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RESUMO

MAGALHAES, Sérgio Tinéco Vercosa de, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2005. Fitoquimicos na interacao de bicho-mineiro com cafeeiros.
Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes. Conselheiros. Antonio Jacinto
Demuner e Erado Rodrigues de Lima.

O presente trabalho objetivou explicar por que o bicho-mineiro prefere e se
desenvolve melhor em gendtipos suscetivels de cafeeiros, testando as hipéteses. a)
Acido clorogénico, cafeina e derivados, presentes na folha de cafeeiros atuam como
mediadores da interacdo entre este lepidptero e cafeeiros, norteando a oviposicéo de
Leucoptera coffeella; b) Estes compostos atuam como substéncias de defesa dos
cafeeiros contra este minador de folhas, pregudicando o seu desenvolvimento; ¢) ou
ainda, se existem fitoquimicos volateis nas folhas desses gendtipos de cafeeiros que
atuam como mediadores da interacdo com este inseto, influenciando no comportamento
de escolha para sua oviposicdo. Desta forma, acido clorogénico, cafeina e derivados
presentes em doze gendtipos de cafeeiros, antes e depois da infestacdo por larvas deste
inseto, foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
correlacionados com testes de preferéncia para oviposicdo nestes gendtipos bem como
com o teste de desenvolvimento desta praga (de ovo até adulto) nestes gendtipos.
Verificou-se que a concentragéo da cafeina contribuiu mais para a divergéncia entre os
gendtipos, podendo ser um mediador desta interacdo. Em seguida, foi conduzido um
ensaio de preferéncia para postura usando concentracbes crescentes de cafeina
pulverizadas nas folhas do gendtipo de cafeeiro com menor teor de cafeina (i.e., Hibrido
3). Os resultados obtidos possibilitaram o0 estabelecimento de uma relacéo
concentracdo-resposta significativa, confirmando a hipdtese de que a cafeina atua
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estimulando a postura do bicho-mineiro em foliolos de cafeeiro. N&o foi verificada
correlacdo significativa entre os teores dos fitoquimicos analisados com os parametros
do desenvolvimento este minador de folhas. Assim, apesar da confirmagdo de
resisténcia por antibiose em alguns gendtipos de cafeeiro (Coffea racemosa e seus
hibridos com C. arabica), os resultados obtidos ndo salientam a relevancia de nenhum
dos fitogquimicos analisados como mediador potencia desta interagdo. Entretanto, foi
observado que infestacdo deste inseto acarreta declinio nos teores foliares de acido
clorogénico, que apesar de ndo exercer efeito nesta espécie-praga, pode favorecer a
infestacdo por outras. Extratos dos compostos voléteis liberados por estes genétipos de
cafeeiro foram coletados no campo e analisados em cromatografia gasosa acoplada com
eletroantenograma (CG/EAD), bem como em cromatografia gasosa acoplada com
espetrometro de massas (CG/EM). A seguir, os dados foram estudados através da
andlise de variaveis canbnicas e correlacdo canbnica através das quais se verificou que
p-cimeno correlacionava-se de modo significativo e proporcional com a oviposi¢éo do
bicho-mineiro e que trans-b-ocimeno correlacionava de modo significativo e
inversamente proporcional com a oviposicdo deste lepidoptero. Com o intuito de
confirmar a atividade biolégica do p-cimeno, testes de olfatdmetro, em quatro vias,
foram realizados com o bicho-mineiro, sendo verificada uma preferéncia significativa
para as vias que possuiam este produto. Assim ficou confirmado o papel biol6gico do p-
cimeno como mediador quimico da interacdo entre bicho-mineiro e gendtipos de
cafeeiro, favorecendo a aproximagdo do bicho-mineiro com esta planta e o

reconhecimento de hospedeiros suscetiveis.



ABSTRACT

MAGALHAES, Sérgio Tinéco Vercosa de, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
February 2005. Fitochemicals in the interaction of Leucoptera coffeella with
coffee plants. Advisor: Raul Narciso Carvaho Guedes. Committee Members:
Antdnio Jacinto Demuner and Eraldo Rodrigues de Lima.

