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RESUMO

PANTOJA GOMEZ, Laura Maria, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2015. Filogeografia Molecular de Populagoes Brasileiras e
Colombianas do Bicho Mineiro do Cafeeiro. Orientador: Raul Narciso
Carvalho Guedes. Coorientadores: Luiz Orlando de Oliveira, Alberto
Soares Correa e Gislaine Carvalho.

Com o objetivo de comparar a diversidade genética de Leucoptera
coffeella em 21 populacbes de origem brasileira e colombiana foram
sequenciados os genes citocromo B, COIl e ITS. Os genes mitocdndrias
foram concatenados e a analise gerou oito haploétipos, dos quais um
apresentou uma ampla distribuicdo nos dois paises. O gene ITS
apresentou cinco haplétipos, a maior variabilidade foi encontrada na
Colbmbia. As analises da variancia molecular entre e dentro de
populacdes e entre e dentro de paises refletiu uma maior variabilidade
dentro das populagdes e dentro dos paises. Sugerindo assim que o bicho
mineiro tem o mesmo local de origem, mas foi introduzido nos dois paises

em momentos diferentes e sem troca de materiais entre eles.
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ABSTRACT

PANTOJA GOMEZ, Laura Maria, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
August, 2015. Molecular phylogeography of Brazilian and Colombian
populations of coffee leaf miner. Adviser: Raul Narciso Carvalho
Guedes. Co-advisers: Luiz Orlando de Oliveira, Alberto Soares Correa
and Gislaine Carvalho.

In order to compare the genetic diversity of Leucoptera coffeella, in 21
populations of Brazil and Colombia the genes cytochrome, COIl and ITS
were sequenced. The mitochondrial genes were concatenated and the
analysis generated eight haplotypes, of which one had a wide distribution
in both countries. The ITS gene presented five haplotypes, the highest
variability was found in Colombia. The analysis of molecular variance
among and within populations and among and within countries reflected
greater variability within populations and within countries. Suggesting that
the coffee leaf miner has the same origin, but has been introduced in both
countries at different moments and there was no exchange of material

between them
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INTRODUCAO

Beber uma boa xicara de café quente pela manha ja se tornou um
habito para muitas pessoas no mundo. Mas de onde proveem aquele
café, qual é seu principal produtor e qual nos oferece uma melhor
qualidade sido ainda questdes desconhecidas. Além disso, normalmente
nao se tem ideia das lutas diarias dos produtores para fazer com que este

seja de uma 6tima qualidade.

Na America Latina existem dois importantes paises produtores de
café, Brasil e Coldmbia (Assis, et al., 2012). O Brasil é considerado o
maior produtor a nivel mundial (Guerreiro, 2006), enquanto a Colémbia
figura como o pais com o café de melhor qualidade no mundo e o quarto

maior produtor mundial (Puerta-Quintero, 2003; Statistica, 2015).

Os registros indicam que o café que ingressou no Brasil em 1727
(Guerreiro, 2006), saiu da Etiopia, foi levado primeiramente para
Amsterda, depois para Franga de onde enviaram para America Central, e
posteriormente para a Guiana Francesa, de onde finalmente foi levado
para o sul do pais (Pendergrast, 2010; Ukers, 1922). Além disso, na
década de 50, foram registradas varias importacdes de material da Africa,
entre elas uma em 1852 de um material vegetal conhecido como
“‘Bourbon Vermelho”, procedente da llha de Reunido. Este gendtipo,
mediante cruzamentos posteriores com a variedade Sumatra, deu origem
ao cultivar “Mundo Novo”, que através de cruzamentos artificiais com
variedade “caturra amarelo” em 1949 resultou no lancamento da cultivar
“Catuai” (Carvalho, 2008), uma das mais importantes variedades até o

momento.

Na Colémbia o café ingressou quando o pais ainda pertencia a
“‘Nueva Granada” no inicio do século 18, provavelmente através da
Venezuela proveniente das Guianas (Gumilla,1730) e da llha de
Martinica, localizada na América Central. Existem tambem relatos de que

grande quantidade do material cultivado na Colémbia é descendente de



plantas que foram levadas em 1952 provenientes do Brasil (Moreno e
Alvarado, 2000).

