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Resumo

ARAUJO, Hernane Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2011. Feromonio sexual de Leucoptera coffeella: papel do compo-
nente minoritario e avaliagao de isomeros em diferentes populagoes.
Orientador: Eraldo Rodrigues de Lima.

O bicho-mineiro-do-café, Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) é a
principal praga do café no Brasil e seu controle é feito principalmente por
meio de aplicagoes de inseticidas com caracteristicas prejudiciais ao homem,
cultura e ambiente. Em contraste, o uso de feromonios sexuais no manejo
de pragas é tido como uma forma de se diminuir a aplicagdo e os efeitos
toxicos desses inseticidas. Nesse trabalho, avaliou-se a captura de machos de
L. coffeella em armadilhas contendo diferentes isomeros e mistura racémica
de 5,9-dimetilpentadecano, componente majoritario de seu feromonio sexual,
em duas localidades de Minas Gerais. Também foi verificado se o componente
minoritario, 5,9-dimetilhexadecano, exerce influéncia na captura de machos
em armadilhas de feromonio e se diferentes sinteses da mistura racémica de
5,9-dimetilpentadecano levam a diferencas na captura de machos em campo.
Em todos os casos, a mistura racémica atraiu mais individuos que os isbmeros,
reforcando a ideia de que uma mistura de isomeros deve ser produzida pela
fémea. O isomero RS atraiu mais machos que os outros isomeros em ambos os
locais. Dessa forma, parece nao haver variacao geografica do feromonio sexual

entre esses lugares. No entanto, populagoes do México sao mais atraidas



pelo isomero SR, abrindo margem para se especular que hé variacao entre
essas populacoes e as encontradas no Brasil. O componente minoritario nao
influenciou a captura de machos. Portanto, ndo deve ser considerado parte
do feromonio sexual de L. coffeella. Das trés misturas racémicas testadas,
apenas uma se mostrou ineficiente, de modo que a razao disso ainda precisa
ser investigada. Aspectos da evolucao dos sistemas de comunicacao quimica

e a possivel aplicacao dos resultados obtidos sao discutidos.
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Abstract

ARAUJO, Hernane Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2011.
Sex pheromone of Leucoptera coffeella: role of the minor compo-
nent and evaluation of isomers in different populations. Adviser:
Eraldo Rodrigues de Lima.

The coffee leaf miner, Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) is the
main pest of coffee in Brazil and its control is achieved through application
of insecticides with features harmful to man, culture and environment. In
contrast, the use of sex pheromones in pest management is seen as a way
to reduce the implementation and toxic effects of these insecticides. In this
study, was evaluated the capture of males of L. coffeella in traps containing
different isomers and racemic mixtures of 5,9-dimethylpentadecane, a major
component of its sex pheromone, in two localities of Minas Gerais. It was
observed too if the minor component, 5,9-dimethylhexadecane influences the
capture of males in pheromone traps and if different syntheses of racemic mix-
ture of 5,9-dimethylpentadecane lead to differences in the capture of males in
the field. In all cases, the racemic mixture attracted more individuals than
isomers, reinforcing the idea that a mixture of isomers should be produced
by the female. The RS isomer attracted more males than the other isomers
in both places. Thus, there seems not to be geographic variation of the sex
pheromone between these sites. However, Mexico populations are more at-

tracted by the SR isomer, opening room to speculate that there is variation
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between these populations and those found in Brazil. The minor component
did not influence the capture of males. Therefore, should not be considered
part of the sex pheromone of L. coffeella. Of the three racemic mixtures
tested, only one proved inefficient, but the reason for this remains to be in-
vestigated. Aspects of the evolution of chemical communication systems and

the possible application of the results obtained are discussed.



1 Introducao

O bicho-mineiro-do-café, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville & Per-
rottet) (Lepidoptera: Lyonetiidae), é uma importante praga do cafeeiro. E
uma espécie neotropical, encontrada no México, América Central, América
do sul e Caribe (Barrera, 2008). O consumo do parénquima pali¢gddico das
folhas de café pelas larvas de L. coffeella reduz a area fotossintética foliar,
levando a perda de produtividade e qualidade do café (Reis & Souza, 1998).
No Brasil, o bicho-mineiro é considerado a principal praga do café, podendo
causar perdas de 50% na produgao (Souza & Reis, 1992).

A principal forma de controle utilizada contra o bicho-mineiro tem sido
o uso de inseticidas, como organofosforados e piretréides. No entanto, sao
produtos altamente téxicos e podem causar distirbios como a selecao de
insetos resistentes e presenca de residuos no café; o que pode afetar a satude
humana (Fragoso et al., 2002; Barrera, 2008).

Como alternativa ao uso somente de inseticidas, tem-se usado feromonios
para o controle e monitoramento de diversos insetos praga (Witzgall et al.,
2010). Francke et al. (1988) identificaram o 5,9-dimetilpentadecano como o
componente majoritario e o 5,9-dimetilhexadecano como o componente mi-
noritario do feromonio sexual de L. coffeella. No entanto, por possuir dois
centros quirais, o componente principal poderia ser encontrado em quatro
formas isoméricas: 5S,9S-, 5R,9R-, 5R,9S- e 5S,9R-dimetilpentadecano. De-
vido a dificuldade em se quantificar esses diferentes isomeros, a configuragao
que ocorre naturalmente ainda nao foi identificada.

Varias formas de sintetizar a mistura racémica e os diferentes isdmeros
do componente principal ja foram elucidadas (Francke et al., 1988; Poppe
et al., 1991; Kuwahara et al., 2000; Liang et al., 2000; Moreira & Correéa,



2003; Zarbin et al., 2004; Doan et al., 2007; Mori, 2008) e respostas compor-
tamentais e fisiologicas do bicho-mineiro vem sido observadas na presenca
desses compostos sintéticos.