The present work aimed to explain why the coffee leaf miner prefers and
develops better in susceptible coffee genotypes testing the following hypothesis. a)
chlorogenic acid, caffeine and derivatives present in coffee leaves act as mediators of
the intereaction between this Lepidoptera and coffee guiding the oviposition by
Leucoptera coffeella; b) These compounds act as coffee defense susbstances against
these leaf miner impairing its development; c) or yet there are leaf volatile fitochemicals
in coffee genotypes mediating its interaction with this insect species influencing its egg
laying behavior. Therefore, chlorogenic acid, caffeine and derivatives present in leaves
from twelve coffee genotypes were quantified by high performance liquid
chromatography before and after insect infestation and correlated with results from a
free-choice test of egg laying preference and a non-choice test of insect development in
these genotypes. Caffeine was the main contributor for the divergence among genotypes
and is a potential mediator of this insect-plant interaction. Preference bioassays carried
out to test the hypothesis spraying caffeine on leaves of the genotype with the lowest
leaf caffeine content (i.e., Hybrid UFV 557-04). The results obtained allowed the
recognition of a significant concentration-response relationship providing support for
the hypothesis that caffeine stimulates oviposition by the coffee leaf miner in coffee
genotypes. There was no significant correlation between the levels of the fitochemicals
and the development parameters of this leaf miner. Therefore, despite the confirmation



of antibiosis type of resistance in coffee genotypes (Coffea racemosa and its hybrids
with C. arabica), the results obtained do not provide any evidence for the relationship
under consideration. Nonetheless, infestation by the leaf miner seems top lead to a drop
on the levels of chlorognic acid, which despite of not showing any activity on this
species, may favor infestation by other arthropods. Extracts of volatile compounds from
leaves of these coffee genotypes were field collected and anadyzed by a gas
chromatographer coupled with an electroantenographer (CG/AED) and also by a gas
chromoatographer coupled with a mass espectrometer (CG/MS). The data was subjected
to canonical variate analysis allowing the recognition of the positive correlation
between p-cymene and egg-laying by the coffee leaf miner and the negative correlation
between trans-b-ocimene and the same trait. Olfatomer tests in a four-arms apparatus
were carried out to assess the biological activity of p-cymene and a significant
preference to the arms containing this compound were observed. Therefore the
biological role of p-cymene as a chemical mediator in the interaction between the coffee
leaf miner and coffee genotypes was recognized favoring the approach and host

recognition by the insect.
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INTRODUCAO GERAL

A producdo de café esta limitada por problemas fitossanitérios, dentre os quais
destaca-se 0 bicho-mineiro das folhas do cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-
Meneville) (Lepidoptera: Lyonetiidae) (Rels e Souza, 1996; Guerreiro Filho et al.,
1999). Essa praga alimenta-se do mesofilo foliar e provoca queda prematura das folhas,
reduzindo a érea fotossintética e a producdo de frutos em até 50% (Reis e Souza, 1996,
1998; Guerreiro Filho et al., 1999). Portanto, esse inseto tem sido considerado praga-
chave da cafeicultura na maioria das regides produtoras em fungdo dos sérios prejuizos
econdmicos causados por ele (Souza et a., 1998). Esse tipo de fitofagia, presente em
muitos insetos holometabolos, constitui vantagens adaptativas em relagdo a outras
pragas como reducdo dos riscos por dessecacdo e minimizagdo das dificuldades de
conexdo a planta (Bernays e Chapman, 1994).

O controle quimico tem sido o principal método empregado pelos cafeicultores
para o controle do bicho-mineiro (Souza et a., 1998; Guerreiro Filho et al., 1999). O
uso continuo deste método tem provocado a perda da eficiéncia de inseticidas mediante
selecdo de populacdes de bicho-mineiro resistentes (Fragoso et al., 2002, 2003).