O bicho mineiro do cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin—
Méneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae), € um inseto-praga
de grande importancia econdmica (Reis e Souza, 1996). Seu dano
acontece quando a lagarta se alimenta do parénquima paligadico (Ramiro
et al., 2004), ingressando pela superficie da folha fazendo rotas
conhecidas como minas as quais, com o tempo, vao secando e
ocasionando a morte parcial do tecido (Constantino et al., 2011).
Posteriormente, estas lesdes necrosam e secam tornando-se de cor
marrom, o qual termina com o desfolhamento da planta, diminuindo a
area fotossintética e causando perdas na producgao final (Walker e
Quintana,1969; Reis e Souza, 1996; Nantes e Parra, 1977). No Brasil sao
reportadas perdas até de 80% quando ndo sao tomadas medidas de

controle apropriadas (Pereira et al., 2007).

Multiplas alternativas para seu controle eficiente tém sido
estudadas e aplicadas, passando pelo uso de inseticidas (Fragoso, et al.,
2003), armadilhas de feroménio (Bacca, et al.,2012) e inimigos naturais
(Constantino, et al., 2011), mas ainda essas alternativas sdo deficientes e
falhas sistematicas de controle sdo frequentemente reportadas. Uma das
estratégias para a busca de métodos eficientes de controle é o
reconhecimento e a avaliacdo de interagcdes interespecificas de
coevolugao entre o inseto-praga e 0 meio abidtico e bidtico (Sakay, et al.,
2001; Oliveira, et al., 2013).

Investigagbes da(s) regido (des) de origem geografica e
genealdgica do bicho mineiro e as possiveis rotas de dispersdo deste
espécie-praga tém se tornado um problema tao dificil quanto seu controle.
Varias hipoteses tém sido testadas, mas ainda nao existe uma alternativa
validada pela comunidade cientifica. Estudos anteriores sugerem a llha de
Reunido na Africa como o centro de origem geografico do bicho mineiro

(Green, 1984; Veja e Posada, 2006) com posterior dispersédo para outras



regides do planeta (Von Ihering, 1912; Guerreiro, 2006). O bicho mineiro
possui um tamanho de aproximadamente 3,5 mm de comprimento e 6,5
de envergadura alar (Souza et al., 1998), formas morfolégicas que
dificultam seu voo a longas distancias, sendo sua principal forma de
dispersdo mediada pelo homem no transporte e comércio de mudas de

café.

No passado, considerava-se que os insetos minadores do café
distribuidos na Africa e na América eram pertencentes @ mesma espécie
(Bradley, 1958; Green, 1984), mas estudos posteriores revelaram que os
insetos da Africa eram diferentes espécies, incluindo Leucoptera meyricki
Ghesquiere (1940), Leucoptera caffeina Washbourn (1940) e Leucoptera
coma Ghesquiere (1940) (Bradley, 1958; Constantino,2011). Em
contraste, na América encontra-se documentado somente L. coffeella,
entretanto precisa-se de mais estudos sobre sua origem genealdgica e
geografica, que persiste desconhecida, assim como ocorreram os eventos

de dispersao no continente americano.

Acredita-se que este inseto chegou a América pela primeira vez
nas llhas centro-americanas de Guadalupe e Martinica em 1842 (Cantor e
Cardenas, 2001). No Brasil, o primeiro registro € do ano de 1851,
introduzido provavelmente através de plantas provenientes das ilhas das
Antilhas e Bourbon (Von llhering, 1912; Souza et al., 1998; Fragoso, et
al., 2002). Ja na Coldbmbia nao existem informagdes quanto ao ingresso

da espécie.

Com o uso de ferramentas moleculares e o estudo de diferentes
tipos de genes neutrais, mitocondriais e nuclear, buscou-se avaliar a
demografia do bicho mineiro e a diversidade genética deste entre as
populagdes de cada pais, sugerindo trés hipoteses iniciais sobre a

chegada e as possiveis rotas de dispersao do inseto:



e O inseto chegou a um dos dois paises e foi levado posteriormente
ao outro.

e O inseto chegou aos dois paises de diferentes fontes.

e O inseto ingressou em momentos diferentes, sem troca de

materiais entre os paises, provenientes de um mesmo local.

