficiente de correlagdo para calibragdo
(rCal).

RESULTADOS

Perfis metabolicos diferenciados foram caracterizados nos quatro métodos de extragcdes realizados,
provavelmente, pela particularidade apresentada em cada técnica de processamento das amostras (Tabela 1). Os
materiais frescos foram extraidos a partir de solventes diferentes, como agua e 4acido perclorico, e os materiais
desidratados foram expostos a mecanismo distintos de retirada da 4gua, uma vez que a secagem do material vegetal por
meio de forno de microondas provoca o aquecimento de seu interior até sua superficic (BARBOZA et al., 2001) ¢ a
liofilizagdo que realiza a desidratacdo das folhas através da sublimag@o da agua nelas contidas (GAVA, 1999).
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Tabela 1- Compostos metabdlicos identificados a partir de diferentes métodos de obteng¢do dos extratos vegetais

analisados por '"H RMN.

Metabslito . Me.lterial Material Materigl desidratado Mgterial extra.u'do com
Liofilizado (L)  Fresco (F) por microondas (M) acido perclorico (AP)

1,3-Dimetilurato ) () ) )
Alanina X
Aspartato X
Epicatechina X
Ferulato [ ) °
Frutose ® ® [ ) (]
Fumarate X
Gluconato [ ° o ®
Glucose X
Malato [ [ ) o ()
Fenol X
Sacarose ® ® [ ) °
Treonine X
Trigonelina ° ] ° °
Urocanate (] )
X (composto sem (identificagdo) ° ° o
II-Metilhistidina o )

X — variavel exclusiva do método; @ variavel comum a outros tratamentos.

A partir dos resultados das analises fatorial discriminantes (PLS-DA) dos dados experimentais verificou-se que
todos os métodos testados para obtencdo dos extratos, permitem o agrupamento das amostras dentro das classes

resistente e suceptivel a partir de leituras efetuadas por 'H RMN (Figura 2).
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Figura 2. Analise fatorial discriminante (PLS-DA) realizada com metabolitos identificados em plantas resistentes (O) e
suscetiveis (®) ao bicho-mineiro apds extragdo em agua de folhas frescas (A), extracdo em agua de folhas secadas em
forno microondas (B), extracdo em agua de folhas liofilizadas (C) e extragdo em acido perclorico de folhas frescas (D).
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A eficiéncia de um modelo PLS-DA esta relacionada com sua “robustez”, ou seja, com a habilidade de
previsdo das amostras em suas respectivas classes, apresentando um decréscimo nos valores de erro padrdo (SEC -
standard error of calibration) e um aumento nos valores de coeficiente de correlagdo para calibragdo (rCal) (Ferrdo et
al, 2001). Estes parametros sdo obtidos a partir da varidncia apresentada nas componentes principais (fatores) e sdo
considerados satisfatorios quando possuem valores proximos de 1 para rCal (prevendo amostras com 100% de acerto) e
proximos de 0 para SEC (indicando 0% de erro de classificacao).

Todos os modelos obtidos a partir das quatro técnicas de extragdo apresentaram relativos baixos valores de
SEC e altos valores de rCal (Tabela 2) e conseqiientemente uma separacdo dos tratamentos resistente e suceptivel
(Figura 2).

Tabela 2. Pardmetros quimiométricos dos modelos PLS-DA dos tratamentos F, AP, L ¢ M.

Tratamento N° de fatores Variancia (%) SEC  rCal
Material vegetal fresco (F) 3 71,49 027 0,87
Material vegetal extraido por Acido perclorico (AP) 3 79,07 0,28 0,92
Material vegetal liofilizado (L) 3 50,29 0,28 0,88
Material vegetal desidratado por microondas (M) 3 88,37 0,29 0,85

CONCLUSOES

O método de extracdo de metabolitos a partir de folhas frescas usando agua como solvente ¢ um protocolo
eficiente para classificagdo dos grupos resistentes e suceptiveis ao bicho-mineiro, permite a separagdo das classes e
apresenta valores satisfatérios de rCal e SEC. E também o método com menor niimero de etapas e menor custo de
execugdo, comparado aos demais métodos estudados.
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