Lima (2001) observou que machos virgens de L. coffeella responderam
de forma satisfatoria ao isomero 5S,9S-dimetilpentadecano quando avaliados
por meio de eletroantenografia e tinel de vento em comparacao aos outros
isomeros. No entanto, em experimentos de campo, os isdmeros puros nao
atrairam muitos machos para as armadilhas com feromonio sexual, ao con-
trario da mistura racémica. Uma possivel explicagao pra esse resultado seria
que os estudos fisiologicos e comportamentais foram realizados em localida-
des distantes a cerca de 800 km do local onde se realizou o monitoramento
com armadilhas. Ou seja, haveria diferencas geograficas qualitativas na pro-
ducao de feromonios entre fémeas de populagoes diferentes. No México, Malo
et al. (2009) observaram que o isomero 5S,9R-dimetilpentadecano teve maior
sucesso no uso de armadilhas em campo quando comparado com os outros
isomeros. No entanto, a mistura racémica nao foi testada. Dessa forma, hé
indicios apontando que diferentes populagoes de L. coffeella, quando sepa-
radas geograficamente, possam ter diferentes conformacoes de seu feromonio
sexual, seja de forma quantitativa ou qualitativa.

A adicao de componentes na mistura do feromonio sexual pode muitas
vezes ser critico para a atragao de machos (Anderbrant et al., 2010). Até
hoje, somente foi avaliada a eficiencia em campo do 5,9-dimetilpentadecano
(Lima, 2001; Zarbin et al., 2004; Malo et al., 2009), mas o componente mino-
ritario, 5,9-dimetilhexadecano, poderia intensificar a captura de machos em
armadilhas por meio de sinergia com o componente principal.

Nesse trabalho, avaliou-se a captura de machos de L. coffeella em
armadilhas contendo diferentes isomeros e mistura racémica de 5,9-
dimetilpentadecano em diferentes localidades. Também foi verificado se o
componente minoritario, 5,9-dimetilhexadecano, exerce influéncia na captura

de machos em armadilhas de feromonio. Por fim, foi observado se diferentes



sinteses da mistura racémica de 5,9-dimetilpentadecano levam a diferencas

na captura de machos em campo.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Lepidoptera e feromonios de insetos

Mariposas e borboletas, insetos da ordem Lepidoptera, estao entre os
mais diversos grupos de organismos. Com mais de 150,000 espécies eles
compreendem a segunda maior ordem de animais, ficando atras apenas dos
Coleoptera. Suas larvas fitofagas representam importantes componentes dos
principais habitats terrestres do mundo. Muitas espécies tém um impacto
significante sobre a sociedade humana, tanto negativamente como pragas da
agricultura ou de forma benéfica como polinizadores e fonte de alimento a
outros animais (Goldsmith & Marec, 2010).

Segundo Willis et al. (1995), as origens da pesquisa em lepidépteras se deu
por meio de trés interesses iniciais distintos: O primeiro interesse foi inspirado
pela beleza e variedade de espécies, principalmente em relacao aos padroes
de cor das asas. Essa variedade foi e continua sendo importante nos estudos
de sistematica e evolucao do grupo. A andlise detalhada da pigmentacao
das asas também foi importante para estimular pesquisas em outros campos,
como em quimica organica. O segundo aspecto dos Lepidoptera que favoreceu
seu uso como modelo de sistema bioldgico, é o grande tamanho corporal de
algumas espécies e a facilidade em se fazer manipulacoes cirirgicas. Muito
do que sabemos sobre como os hormoénios regulam a vida dos insetos teve
origem em pesquisas com essa ordem. O grande tamanho corporal das larvas
e adultos de certas espécies também tem sido significativo em varios estudos
bioquimicos. A maioria dos produtos da hemolinfa foi caracterizada pela
primeira vez em espécies de mariposas. O terceiro impeto principal para a
pesquisa com lepidépteras foi economico, e aqui se pode dividir esse interesse

de duas formas. De um lado, varias espécies tem alto valor econémico por



meio da polinizacao e producao de seda. O bicho-da-seda, Bombyzr mori
(Lepidoptera : Bombycidae), cuja criagdo comegou a mais de cinco mil anos
atras na China; é a principal espécie envolvida nessa producao, sendo uma
das mais importantes industrias em mais de 30 paises.

Por outro lado, de forma negativa, os Lepidoptera sao importantes econo-
micamente por seu papel como insetos praga: atacando plantagoes, pomares
e florestas. O conhecimento sobre sinalizagao por meio de feromonios por
femeas virgens adveio da necessidade de identificar alguma vulnerabilidade
nessas pragas. Cerca de 50 anos atrés, Butenandt et al. (1959) isolaram pela
primeira vez o atraente sexual de um inseto; no caso, o da féemea do bicho-da-
seda. O termo “feromonio” foi cunhado no mesmo ano por Karlson & Liischer
(1959), nome derivado do grego pherein, transferir, e hormon, excitar. Sao
substancias secretadas externamente por um individuo e recebidas por um
segundo individuo da mesma espécie, onde sao eliciadas respostas especificas
como comportamentos definidos ou processos fisiolégicos. Entre os fatores
que podem ter levado ao grande ntimero de espécies de Lepidoptera esta sua
habilidade de persistir em densidades relativamente baixas, habilidade esta
facilitada pela comunicacao por meio dos feromonios que permitem aos ma-
chos a localizagao das fémeas a dezenas ou mesmo centenas de metros (Cardé
& Haynes, 2004). Esse sistema também pode servir como base primaria para
o isolamento reprodutivo pré-copulatorio entre as espécies.

O feromonio sexual de muitas mariposas é formado por cadeias longas
de 10 a 18 carbonos, derivados insaturados de acidos graxos, com o carbono
da carbonila modificado em um grupo funcional contendo oxigénio (4lcool,
aldeido, acetato) (Goldsmith & Marec, 2010). Entéo, com uma ampla gama
de compostos distintos possiveis, os canais de comunicagao quimica permitem
a coexisténcia de vérias espécies em um mesmo habitat ou regiao (Cardé &
Haynes, 2004).