MATERIAL E METODOS
Populagoes de Leucoptera coffeella

Foram coletadas a campo 21 populagdes de L. coffeella (larvas,
pupas e adultos) de diferentes regides do Brasil e da Coldmbia em fins de
2014 (Tabela1). Estes insetos foram armazenados em frascos de vidro,
devidamente etiquetados, com alcool 95% (etanol) em freezer a -20° C
até o momento da extracdo. Este procedimento foi efetuado com o
propésito de conservar a integridade do DNA por um maior periodo de

tempo.
Extracao do DNA

O DNA foi extraido seguindo o método adaptado de Clark et al.
(2001). Os insetos foram macerados individualmente com nitrogénio
liquido e adicionou-se 500 pL de tampao CTAB (100 mM de Tris-HCI, pH
8,0; 1,4 M de NaCl; 0,02M de EDTA, pH 8,0; CTAB (2%) e B-
mercaptoetanol 0,2% (adicionado separado dos demais componentes do
tampéo)). Posteriormente foram incubados por 30 min a 65° C. Decorrido
este tempo foram adicionados 13 pL de proteinase K (25 mg/mL) e
incubados em banho-maria por 1,5 h a 37° C, homogeneizando em vortex
a cada 20 min. A seguir, foram adicionados 70 pyL de RNAse (10 mg/mL)
e se incubaram a 37° C por 3 horas homogeneizando-se as amostras a
cada 30 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 12.500 rpm e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo.

Ao sobrenadante foram adicionados 500 uL de cloroférmio e alcool



isoamilico (24:1 v/v) e centrifugou-se novamente a 12.500 rpm por 15
minutos. O sobrenadante novamente foi transferido para um tubo novo e
foram adicionados 500 uL de isopropanol. Os tubos ficaram a 4° C, por
toda a noite. Apds a incubagao, as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 12.500 rpm e o sobrenadante foi descartado. Os pellets foram
sujeitos a duas lavagens com 600 pL de alcool 90%, secos em
temperatura ambiente, resuspendidos em 50 yL de tamp&o TE 0,1 M
(10mM Tris-HCI; 1mM EDTA, pH 8,0), e deixados a 4° C por toda a noite.

Posteriormente os DNAs foram armazenados a -20° C.



Tabela 1: Locais de amostragem de populagées do bicho mineiro do

cafeeiro (Leucoptera coffeella).

Local de Origem N°. Latitude Longitude
Colémbia:

El Tarso (ANT) 1 05°52'15,14’N  75°50’19,30"W
Santa Barbara (ANT) 2 05°51'58,32’N  74°48'35,12"W
Consaca (NAR) 3 01°11°49,10°N  77°27°59,13’"W
Matituy (NAR) 4 01°20'52,24’N  77°19'58,15"W
Buesaco (NAR) 5 01°23'35,05"N  77°09'07,69"W
Brasil:

Porto Velho (RO) 6 08°43'45,26"S 63°53'29,43"W
Ouro Preto (RO) 7 10°37°'22,05’S  62°18’17,39"W
Cacoal (RO) 8 11°26'10,60"S 61°27°22,14"W
Luis Eduardo Magalhaes (BA) 9 12°05’45,46"S 45°46'49,00'W
El6i Mendes (MG) 10 21°36'19,36"S  45°34°23,75'W
Sé&o Roque (ES) 11 19°44°'19,25"S  40°39°34,00"W
Lavras (MG) 12 21°13'45,76”S  44°58'39,26"W
Monte Carmelo (MG) 13 18°54'59,06"S 47°24’12,00"W
Paraguagu (MG) 14 21°33'08,35"S  45°45’33,62"W
Piracicaba (SP) 15 22°42°42,61"S 47°38'08,29"W
Paulinia (SP) 16 22°45°06,25"S  47°08'37,71"W
Santa Maria de Jetiba (ES) 17 20°01'32,32"S  40°44°38,47"W
Serra do Salitre (MG) 18 19°06'27,80"S 46°36°19,00"W
Santa Teresa (ES) 19 19°56'15,53"S  40°35'54,41"W
Trés Coragdes (MG) 20 21°39'16,21"S  45°18'36,52"W
Vigosa (MG) 21 20°45'22,32’S  42°52'21,12’"W

Sequenciamento dos genes mitocondriais e nuclear

Para realizagédo do estudo, foram utilizados dois fragmentos de
(Col) e
Citocromo B (Cytb). Também foi utilizado um fragmento da regido do DNA

genes mitocondriais: Citocromo C Oxidase Subunidade |

nuclear ribossomal (rnDNA) correspondente ao espacgador interno

transcrito — ITS (que compreende o ITS1, 5,8S ITS2). Os primers



utilizados no sequenciamento de COIl foram construidos com base em
regides conservadas das sequencias pertencentes a outras espécies do
género Leucoptera depositadas no GenBank (L. malifoliella, L. laburnella,
L. spatrtifoliella), utilizando o aplicativo Primer 3 v.0.4.0. (Rozen &
Skaletsky, 2000). Os primers para Cytb foram elaborados usando como
referéncia os primers de Simon et al. (1994) e adaptado para aperfeigcoar
o0 sequenciamento do fragmento de estudo. Para o sequenciamento de
ITS foram utilizados os primers CAS18SF1 e CAS28sB1d (Ji et al., 2003)
(Tabela 2).