Entre as dternativas existentes para o controle dessa praga destaca-se 0 uso de
cafeeiros resistentes, obtidos através de melhoramento genético. Alguns trabalhos de
melhoramento salientam a importancia de identificar germoplasmas portadores de genes
de resisténcia e transferir para materiais comerciais. Diferentes nivels de resisténcia tém
sido encontrados em varias espécies do género Coffea. Altos niveis de resisténcia tém
sido encontrados em C. stenophylla, C. brevipes, C. liberica e C. salvatrix, e niveis
moderados de resisténcia em C. eugenioides, C. kapakata, C. racemosa e C. dewevrei.
Variedades resistentes tém sido desenvolvidas no Brasil, introduzindo genes de
resisténcia de cafeeiros da espécie C. racemosa em gendétipos da espécie cultivada C.
arabica, em virtude desta espécie poder ser cruzada mais facilmente com C. arabica.



(Almeidaet al., 2003; Guerreiro Filho et a., 1991; Guerreiro Filho et al., 1999; Matiello
et al., 2000, 2001, 2002).

Apesar disso, pouco se conhece sobre as interagdes inseto/planta e mecanismos
responsaveis pela resisténcia destes gendtipos ao bicho-mineiro, 0 que poderia
beneficiar muito os programas de melhoramento para a obtencdo de plantas resistentes a
esta praga (Kogan, 1986; Lara et a., 1986; Rahimi e Carter, 1993).

O comportamento de insetos € uma expressdo de processos neurais modificados
por fatores fisioldgicos e ambientais, sendo imprescindivel para o entendimento das
interacBes entre organismos (Bernays, 2001). Nas Ultimas duas décadas, as interactes
inseto/planta tém sido focos dos estudos em ecologia e evolucéo (Bernays e Chapman,
1994).

O bicho-mineiro, como qualquer outra espécie de inseto, possui a capacidade de
detectar estimulos mecanicos, quimicos e sonoros produzidos pelo ambiente, os quais
possibilitam sua resposta seletiva (Chapman, 1998). Em decorréncia da importancia da
guimiorrecepcdo na comunicacdo de insetos (Cardé e Bell, 1995; Chapman, 1998),
acredita-se que estimulos quimicos produzidos pelos cafeeiros devam nortear, a0 menos
parcialmente, suas relactes interespecificas com esse inseto-praga.

Dentre as variedades cultivadas comercialmente do género Coffea no mundo, C.
arabica e C. canephora sdo as mais cultivadas. Estas possuem diferencas quanto a
composi¢ao quimica nos frutos, sendo que a concentraco de carboidratos, lipidios e
trigonelina s8o maiores em C. arabica, e &cido clorogénico e cafeina s8o maiores em C.
canephora (Viani, 1986). Além destes, existem outros COmpostos COMO 0S Precursores
do &cido clorogénico (&cido cafeico, acido ferdlico, p-cumarico, quinico) (Mann, 1987;
Ky et al., 1999), e da cafeina (teobromina, 7-metilxantinad) bem como os subprodutos
desta (teobromina, teofilina, 3-metilxantina, 7-metilxantina e xantina) (Waller et al.,
1982), que podem estar envolvidos nainteracéo inseto/planta.

Desta forma, o presente trabalho tentou explicar por que o bicho-mineiro prefere e
se desenvolve melhor em gendtipos suscetiveis de cafeeiro, testando as seguintes
hipoteses: a) Acido clorogénico, cafeina e derivados presentes na folha de cafeeiros
atuam como mediadores de interagcdo, norteando a oviposicéo de Leucoptera coffeella;
b) Estes compostos atuam como substéncias de defesa dos cafeeiros contra o bicho-
mineiro, prejudicando o0 seu desenvolvimento; c) ou ainda, se existem fatores
fitoquimicos volateis nas folhas desses gendtipos de cafeeiros que atuam como
mediadores da interagdo com o bicho-mineiro, influenciando no comportamento de
escol ha para a sua oviposi G&o.
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ATIVIDADE BIOLOGICA DE FITOQUIMICOS DE CAFEEIRO NA POSTURA DE
BICHO-MINEIRO