2.2 Uso de feromonios no controle de pragas

O uso de feromonios no controle de pragas cresceu de forma expressiva
nas ultimas décadas, baseado na ideia da manipulagao especifica do sistema
de comunicacao dos insetos sem afetar outros organismos. Ha varias van-
tagens desse método de controle sobre o uso de inseticidas convencionais.
Os feromonios sao atéxicos e nao persistentes; sendo espécie-especificos, eles
eliciam respostas comportamentais em doses extremamente baixas. A apli-
cacao de feromonios se concentra em duas vertentes: confundimento sexual e
atracao para armadilhas, utilizadas para o monitoramento do inseto praga ou
sua coleta massal. O conceito do confundimento do acasalamento é interferir
ou bloquear fortemente a transmissao de sinais entre os parceiros sexuais. O
monitoramento de insetos é 1til na deteccao ou determinacao da incidéncia
prematura de pragas, levando a reducao do uso de inseticidas convencionais.
A coleta massal é um método de controle por meio do qual se utiliza o feromo-
nio sintético ou o sexo emissor aprisionado em gaiolas em um grande ntimero
de armadilhas com o intuito de capturar seletivamente o maior niimero pos-
sivel de individuos do inseto praga alvo para manter sua populacao abaixo
do nivel de dano econémico (Bento, 2001; Matthews & Matthews, 2010). H4
ainda um método pouco usado conhecido como “atrai e mata”. Esta técnica
consiste essencialmente de dois componentes: uma isca, que pode ser um fe-
romonio, um atrativo visual ou ambos, e um produto quimico (inseticida de
contato, regulador de crescimento, um esterilizador ou ainda um organismo
patogénico) que ird controlar o inseto (Bento, 2007). O método da confusao
sexual tem sido usado principalmente contra mariposas enquanto a utilizagao
de armadilhas tem tido efeito contra besouros e moscas, além das préprias
mariposas (Matthews & Matthews, 2010).

O uso de feromonios de insetos pode minimizar os danos causados nas
culturas e, em alguns casos, exterminar populagoes isoladas (Bento, 2001).
No entanto, a eficiéncia desses compostos depende de uma gama de fatores. A

pesquisa de liberadores de feromonio é uma area critica; materiais economicos



e eficientes devem ser desenvolvidos e devem ter a capacidade de liberar
quantidades suficientes de feromoénio por um longo periodo e por grandes
areas. Variaveis climaticas como temperatura, umidade e vento devem ser
analisadas na implantacao de um programa de manejo de pragas com o uso
de feromonios. Além disso, também deve se levar em conta aspectos fisicos
das armadilhas, como cor, formato e local, posi¢ao e altura de instalacao
(Bento, 2001; Matthews & Matthews, 2010).

2.3 Feromonios de insetos e isomeria

A sintese de feromonios é catalisada por enzimas e os feromonios sao
detectados por receptores, ambas proteinas, que reconhecem seus substratos e
moléculas ligantes, respectivamente, pelo formato tridimensional. Moléculas
de mesma férmula atomica podem, as vezes, formar diferentes compostos
quimicos; e moléculas com a mesma estrutura (conexao entre os atomos)
podem ter diferentes formas tridimensionais. Essas variacoes sao conhecidas
como isomeros.

A variacao na forma molecular, na sintese e recepcao de feromonios ocorre
amplamente entre os insetos, de forma que essas variagoes sao importantes
para muitas espécies para reconhecimento especifico. H4 muitos anos se sabe
que cada um dos possiveis isomeros pode ser importante biologicamente ja
que em cada caso o formato da molécula é diferente e pode estimular diferen-
tes receptores olfatérios (Iwaki et al., 1974; Mori, 1974; Riley et al., 1974).
Hé& dois tipos principais de isomeros. Os constitucionais sao aqueles cujos
atomos se conectam de maneira diferente. Nessa classificagao, hé os isome-
ros funcionais, onde os dtomos de compostos de mesma férmula molecular se
conectam de forma a produzir diferentes grupos funcionais, dando diferentes
propriedades quimicas a molécula; e podem ser isomeros posicionais, que po-
dem diferir entre si, por exemplo, na posicao de um grupo funcional ou pela
posicao de uma dupla ligacao. J& os estereoisomeros sao aqueles que pos-

suem a mesma conectividade entre os atomos, mas diferem no arranjo desses



atomos no espaco. Geralmente os diferentes estereoisomeros se comportam
de maneira idéntica em reagoes quimicas, mas em sistemas biolégicos, devido
a sensibilidade de enzimas e receptores, essas diferencas podem resultar em
respostas diferentes (Wyatt, 2003).

Também hé varios tipos de estereoisomeros. As chamadas moléculas qui-
rais sao idénticas, exceto que sao imagens espelhadas uma da outra e nao
sao sobreponiveis, nem por rotagao, nem por translacao. Essas imagens es-
pelhadas sao chamadas enantiomeros. A quiralidade é uma consequéncia do
arranjo tetraédrico dos atomos de carbono: se diferentes grupos estao ligados
em cada uma das quatro ligagdes de um dtomo de carbono (carbono quiral ou
centro quiral), entdao a molécula pode ser encontrada em formas diferentes.
Uma propriedade especial dos compostos quirais ¢ sua atividade 6tica. So-
lugoes puras de enantidomeros rotacionam o plano de polarizacao da luz que
passa através delas, sendo que enantiomeros opostos rotacionam a luz em di-
regoes opostas. Moléculas L (do latim laevo, esquerda), rotacionam o plano
de polarizagao para a esquerda, enquanto moléculas D (deztro, direita), para
a direita. Uma mistura racémica é uma mistura igual dos enantiomeros pos-
siveis. Como um cancela o outro oticamente, essas misturas nao rotacionam
o plano de polarizacao da luz, sendo oticamente inativas.