Tabela 2: Primers utilizados com o nome do fragmento que amplificam,

sequéncia e a temperatura de anelamento (Ta)

Primer Gene Sequéncia 5-3 Ta (°C)
LCOF-F4 Col CTGGAGGAGGAGATCCAATTCT 57
LCOF-R4 TGAATATCGACGAGGTATTCCAG

LcCYTB-F1  Cytb TTCTGGTTTAATATGAGCAGGAG 58
LcCYTB-R1 ATCATTTTGAGGGGCAACAG

CAS18SF1 ITS TACACACCGCCCGTCGCTACTA 58
CAS28sB1d TTCTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGCTTA

As condi¢gbes de amplificagdo via PCR foram realizadas em um
total de 25 L, contendo 3 pL de DNA total, 2,5 yL de tampédo IB 10X
(Phoneutria, Belo Horizonte, MG, Brazil), 2,5 uL de Mg (Phoneutria, Belo
Horizonte, MG, Brazil), 0,7 uyL de dNTP (2,5mM), 2 pyL de cada primer (R
e F) (10pmol/pL) (Exxtend Biotecnologia Ltda, Campinas, SP) e 0,2 uL de
TagDNA Polimerase (Phoneutria, Belo Horizonte, MG, Brazil). Os ciclos
de PCR para os trés conjuntos de primers foram iniciados com uma
desnaturacao de 5 min a 94° C seguidos por 35 ciclos de 94° C por 30 s,
temperatura de anelamento de acordo com cada par de primers (Tabela
2) por 45 s e 72° C por 1,5 min, e uma extensao final a 72° C por 10 min
usando termociclador modelo Vapo Protect (Eppendorf, Hamburg,
Germany). Foi aplicado 5 pl do produto da PCR em gel de agarose (1,0



%) e visualizado sob luz ultravioleta. As imagens foram digitalizadas em
um sistema de captura de imagens (Eagle Eye, Stratagene, La Jolla, CA,
USA). Posteriormente o processo de purificagao foi realizado com enzima
ExoSap (Invintrogen, Carlsbad, CA, USA) na propor¢ado de 2,0 uL para
cada de 10 pL de produto de PCR e o sequenciamento das amostras foi
realizado pela empresa MACROGEN INC., (Seul, Coreia do Sul).

Os dados do sequenciamento foram alinhados e editados
manualmente no aplicativo Sequencher 4.8 (Gene Codes Corp. Ann
Harbor, MI, USA). Para as analises posteriores foram concatenados os
dois genes de origem mitocondrial (Cytb -COl). Ambiguidades foram

esclarecidas manualmente no aplicativo Sequencher.

Analises dos genes mitocondriais e nuclear

O numero de haplétipos (H), a diversidade haplotipica (Hd) e a
diversidade nucleotidica (pi) foram estimados através do aplicativo
computacional DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009). As conexdes
genéticas entre haplotipos foram estabelecidas mediante a estatistica de
“‘Median Joining” (Bandelt et al., 1999) utlizando o aplicativo
computacional NETWORK 4.5.0.2 (Fluxus Technology, Sudbury, UK).
Foram realizados mapas de acordo com os locais de coleta no aplicativo
computacional GPS trackmarker (Geo Studio Tecnologia Ltda). No
Programa Arlequin ver 3.5.1.2 foi estimada a AMOVA (Excoffier et al.,
1992), a porcentagem de variagcdo entre todas as populagcdes e a

porcentagem de variagao entre as populagdes dentro de cada pais.

RESULTADOS

As sequencias para os genes Cytb, COl e ITS possuem tamanhos
de 299 pb, 575 pb e 902 pb, respectivamente. Foram sequenciados 68
individuos para cada um dos genes mitocondriais e 58 individuos para o
gene nuclear. O alinhamento das sequencias informa a existéncia de
polimorfismos nos trés genes estudados. A diversidade haplotipica foi de
0,284 (Cytb), 0,355 (COI) e 0,6086 (ITS).