RESUMO

Dada a importancia da quimiorrecepcdo no comportamento de insetos, o presente
trabalho testou a hipétese de que derivados do acido clorogénico e da cafeina presentes
na folha de cafeeiros atuem como mediadores de interacéo, norteando a oviposicéo de
Leucoptera coffeella. Desta forma, estes fitoquimicos foram quantificados em folhas de
doze gendtipos de cafeeiro, com variados niveis de resisténcia, e a preferéncia para
oviposicdo nestes gendtipos foi avaliada. Através de andlises de varidveis canbnicas e
de correlacéo candnica parcial verificou-se que a concentracdo da cafeina foi a que mais
contribuiu para a divergéncia entre os gendtipos, sendo um mediador potencia desta
interacdo. Em seguida, foi conduzido um ensaio de preferéncia para postura usando
concentracOes crescentes de cafeina pulverizadas nas folhas de um dos gendtipos com
menor teor deste fitoquimico (i.e., Hibrido UFV 557-04, gerado do cruzamento entre
Coffea racemosa e C. arabica). Os resultados obtidos possibilitaram o estabel ecimento
de uma relacdo concentracdo-resposta significativa, confirmando a hip6tese de que a
cafeina atua estimulando a postura do bicho-mineiro em folhas de cafeeiro.



ABSTRACT

The recognized importance of chemioreception in insect behavior led to the
present investigation aiming to test the hypothesis that the chlorogenic acid and caffeine
present in coffee leaves play a role as interaction mediators modulating egg laying by
Leucoptera coffeella. These fitochemicals, as well as some caffeine derivatives, were
therefore quantified in leaves from 12 coffee genotypes and their preference for egg
laying was assessed. Canonical variate analysis and partial canonical correlation
provided evidence that caffeine has a potential role mediating the interaction between
coffee and the coffee leaf miner. An egg laying preference bioassay was therefore
carried out to specifically test this hypothesis using increasing caffeine concentrations
sprayed on |leaves of one of the coffee genotypes with the lowest level of this compound
(i.e., Hybrid UFV 557-04 generated from a cross between Coffea racemosa and C.
arabica). The results obtained allowed the recognition of a significant concentration-
response relationship providing support for the hypothesis that caffeine stimulates egg

laying by the coffee leaf miner in coffee leaves.



INTRODUCAO

Comportamento é a expressdo de processos neurais modificados por fatores
fisol6gicos e ambientais, sendo centra para o entendimento das interacbes entre
organismos (Bernays, 2001). Nas Ultimas duas décadas, as interagdes inseto/planta tém
sido focos dos estudos em ecologia e evolucdo (Bernays e Chapman, 1994). Este
conhecimento tem possibilitado a determinacdo dos mecanismos de resisténcia de
plantas a insetos, sendo muito Util para aqueles que trabalham com o melhoramento de
plantas cultivadas e com o0 manejo de pragas.

O bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) constitui um
importante problema fitossanitario da cafeicultura brasileira, devido aos danos e
prejuizos causados (Parra 1985; Reis e Souza, 1996; Reis e Souza, 1998). Durante sua
fase larval, ele se adimenta estritamente do mesofilo foliar do cafeeiro, sendo
considerada uma praga monoéfoga (Pereira, 2002). Esse tipo de especiaizacdo, presente
em muitos insetos holometdbolos, bem como sua monofagia, podem ser determinados
pela presenca de fatores quimicos, fisicos e morfol gicos presentes na folha do cafeeiro,
favorecendo assim uma resposta comportamental positiva em relacdo ao hospedeiro
(Bernays e Chapman, 1994).

Programas de melhoramento genético tém sido conduzidos visando a obtencéo de
gendtipos de cafeeiros resistentes a este lepiddptero, obtido de cruzamento entre Coffea
racemosa e C. arabica (Almeida et al., 2003; Guerreiro Filho et a., 1991; Guerreiro
Filho et a., 1999; Matiello et al., 2000, 2001, 2002). Apesar disso, pouco se conhece
sobre as interagdes inseto/planta e mecanismos responsaveis pela resisténcia destes
gendtipos ao bicho-mineiro, o que poderia beneficiar muito os programas de
melhoramento para a obtencdo de cafeeiros resistentes a esta espécie-praga (Kogan,
1986).