O sistema de nomenclatura L e D, no entanto, nao indica a posicao real
de todos os atomos no espaco ao redor da molécula. Isso é alcancado por
meio da configuragao absoluta, que permite descrever a orientagao de cada
centro quiral como sendo R (de rectus, direita) e S (de sinister, esquerda).

Quando uma molécula tem mais de um centro quiral, uma segunda forma
de estereoisomeira é possivel: a diastereoisomeria. Nesse caso, cada um dos
centros quirais pode ser de uma das formas: R ou S. O nimero de estereoiso-
meros possiveis em uma molécula se da pela férmula 2", onde n corresponde
ao numero de centros quirais presentes. Dentre esses isomeros possiveis, ha
pares que sao enantiomeros, mas também hd pares que nao sao imagens es-
pelhadas: os diastereoisomeros - estereoisomeros que nao sao enantiomeros e

que possuem propriedades fisicas diferentes.



H& ainda uma forma particular de diastereoisomero: os isomeros geo-
métricos. Muitos feromonios de mariposas possuem duplas ligacoes em sua
cadeia carbonica, tornando-a rigida neste ponto (Wyatt, 2003). Dependendo
de onde o restante da cadeia se liga nessa dupla ligacao, pode haver duas
versoes da molécula: F (trans), quando se conectam a lados opostos da du-
pla, e Z (cis), quando se conectam no mesmo lado. Essas duas formas sdo

compostos diferentes, com propriedades fisico-quimicas distintas.

2.4 Variacao geografica do feromonio sexual

O feromonio sexual de mariposas geralmente tem natureza multicompo-
nente, sendo formado por misturas especificas de dois ou mais componentes
(Byers, 2006). Em muitos casos, a combinacao de isomeros pode ocorrer.
Uma femea produz uma razao especifica desses componentes e os machos
sao atraidos por essa mistura nessa razao (Roelofs et al., 1985). Em muitos
casos, feromonios de espécies proximas se diferenciam por mudancas sutis
no comprimento da cadeia carbonica, na localizacao da dupla ligacao ou na
proporgao de isomeros (Ando et al., 2004). Essas mudangas também podem
ocorrer entre populagoes da mesma espécie, levando a possivel formacao de
racas feromonais, individuos cuja diferenga se encontra nos aparatos quimio-
sensoriais envolvidos na selecao sexual. Estudos de ragas de insetos tém sido
feitos com o objetivo de elucidar a origem e os mecanismos de variacao na
deteccao que possibilita a evolucao de novas misturas de feromonios, além
de serem importantes para a correta implantagao de programas de manejo
integrado utilizando-se feromonios.

A broca-européia-do-milho, Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Crambidae)
tem servido de sistema modelo para o estudo da evolugao dos feromonios
sexuais entre racas e espécies. A maioria das espécies do género Ostrinia
usa proporcoes variaveis de Z11- e Ell-tetradecenil acetato como os dois
componentes principais de seus feromonios. Populagoes de O. nubilalis sao

encontradas na Europa e América do Norte e podem ser de duas ragas fe-
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romonais (Cardé et al., 1975). A maioria das populagbes possuem machos
da raga Z, que sao atraidos por uma mistura na proporcao 97:3 de Z11- e
E11-14:0Ac. Em algumas areas, machos da raca E, que usam a proporcao
oposta do feromonio (1:99), ocorrem de forma simpatrica com a raca Z (Ro-
elofs et al., 1985; Linn et al., 2007), embora proponha-se que essas ragas se
formaram de maneira aloprética (Klun & Huettell, 1988).

Cardé & Haynes (2004) citam o que eles consideram o exemplo mais
bem documentado de variagao geografica do feromonio sexual: o caso de
Agrotis segetum (Lepidoptera: Noctuidae), espécie encontrada em boa parte
da Africa e na maioria da Europa e Asia. A maioria dos estudos procurou
examinar as proporcoes de trés dos quatro acetatos que formam seu feromonio
sexual em fémeas individuais, bem como a atracdo a machos em campo.
Foi encontrada uma variabilidade substancial dentro das populagoes e entre
regioes geograficas nas proporcoes do feromoénio produzido pela fémea e na
atracao a machos. Geralmente a produgao e a recepcao dos componentes co-
variam geograficamente. Algumas populagoes europeias, como as da Franca,
da Armeénia e Bulgaria, diferem suficientemente em seus sistemas feromonais,
que poderiam ser consideradas como espécies diferentes. Especula-se que, na
verdade, A. segetum compreenda um complexo de espécies irmas originadas
por alopatria; sendo a interferéncia nos sistemas de comunicacao a forca
causadora da diversidade.

Com relagao a pragas que existem no Brasil pouco ainda foi estudado.
Batista-Pereira et al. (2006) encontraram diferengas quantitativas e qualita-
tivas entre feromonios sexuais de populacoes de Spodoptera frugiperda (Lepi-
doptera: Noctuidae) do Brasil em relagao a populagoes da Europa e América
do Norte. Isso explicou por que iscas de feromonio importadas nao eram
efetivas no pais. Ja Cortés et al. (2010) sugerem que Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae) possui variacao geografica monomorfica de seu fe-
romonio sexual, com variacoes na quantidade e proporcao dos componentes

feromonais.
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2.5 Pragas do cafeeiro

O café é uma planta originaria da Etiépia, no continente africano. Foi
introduzida no Brasil em 1727, no estado do Para. Aqui, encontrou condigoes
ideais de cultivo e a cultura se espalhou pelo pais ja no século XVIII e se
consolidou no século XIX. O Brasil é o maior produtor mundial de café (FAO,
2008) e as principais areas de cultivo ocorrem na Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais, Parana, Rondonia e Sao Paulo. Em 2010 a producao nacional foi de
cerca de 48 milhdes de sacas (ICO, 2011).