As sequencias dos genes mitocondrias concatenados (Cytb_COl)
apresentaram oito sitios variaveis gerando assim oito haplétipos
diferentes (Tabela 3). As frequéncias dos haplétipos foi bastante variavel,
em quanto o haplétipo 4 apareceu 42 vezes os haplotipos 5, 7 e 8 s6 uma

vez, sao do tipo singletons.

Nas relagbes entre os haplétipos dos genes mitocondriais
concatenados (Figura 1), aparecem quatro haplétipos ligados ao haplétipo
mais frequente (4), o haplétipo 3 esta ligado ao haplétipo 1 pelos

haplotipos 7, 2 e 6.

Tabela 3: Representacdao dos haplétipos de cada gene de L. coffeella.

H:Haplotipo, N: Numero total de sequencias por haplotipo

Gene Cytb _COI Gene ITS
Cytb COI
—
H N 56112366 H N 267
74895707 518
699721 345
1 CCTACCTA A 34 GTA
2 CTTGTTCA B 7 TTA
3 CTTGTCTG C 11 GCG
4 47 CCTACCTG D 1 TTG
5 1 TCTACCTG E 5 GCA
6 5 CCTACTCA
7 1 CTTGTCCG
8 1 CCCACCTG




Figura 1: Rede de hapldtipos dos genes Cytb e COI (concatenados) de L.
coffeella. Os numeros descritos referem-se aos haplétipos das sequencias
descritas na Tabela 3; a cor preta corresponde a proporgao de individuos
brasileiros e a branca a os colombianos presentes dentro de cada

haplétipo; os tamanhos dos circulos sao proporcionais a frequéncia deles.

Na distribuicdo geografica dos haplétipos, o haplétipo 4 esta
presente nos dois paises, em quase todas as localidades de coleta (figura
2). Os haploétipos 1 e 6 aparecem numa unica populagéo da Colémbia e
em uma unica populacédo do Brasil. Os haplétipos 5 e 7 sdo encontrados

somente no Brasil e o0 haplétipo 8 somente na Colémbia.
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Figura 2: Distribuicdbes geograficas dos haplotipos resultantes da
concatenagdao de Cytb e COIl. Os numeros no mapa correspondem as
localidades onde foram realizadas as coletas (conforme descritos na

Tabela 1); cada numero dentro do circulo denota um haplétipo.

11



Existem cinco haplétipos de ITS (Tabela 3). As frequéncias dos
haplétipo sao variaveis o mais abundante € o A, seguido pelo C, B,Ee D
que conta com s6 uma sequencia na rede de haplétipos (Figura 3).
Quanto a distribuicdo geografica (Figura 4), o haplétipo A se encontra
distribuido nos dois paises, o B se encontra na regido norte de Colémbia
e na populagdo de Ouro Preto no Brasil. Os haplétipos C, D e E s6 se

encontram presentes na Colémbia.

Nz e

Figura 3: Rede de haplétipos do gene ITS de L. coffeella. Os numeros
descritos referem-se aos haplétipos das sequencias descritas na Tabela
3; a cor preta corresponde a proporgcao de individuos brasileiros e a
branca a os colombianos presentes dentro de cada hapldtipo; os

tamanhos dos circulos sao proporcionais a frequéncia deles.
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Figura 4: Distribuicdes geograficas dos haplétipos do ITS. Os numeros no
mapa correspondem as localidades onde foram realizadas as coletas
(conforme descritos na Tabela 1); cada numero dentro do circulo denota

um haplétipo
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A analise de variancia molecular (AMOVA) comparando as
variagbes entre e dentro das populagdes nos genes mitocdndrias e
nuclear (Tabela 4) reflete uma porcentagem de variagdo maior dentro das
populagdes que entre elas, sendo este valor maior na analise usando as
sequencias do gene ITS. Na AMOVA comparando a variagdo dos paises
(Tabela 5) a maior porcentagem de variagdo foi encontrada dentro de
cada pais sendo de 90,2% quando analisado com as sequencias dos
genes Cytb e COI, e de 73,64 % para o ITS. Determinou-se assim, que a
variabilidade de individuos quando se comparam os dois paises € baixa e
€ possivel encontrar quase as mesmas sequencias nos individuos

colombianos e brasileiros.