Dentre as variedades cultivadas comercialmente do género Coffea no mundo, C.
arabica e C. canephora sdo as mais cultivadas. Estas possuem diferencas quanto a
composicdo quimica nos frutos, sendo que a concentracdo de carboidratos, lipidios e
trigonelina sdo maiores em C. arabica, e &cidos clorogénicos e cafeina sdo maiores em
C. canephora (Viani, 1986). Compostos fendlicos como écidos clorogénicos e cafeina e
derivados sdo relatados como mediadores de interagbes inseto-planta (Bernays e
Chapman, 1994). Estes compostos estdo presentes em cafeeiros podendo estar
envolvidos em interacdes entre este inseto e o cafeeiro. As principais classes de acidos
clorogénicos encontradas em frutos de cafeeiros sdo divididas em &cidos cafeoilquinico,



acidos dicafeoilquinico e feruloilquinico e estes também variam conforme a espécie
analisada (Ky et a., 1999). Além destes, existem outros compostos COMo 0S Precursores
do é&cido clorogénico (écido cafeico, &cido ferulico, p-cumérico e quinico) (Mann, 1999;
Ky et al., 1999), da cafeina (teobromina, 7-metilxantind) bem como os subprodutos
desta (teobromina, teofilina, 3-metilxantina, 7-metilxantina e xantina) (Waler et al.,
1982), que também variam conforme o gendtipo de cafeeiro.

O bicho-mineiro, como qualquer outra espécie de inseto, possui a capacidade de
detectar estimulos mecanicos, quimicos e sonoros produzidos pelo ambiente, os quais
possibilitam uma resposta seletiva ao ambiente (Chapman, 1998). Dada a importancia
da quimiorrecepcdo na comunicacao de insetos (Cardé and Bell, 1995; Chapman, 1998),
acredita-se que estimulos quimicos produzidos pel os cafeeiros devam nortear, a0 menos
parciadmente, suas relacOes interespecificas com o bicho-mineiro. Desta forma, o
presente trabalho testa a hip6tese de que acido clorogénico, cafeina e seus derivados
presentes nas folhas de cafeeiros atuam como mediadores de interagdo, norteando a
oviposi¢cao do bicho-mineiro.

MATERIAL E METODOS

Material genético e padr&es de aleloquimicos

As folhas dos gendtipos de cafeeiro com diversos niveis de resisténcia ao bicho-
mineiro foram obtidas do Viveiro de Café do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Vigosa, VicosaeMG, durante o verdo de 2002. Todos estes
gendtipos estavam em fase de producdo, com mais de 7 anos de idade. Os genétipos
utilizados foram: C. arabica cv. Catuai Vermelho IAC 99 (UFV 2147 c 48 EL7), C.
arabica cv. Mundo Novo IAC 376-4-32 (UFV 2150 ¢ 40 EL8), C. arabica cv. Topazio
(MG 1190 ¢ 133), C. arabica cv. Borbom Amarelo (UFV 2952 C-146 ¢ 17), C. arabica
cv. Oeiras MG 6851 (UFV 2983 ¢ 303), C. canephora cv. Robusta (UFV T3580 (1-2) ¢
171), C. arabica cv. Hibrido de Timor CIFC 2570 (UFV 447-49 CAYS), C. racemosa
(UFV 545 ¢ 28), e quatro hibridos tripl6ides resultantes do cruzamento natural entre C.
racemosa (UFV 544) e C. arabica: Hibrido UFV 557-04, Hibrido UFV 557-02, Hibrido
UFV 557-03 e Hibrido UFV 557-06.

Os padrées aeloquimicos utilizados no trabalho foram: &cido clorogénico (&cido
5-O-cafeoilquinico), é&cido cafeico, cafeina (1,3,7-trimetilxantina), teofilina (1,3-
dimetilaxantina), xantina (2,6-diidroxipurina), 3-metilxantina  (2,6-diidroxi-3-
metilpuring),  7-metilxantina  (2,6-diidroxi-7-metilpurina),  teobromina  (3,7-
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dimetilxantina) e teofilina (1,3-dimetilxantina) (Sigma-Aldrich Quimica Brasil).