Dentre os problemas fitossanitarios que ocorrem no cafeeiro, um dos prin-
cipais é o ataque por insetos praga. Sua natureza perene favorece o ataque
por intimeros insetos e acaros. Todas as partes da planta sao suscetiveis ao
ataque, que pode ocorrer desde a semeadura até o armazenamento. Algu-
mas pragas atacam o café de forma temporaria, enquanto outras vivem por
varias geragoes na planta. Em certos casos, o ataque pode leva-la a morte,
mas na maioria dos casos a praga apenas enfraquece a planta, reduzindo
sua producao. Os insetos constituem o grupo mais numeroso de pragas do
café. Das mais de 850 espécies que atacam a cultura, aproximadamente 200
tém sido reportadas na América. Dessas, cerca de 30 causam perdas im-
portantes. A praga considerada mais importante na regiao neotropical é a
broca-do-café, Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae). O bicho-
mineiro-do-cafeeiro L. coffeella e cochonilhas (Hemiptera: Pseudococcidae)

também tem causado problemas em varios paises (Barrera, 2008).

2.5.1 Bicho-mineiro

O bicho-mineiro é uma espécie neotropical, sendo encontrada no México,
América Central, América do Sul e Caribe (Barrera, 2008). No Brasil, é
considerado a principal praga do café, onde pode causar perdas de 50% na
produgao (Souza & Reis, 1992). As folhas s@o os tinicos 6rgaos danificados
por sua larva. O ataque do bicho-mineiro pode causar severa desfolha. No

Equador, desfolhas entre 70 e 90% j4 foram registradas em Coffea arabica
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e de 30 a 40% em Coffea canephora, as duas espécies de café importantes
economicamente (Barrera, 2008). A falta de folhas na planta reduz a ativi-
dade fotossintética e, consequentemente, a disponibilidade de nutrientes para
a produgao de frutos (Reis & Souza, 1998).

Na fase adulta, o bicho-mineiro é uma pequena mariposa de corpo me-
dindo entre 2 e 3 mm de comprimento e coberto por escamas prateadas.
Possui antenas filiformes. As asas anteriores possuem uma coloracao cinza
em formato oval, rodeado por uma linha preta e cercado por uma faixa ama-
rela que se estende ao longo das laterais. Os machos tendem a ser levemente
menores que as femeas. A femea deposita seus ovos nas folhas, e, de cada
ovo, eclode uma larva que tem um corpo anelado, de cor branca e medindo
aproximadamente 5 mm. Depois do periodo larval, passa pelos estados de
pré-pupa e pupa até chegar a adulto. A fémea geralmente deposita seus ovos
de forma irregular sobre a superficie das folhas mais maduras do cafeeiro,
particularmente no meio e na parte inferior da planta. Os ovos sao postos
individualmente ou em pequenos agrupamentos de até sete ovos, com uma
fecundidade que varia entre 30 e 80 ovos. Apoés a eclosao, a larva faz um corte
semicircular na folha, penetrando-a rapidamente, minando o parénquima pa-
licadico foliar. Quando estd pronta para empupar, a larva completamente
desenvolvida deixa a galeria formada fazendo um corte semicircular na folha.
A formacao do casulo e empupacao ocorrem na face abaxial da folha do café,
frequentemente em uma curvatura da folha ou préximo a uma nervura (Bar-
rera, 2008). A duragao do ciclo de vida, do ovo ao adulto, dura entre 19 e 87
dias, dependendo da temperatura. Varias geragoes ocorrem durante o ano,
particularmente em cafezais onde ha pleno sol ou seja levemente sombreado,
variando de 8 a 12 (Gallo et al., 2002; Barrera, 2008).

2.6 Feromonios sexuais na familia Lyonetiidae

Espécies proximas geralmente possuem similaridades estruturais entre os

componentes de seu feromonio, o que ajuda em classificacoes taxonomicas.
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Esses componentes podem ser tratados como caracteres e mapeados em filo-
genias para inferir o padrao de ganhos e perdas evolutivas desses componentes
e, consequentemente, o modo de evolugao (Symonds & Elgar, 2008).

Dentro da familia Lyonetiidae essa semelhanca estrutural entre os feromo-
nios de algumas espécies é observada (Figura 1). Assim como ocorre em L.
coffeella, os componentes do feromonio sexual de outros lionetiideos sao for-
mados por hidrocarbonetos contendo entre 1 e 2 grupos metila em posi¢oes
iguais, se diferenciando pelo tamanho da cadeia e pela presenca de insatu-
ragoes. Lyonetia prunifoliella (anteriormente Lyonetia speculella), Leucop-
tera malifoliella (anteriormente Leucoptera scitella) e Lyonetia clerkella sao
pragas de arvores frutiferas em regioes da Europa e Asia e possuem, respec-
tivamente, 10,14-dimetiloctadec-1-eno, 5,9-dimetilheptadecano e 14-metil-1-
octadeceno como componente principal de seu feroménio sexual (Gries et al.,
1997; Francke et al., 1987; Sugie & Tamaki, 1984).

Em todos os casos, o isomero que desencadeia a maior captura de machos
em armadilhas de feromonio é o SS (ou S, no caso de L. clerkella) (Park
et al., 2002; Sato et al., 1985; Té6th et al., 1989), contrastando com o resul-
tado encontrado por Lima (2001) em L. coffeella, onde somente a mistura
racémica levou a maiores capturas, apesar de ter tido maior resposta eletro-

antenografica ao isomero SS.
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Leucoptera coffeella

CH, CH,

H3c\/\)*\/\/|*\/\/\/CH3 5,9-dimetilpentadecano’

Leucoptera malifoliella

H; % Ye cH, 5S,98-dimetilheptadecano
H, CH,

H3C\/\/V\/\K\/\I*/\/\CH3 5,9-dimetiloctadecano’
CH, CH,

Lyonetia clerkella
~CH,  14S-metil-1-octadeceno

H,C c
H3
AN S S NSNS0, 14R-metil-1-octadeceno
H,C %
CH,

Lyonetia prunifoliella

HZCWW\!*/\/\E*/\/\CH3 10S,14S-dimetil-1-octadeceno
H, CH,
HaMWACHﬁ 5,9-dimetilheptadecano’

CH, CH,
H,C i 5 1
\/\/\/\/\I*/\/\l,.r/\/\cH3 5,9-dimetiloctadecano
CH, CH,

Figura 1: Estrutura dos componentes de feromonios de mariposas da familia
Lyonetiidae. * Centros quirais. !Estereoisdmero atrativo ao inseto ainda nao
determinado. Adaptado de Gries et al. (1997)
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3 Material e Métodos

3.1 Compostos sintéticos

Os isémeros puros de 5,9-dimetilpentadecano (SS, SR, RR e RS) (Fi-
gura 2) foram sintetizados no Laboratory of Agricultural Chemistry, Ibaraki
University, Japao.