Tabela 4: Analise da varidancia molecular (AMOVA) para a estrutura
genética das populagdes de L. coffeella usando o sequenciamento dos
genes Cytb _COl e ITS.

Somatdria
Fonte de Graus de Componentes Porcentagem
de FST
Variagao liberdade de variagao de variagao
quadrados
Cytb —COI
Entre
20 23,066 0,17437 22,45
Populagdes
Dento de
47 28,317 0,60248 77,55
Populagdes
Total 67 51,382 0,77685 0,22446
ITS
Entre
16 8,110 0,00683 1,39
Populagdes
Dento de
41 19,890 0,48513 98,61
Populagdes
Total 57 28 0,49197 0,01389
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Tabela 5: Analise da variancia molecular (AMOVA) para a estrutura
genética das populagdes de L. coffeella no Brasil e na Colémbia, usando

o sequenciamento dos genes Cytb _COl e ITS.

Fonte de Somatoria
Graus de Componentes Porcentagem
Variagéo ] de . ] FST
liberdade de variacao de variagao
quadrados
Cytb —COI
Entre
1 3,332 0,07906 9,8
Paises
Dento de
66 48,05 0,72803 90,2
cada Pais
Total 67 51,382 0,80709 0,09796
ITS
Entre
1 4,518 0,15007 26,36
Paises
Dento de
56 23,482 0,41933 73,64
cada Pais
Total 57 28 0,56939 0,26355
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DISCUSSAO

As populagcbes brasileiras e colombianas de bicho mineiro
apresentam poucas diferencas nas sequencias dos trés genes estudados.
Pela condic&do de inseto-praga introduzido e com os dados obtidos pode
se sugerir que a populagao € de recente invasao ou ainda se encontra em
um processo de expansao ja que existe um haplotipo predominante em
cada uma das redes, rodeado por haplétipos de menor frequéncia, esta
expansao pode estar acontecendo pela busca de estratégias para
aumentar a colonizagao assim como para diminuir o efeito do controle que

sofre por ser praga.

A hipotese mais adequada de acordo com os dados obtidos é
aquela que propde o ingresso do inseto em momentos diferentes, sem
troca de materiais entre os paises, e a uniformidade presente nos
materiais € devido ao fato de serem provenientes de um mesmo local.
Esta auséncia de troca de materiais se encontra respaldada pela
distribuicdo geografica dos haplotipos do gene ITS que apresenta uma
maior variabilidade na Coldmbia a qual ndo seria possivel se o inseto

tivesse sido levado do Brasil.

Nos primeiros relatos na América, o inseto foi classificado
erroneamente, confundindo com outras espécies de Leucoptera, que
ocorrem apenas na Africa, o que sugere uma separacdo dentro de
Leucoptera antes de migracao do inseto, mas mais estudos filogenéticos
sao necessarios para testar esta hipdtese. Dentro de Leucoptera
encontram-se 64 espécies diferentes das quais quatro atacam
diretamente o café. As demais tém habitos alimentares semelhantes, mas

seus estudos ainda sao escassos.

Sequencias de L. malifoliella, L. laburnella e L. spartifoliella
encontram-se disponibilizadas no Genbank, mas a identidade entre elas
com as sequencias génicas de L. coffeella e baixa. Este fato pode ser

reflexo de uma classificacdo errada ou taxas de mutacdo diferentes
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depois da separagao das espécies dentro do género. Provavelmente, a
baixa variabilidade genética pode ser devido ao fenémeno de deriva
genética, pela introdugdo dos espécimes em um novo continente (efeito
fundador) ou pela selegdo de organismos mais adaptados (gargalho

genético).

Para poder determinar melhor as adaptacdes e historia evolutiva de
L. coffeella sao necessarios estudos de filogenia explorando as espécies
africanas e americanas de Leucoptera que colonizam o café e para
concluir melhor sobre a estrutura populacional podem ser efetuados

analises com um numero maior de marcadores ou com microssatélites.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nos genes Cytb, COl e ITS, Leucoptera coffeella apresentou cinco,
trés e oito sitios de mutagao respectivamente dentro de suas sequencias,
gerando um total de 8 hapldtipos para os genes mitocondriais e 5 para o
ITS.

Os resultados obtidos sugerem que a hipoteses mais adequada
para explicar os padrdoes de diversidade é a que propde o ingresso dos
materiais em momentos diferentes, sem trocas entre os paises mas com

um mesmo local de origem.
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