Criagéo do bicho-mineiro

Folhas minadas contendo larvas de L. coffeella foram coletadas semanal mente em
plantacdes de C. arabica cv. Mundo Novo, Catuai Vermelho e Catuai Amarelo. Estas
foram colocadas em placas do tipo ‘gerbox’ contendo uma solucéo aguosa com 10° M
de benziladenina (Reis et a., 2000). Assim que as larvas passaram para 0 estagio de
pupa, foram transferidas para tubos fechados, onde ficaram até a emergéncia dos
adultos.

Avaliacao da preferéncia para a oviposicao do bicho-mineiro

O peciolo das folhas dos genétipos de cafeeiro foi imerso em um pequeno tubo de
8,0 cm de altura por 3,0 cm de didmetro, contendo solucéo aquosa com benziladenina, e
fechado com tampa que permitia a passagem do peciolo. Em seguida, foram colocados
dentro de gaiolas teladas com organza (40 x 40 x 40 cm), contendo adultos (20 machos
e 20 fémeas) recém-emergidos. ApOs 24 horas de exposicdo, 0 nimero de ovos foi
contado, com a aguda de lupa estereoscopica (aumento de 15 a 20 vezes). Este
procedimento foi realizado dezesseis vezes.

Extracao de fitoquimicos presentes em folhas de cafeeiro

Trés conjuntos de folhas, com aproximadamente 15 g cada, foram secos em estufa
a 40°C, por duas semanas. Ao final deste tempo, as folhas haviam perdido em média
70% de umidade e foram entdo moidas. Em seguida, 1 g de cada amostra foi pesada em
erlenmeyers, sendo adicionados 30 ml de metanol para a extracdo dos fitoquimicos. Os
erlenmeyers foram colocados em um recipiente contendo agua a 60°C por 4 horas. O
extrato foi filtrado em papel de filtro, concentrado em evaporador rotativo, re-diluido
com metanol para um volume de 3 ml, e novamente filtrado a vacuo em um extrator em

fase solida Cis.

| dentificacdo e quantificacdo de fitoquimicos

As amostras filtradas no extrator de solidos foram diluidas com metanol até
completarem o volume de 10 ml. Uma aliquota de 0,5 ml foi retirada e diluida em
metanol : agua (1:1) para um volume de 10 ml. Dois ml desta solucéo foram retirados e
diluidos, ajustando novamente para 10 ml com solugdo metanol:agua (1:1). Esta solucéo

foi filtrada em uma unidade filtrante com membrana PTFE (0,45 mm de malhae 13 mm
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de didmetro). Uma aliquota de vinte ml desta solucdo foram injetados no cromatografo
liquido de ato desempenho.

O cromatégrafo utilizado era composto de duas bombas Shimadzu modelo LC-
10AD, detector Shimadzu modelo SPD-10AV Dual, gjustado para detectar no canal 1
em | =272 nm (cafeina e seus derivados), e no canal 2 em | =320 nm (écido clorogénico
e &cido cafeico) bem como um médulo de comunicagdo Shimadzu modelo CBM-10A.
Foi utilizada uma coluna de Lichrosorb de fase reversa modelo RP-18 (250 mm x 4.6
mm X 5 mm). A fase mével foi formada por uma solucéo metanol: &gua com 1,0 mM de
HCl em gradiente: 0,1 a 7,0 minutos (17 : 83 %), 7,1 a 37,0 minutos (23: 77 %) e 37,1 a
40,0 minutos (100: 0 %). O fluxo da fase mével foi de 1,0 ml/minuto, conforme Daglia
et a. (1994).

Padroes dos compostos analisados (xantina, 3-metilxantina, 7-metilxantina,
teobromina, teofilina, acido clorogénico, acido cafeico e cafeina) foram injetados
separadamente e em conjunto para se determinar o tempo de retencdo. Em seguida,
concentragoes crescentes (1, 5, 10, 20, 100 e 200 ng/ml) destes compostos foram
analisadas para estabelecer curvas de calibragdo para cada um deles e possibilitar sua
guantificacdo. Em seguida, por meio de comparagOes entre os cromatogramas da
amostra com os dos padrdes, procedeu-se a identificacdo e quantificacdo destes
compostos pelo método do padrdo externo.