As misturas racémicas desse composto foram sintetizados em 3 locais di-
ferentes: Photosensitive Materials Research Center, Toyo Gosei Co., Ltd,
Japao (C15-1); Shin-etsu Chemical Co. (C15-2), Ltd, Japao e Plant Protec-
tion Institute, Hungarian Academy of Sciences, Hungria (C15-3).

A mistura racémica de 5,9-dimetilhexadecano (C16) foi sintetizado no
Plant Protection Institute, Hungarian Academy of Sciences, Hungria.

Para o uso nas armadilhas, os compostos foram diluidos em hexano em
grau HPLC.

3.2 Localidades

O estudo ocorreu entre os meses de junho e julho de 2011 em duas lo-
calidades: Viveiro de Café da Universidade Federal de Vigosa (20°44’35”S;
42°50’5170, 700 m de altitude) em Vigosa, Minas Gerais e na fazenda Daterra
Atividades Rurais LTDA (18°45’317S; 46°58’10”0, 1160 m de altitude), em
Patrocinio, Minas Gerais. Estes locais se distanciam em aproximadamente
800 km. Entre os meses de setembro e outubro de 2011 o estudo ocorreu em
Pereira, Risaralda, Colombia. Em Vicosa, a area de estudo possuia plantas
de Coffea arabica de diferentes variedades, dentre elas Catuai, Mundo Novo

e Bourbon. Em Patrocinio, o estudo foi realizado em um talhao contendo
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Figura 2: Estrutura dos isomeros do componente principal do feromo-
nio sexual de Leucoptera coffeella. RR, 5R,9R-dimetilpentadecano; RS,
5R,9S-dimetilpentadecano; SR, 5S,9R-dimetilpentadecano; e SS, 5S,9S-
dimetilpentadecano. Adaptado de Malo et al. (2009)
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apenas C. arabica var. Mundo Novo, enquanto em Pereira a area utilizada

possuia somente C. arabica var. Colombia.

3.3 Delineamento experimental

Foram montadas de forma aleatéria armadilhas de feromonio do tipo
Delta Branca (Biocontrole®, Sao Paulo, Brasil) suspensas nos galhos do café
a uma altura entre 0.20 e 0.50 m do solo e distantes 30 m uma das outras
(Bacca et al., 2006). Cada armadilha continha um piso adesivo e a isca (pas-
tilha ou septo de borracha) foi colocada em seu centro. As armadilhas foram
vistoriadas semanalmente para retirada dos machos capturados durante 30
dias em Vigosa, 35 dias em Patrocinio e 35 dias em Pereira.

Em Vicosa e Chinchind, foram testadas pastilhas contendo 500 ug de SS,
SR, RR, RS e C15-2, com cinco repetigoes por tratamento.

Em Patrocinio, foram testadas pastilhas contendo 500 ug de SS, SR, RR,
RS, C15-1 e C15-2. Ainda testou-se septos de borracha contendo 200 ug de
C15-3 e uma mistura contendo 200 pg de C15-3 e 20 ug de C16 (C15,C16).

Cada tratamento foi repetido dez vezes.

3.4 Analises estatisticas

As médias do numero de insetos capturados por armadilha por semana
em cada tratamento foram analisadas através de Modelos Lineares Genera-
lizados (GLM) com distribui¢ao de erros quasi-poisson. Foi feito um teste
de Chi-quadrado seguido de uma andlise de contraste para saber quais mé-
dias diferiam entre si (Crawley, 2007). Todas as andlises foram realizadas no

programa estatistico R (R Development Core Team, 2011).
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4 Resultados

Em Vicosa, armadilhas contendo a mistura racémica de 5,9-
dimetilpentadecano (C15-2) capturaram mais machos que armadilhas con-
tendo os isomeros (gl = 4, x? = 17.582, P < 0.001)(Figura 3). Analisando
somente a captura pelos isomeros, RS capturou mais machos que os outros
isomeros e o controle (gl = 3, x? = 7.8254, p = 0.006)(Figura 4).

Em Patrocinio, armadilhas contendo C15-2, C15-3 e C15,C16 capturaram
mais machos que os outros tratamentos (gl = 7, x* = 61.78, p < 0.001)(Fi-
gura 5). RS capturou mais machos que os outros isomeros (gl = 3, x* =
19.133, p = 0.0018)(Figuras 5 e 6).

Em Chinchind, armadilhas contendo C15-2 capturaram mais machos que
as que continham isémeros (gl = 4, x* = 11.435, p < 0.001)(Figura 7). SS,
RR e RS capturaram mais machos que SR (gl = 3, x? = 7.419, p = 0.0053).
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Figura 3: Machos de Leucoptera coffeella capturados em armadilhas Delta
contendo 5,9-dimetilpentadecano (C15-2) e seus isémeros em Vigosa, Minas
Gerais, Brasil. Médias de mesma cor nao diferem estatisticamente entre si
(Chi-quadrado seguido de Anélise de Contraste, p < 0.001). EP = Erro
Padrao.
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Figura 4. Machos de Leucoptera coffeella capturados em armadilhas Delta
contendo isomeros de 5,9-dimetilpentadecano em Vigosa, Minas Gerais, Bra-
sil. Médias de mesma cor nao diferem estatisticamente entre si (Chi-quadrado
seguido de Anélise de Contraste, p = 0.006). EP = Erro Padrao.
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Figura 5: Machos de Leucoptera coffeella capturados em armadilhas Delta contendo diferentes sinteses de 5,9-
dimetilpentadecano (C15-1,C15-2,C15-3) e seus isdmeros e uma mistura de C15-3 e 5,9-dimetilhexadecano
(C15,C16) em Patrocinio, Minas Gerais, Brasil. Médias de mesma cor nao diferem estatisticamente entre si
(Chi-quadrado seguido de Andlise de Contraste, p < 0.001). EP = Erro Padrao
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Figura 6: Machos de Leucoptera coffeella capturados em armadilhas Delta

contendo isomeros de 5,9-dimetilpentadecano em Patrocinio, Minas Gerais,

Brasil. Médias de mesma cor nao diferem estatisticamente entre si (Chi-
quadrado seguido de Anélise de Contraste, p = 0.0018). EP = Erro Padrao.
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Figura 7: Machos de Leucoptera coffeella capturados em armadilhas Delta
contendo 5,9-dimetilpentadecano (C15-2) e seus isomeros em Chinchind, Cal-
das, Colombia. Médias de mesma cor nao diferem estatisticamente entre si
(Chi-quadrado seguido de Anélise de Contraste, p < 0.001). EP = Erro
Padrao.
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5 Discussao

Compostos minoritarios extraidos de glandulas de feroménio muitas ve-
zes aumentam a eficiéncia do composto majoritario, sendo entao, parte da
mistura feromonal. 5,9-dimetilhexadecano, composto minoritario presente
na glandula de feromoénio de fémeas de L. coffeella (Francke et al., 1988),
nao exerceu efeito algum sobre a captura de machos por meio de armadi-
lhas. Dessa forma, esse composto nao deve ser considerado como parte do
feromonio sexual de L. coffeella.

Das trés diferentes sinteses testadas, C15-2 e C15-3 tiveram a maior atra-
¢ao a machos, nao diferindo entre si. Portanto, também nao houve dife-
renga entre os liberadores utilizados (pastilha e septo de borracha, respec-
tivamente); aspecto importante que deve ser levado em conta, ndo apenas
pelos parametros fisicos envolvidos no processo de liberacao do feromonio,
mas também pelos custos envolvidos em sua producao. Formas de se bara-
tear a aplicacao desses compostos devem sempre ser almejadas. Armadilhas
contendo a sintese C15-1 tiveram desempenho igual as armadilhas controle.
Uma explicagao para isso seria uma possivel decomposicao do composto, ge-
rando subprodutos que afetariam a atracao de machos. Mottus et al. (1997)
observaram que iscas contendo 50% de produtos de decomposi¢ao do feromo-
nio sexual de Plutella zylostella (Lepidoptera: Plutellidae) prejudicaram a
atragdo a machos em armadilhas. Fatores que afetam a pureza de compostos
quimicos podem ocorrer com frequéncia (Armarego & Chai, 2009) e a andlise
desse composto em um cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de
massa ajudard a entender o porqué desse resultado.

Em ambas as regioes amostradas, misturas racémicas de 5,9-

dimetilpentadecano atrairam mais machos de L. coffeella que seus isdmeros
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individuais. Esse resultado coincide com o encontrado por Lima (2001) em
Patrocinio. No entanto, quando analisados somente a captura obtida pelas
armadilhas contendo isomeros, RS se destaca como o isbmero que mais atrai
machos, contrastando com os resultados de testes comportamentais e fisio-
légicos encontrados por Lima (2001). Em seu trabalho, foi observado que o
isomero SS produzia as maiores respostas em eletroantenografo e tunel de
vento. Apesar dos resultados parcialmente divergentes, os dois trabalhos re-
forcam a ideia de que femeas de L. coffeella produziriam uma mistura binéaria
ou ternaria de isomeros de 5,9-dimetilpentadecano que atuariam em sinergia
(Lima, 2001), semelhante ao que ocorre em alguns insetos (Mori, 1998).

E comum a ocorréncia de variacao geografica intraespecifica do feromonio
sexual, principalmente em mariposas (Cardé et al., 1975; McElfresh & Millar,
2001; El-Sayed et al., 2003; Batista-Pereira et al., 2006; Cortés et al., 2010).
A descoberta de distingoes entre esses compostos é fundamental para que se
faca um uso correto do feromonio em programas de manejo em diferentes
populacoes. Pelo presente trabalho, nao héa evidéncias da ocorréncia de va-
riacao geografica no feromonio de populagoes do bicho-mineiro de Vigosa e
Patrocinio. Apesar da grande distancia entre essas duas regioes, nao deve ha-
ver uma barreira de isolamento geografico consistente entre elas, sendo que
este é o primeiro passo para que se desenvolva mecanismos de isolamento
reprodutivo em alopatria (Ridley, 2006). As regides produtoras de café em
Minas Gerais sao préximas umas das outras, e talvez funcionem como uma
ponte entre pontos distantes, o que diminuiria o isolamento entre populacoes,
permitindo fluxo génico. Apesar disso, ha evidéncias de que ocorra variagao
geografica do feromonio entre populagoes de Minas Gerais e populagoes do
bicho-mineiro no México. Nesse pais, machos sao mais atraidos por arma-
dilhas contendo o isomero SR (Malo et al., 2009) em vez do isomero RS,
relatado neste trabalho. Contudo, nao se pode afirmar que ha isolamento

reprodutivo entre as populagoes.
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O modo como os feromonios evoluem, sofrendo modificagoes entre indivi-
duos da mesma espécie e levando ao isolamento reprodutivo pré-copulatorio,
tem sido alvo de estudos ha varias décadas. Por muito tempo acreditou-se
que haveria uma forte selecao no sentido de manterem os feromonios estaveis
dentro da espécie, visto a alta especificidade desses compostos (Glover et al.,
1990). Tanto a sinaliza¢ao quanto a recepgao do feromonio teriam que evoluir
simultaneamente para que novos sistemas de comunicacao quimica se estabe-
lecessem. Mudancas adaptativas ocorreriam de forma gradual, com pequenas
modificacoes, e a coadaptacao entre machos e femeas teria que se reestabe-
lecer a cada passo (Paterson, 1985). Outra alternativa a essa hip6tese seria
de que a sinalizacao e a resposta estariam ligados geneticamente por meio
de, por exemplo, pleiotropia, onde um gene influencia mais de uma caracte-
ristica fenotipica. Caracteres que influem na adaptacao ecoldgica estariam
geneticamente correlacionados com os caracteres que influem no isolamento
pré-zigético (Ridley, 2006). No entanto, ndo ha evidéncias de que isso ocorra
nos genes relacionados com a produgao e recep¢ao de sinais quimicos (Phelan,
1992).

O modelo de evolucao da comunicacao quimica em mariposas mais aceito
foi proposto por Phelan (1992), sendo conhecido como “Rastreamento Assi-
métrico”. Segundo seu autor, “o termo ¢ utilizado para enfatizar a visao de
que sistemas de sinalizacao raramente estarao sob forte selecao mutuamente
estabilizadora”, ou seja, a selecao do sinal quimico e da resposta sera assi-
métrica. Basicamente, prediz-se que a producao de feromonio estara sobre
fraca selecao e sua evolucao ocorrera principalmente ao acaso e machos raros
que possuissem uma amplitude maior de respostas em seus quimiorrecepto-
res iriam rastrear esses novos compostos. As mudangas ocorreriam entao de
forma saltacional, ndo gradual. Roelofs et al. (2002) encontraram indicios na
natureza que validam esse modelo. Foi evidenciado que um evento saltaci-
onal ocorreu em uma populacao ancestral de mariposas do género Ostrinia,
levando ao surgimento da espécie O. furnacalis. Um gene nao expresso li-

gado a producao de certa desaturase, enzima participante da biossintese de
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feromonios, passou a ser expresso em alguns individuos ancestrais, mudando
a conformacao de seu feromoénio. A prova de que alguns machos raros ras-
trearam esse novo feromonio veio de experimentos onde alguns machos de O.
nubilalis eram atraidos tanto por seu como pelo feromoénio de O. furnaca-
lis (Roelofs et al., 2002). Desse modo, alteragoes na atividade de qualquer
enzima sao capazes de causar significantes mudancas evolutivas na mistura
feromonal emitida (Baker, 2002).

E provével que esse mesmo modo de evolucdo tenha ocorrido na diferen-
ciagao dos feromonios sexuais da familia Lyonetiidae. Lyonetia prunifoliella,
Leucoptera malifoliella e Lyonetia clerkella sao lionetiideos que tém como
hospedeiro arvores frutiferas da Europa e Asia. Os feromonios dessas espécies
e de L. coffeella sao estruturalmente muito semelhantes, sendo hidrocarbone-
tos contendo um ou dois grupos metila em posigoes equivalentes (Gries et al.,
1997; Francke et al., 1987; Sugie & Tamaki, 1984). Mas, diferente do encon-
trado no bicho-mineiro, o isomero SS (ou S, no caso de L. clerkella) leva
a maiores capturas em armadilhas de feromonio para essas espécies (Park
et al., 2002; Sato et al., 1985; T6th et al., 1989). Mutagoes em genes de
lionetideos ancestrais devem ter levado a formacao de novos feromoénios por
meio de acréscimo ou retirada de duplas ligacoes, grupos metila e carbonos

da cadeia principal.
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6 Conclusoes

A determinacao da proporc¢ao correta dos componentes do feromonio se-
xual de um inseto é de suma importancia para a implantacao de um pro-
grama de manejo utilizando-se estes compostos, dada a alta especificidade
do sistema de comunicacao quimica. A mistura feromonal produzida por fé-
meas do bicho-mineiro ainda permanece uma incégnita, mas alguns avancos
foram alcancados. 5,9-dimetilhexadecano nao parece fazer parte dessa mis-
tura, visto que nao eliciou respostas em machos de L. coffeella. Do ponto de
vista economico é um resultado satisfatério, ja que é um composto a menos a
ser sintetizado para a composicao da mistura. Pela resposta dos machos aos
isomeros de 5,9-dimetilpentadecano, parece nao haver diferenca no feromonio
produzido por fémeas de Vigosa e de Patrocinio, mas haveria diferenca em
relacao a fémeas do México. No entanto, por nao se tratar do feromonio
completo, é preciso cautela ao se fazer qualquer suposicao.

Experimentalmente, a mistura racémica de 5,9-dimetilpentadecano vem
sendo utilizada para estudos (Lima, 2001) e ja existe inclusive um plano
de amostragem por meio de armadilhas de feromonio contendo essa mistura
(Bacca et al., 2008), mas ainda nao é utilizada em programas de manejo.
T6th et al. (1989) e Park et al. (2002) sugerem o uso de misturas racémicas
dos componentes principais dos feromonios de L. malifoliella e L. prunifoli-
ella, respectivamente, em armadilhas de feromonio. Dependendo da propor-
¢ao da mistura, nao ha diferenca na captura de machos em relagao ao isomero
SS, tido como o produzido pela fémea. A sintese de misturas racémicas é mais
facil e mais barata, tornando-se vantajosa em relacao a utilizacao de isome-
ros. E provavel, entao, que para L. coffeclla seja vantajoso a utilizacao de

misturas racémicas mesmo quando a mistura feromonal correta for elucidada.
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Experimentos fisiolégicos e comportamentais com misturas de isdmeros de
5,9-dimetilpentadecano podem esclarecer como é a mistura produzida pelo
bicho-mineiro. Além disso, analises do gendtipo de populagoes nas variadas
regioes produtoras de café por meio de técnicas moleculares seria uma forma

mais confidavel de se avaliar diferencas entre elas.
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