Teste de preferéncia para a oviposicao com cafeina

O Hibrido UFV 557-04 foi o gendtipo de cafeeiro escolhido para confirmar a acéo
mediadora da cafeina por apresentar pegquena quantidade deste composto em suas
folhas. Assim, folhas destes gendtipos foram coletadas e atomizadas com solugdes
aquosas de cafeina (2,0 ml), nas concentragdes 0,0; 0,01; 0,1; 1,0 e 50 mg/ml,
utilizando-se torre de Potter agjustada para uma pressdo de 5 Ib/pol? (= 0,34 bar ou 3,44 x
10* KPa). Em seguida, o peciolo das folhas foram imersos numa soluc&o aquosa com
benziladenina na concentracdo de 10° M (Reis et al., 2000), contida em um tubo 8,0 cm
de altura por 3,0 cm de didmetro. Esses tubos foram fechados com uma tampa que
permitia a passagem do peciolo e colocados em gaiolas teladas com organza (40 x 40 x
40 cm), contendo adultos (20 machos e 20 fémeas) recém emergidos. Apos 24 horas de
exposi¢cdo, 0 nimero de ovos foi contado em lupa estereoscdpica. Este procedimento foi
repetido seis vezes para cada concentracdo de cafeina.
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Analises estatisticas

Os dados das determinacdes fitoquimicas foram submetidos a andlise de variaveis
candnicas (CVA), utilizando-se o procedimento PROC CANDISC do SAS (SAS
Institute, 1997), para determinar os coeficientes de ponderacéo das variaveis e para
verificar possiveis agrupamentos lineares das variaveis analisadas com os gendtipos de
cafeeiro, com base na significancia das distancias de Mahalanobis (D?) entre médias.
Estes dados foram ainda submetidos a correlagdo candnica, utilizando o procedimento
PROC CANCORR (SAS Institute, 1997), para determinar os coeficientes e correlacbes
canbnicas entre as determinagdes fitoquimicas e a postura por bicho-mineiro.
Finalmente, dados de postura em relacéo as concentracdes crescentes de cafeina foram
submetidos a andlise de regressdo utilizando o procedimento PROC REG (SAS
Institute, 1997).

RESULTADOS

Fitoquimicos e similaridade de genétipos

O sistema cromatogréfico utilizado possibilitou uma boa separacdo e deteccdo dos
picos dos padrbes dos compostos em estudo nos canais utilizados e apresentaram 0s
seguintes tempos de retencdo: xantina (4,237 min.), 7-metilxantina (6,169 min.), 3-
metilxantina (6,788), teobromina (10,858 min.), &cido clorogénico (13,788 min.),
teofilina (14,448 min.), &cido cafeeico (18,641 min.) e cafeina (32,147 min.), conforme
as Figuras 1 e 2 e Daglia et al. (1994). Estes compostos foram identificados e
guantificados nas amostras das folhas dos gendtipos de cafeiros. No entanto, 3-metil
xantina, teofilina e &cido cafeico foram identificados somente em alguns gendtipos e em
baixas concentractes, sendo desconsiderados nas analises subseqiientes (Tabela 1).

Andlise de variancia multivariada, para os diferentes gendtipos, baseada na
composicdo fitoquimica destes indicou diferencas estatisticas significativas (Wilks
lambda = 0,028; F = 3,23; graus de liberdade (Nun. / Den.) = 55/ 151,71; p = <0,001).
Subseguiente analise de variancia univariada mostrou que a concentragdo de acido
clorogénico ndo apresentou diferencas significativas em relacdo aos gendtipos
analisados, ao contrario dos demais compostos (Tabela 1).

Andlise de variaveis canbnicas conduzidas em complementacdo a andlise de
variancia multivariada resultou em cinco eixos candnicos, dos quais apenas 0 primeiro
se mostrou significativo (p < 0,05; Tabela 2), respondendo por 81,70% da variancia
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total explicada dos dados. O fitoquimico com o maior coeficiente canénico absoluto
(agrupados na estrutura candnica) e, portanto, que mais contribuiu para a divergéncia
entre os gendtipos, foi acafeina (Tabela 2).

O diagrama de ordenacdo derivado da andlise de varidveis canbnicas foi feito para
apenas os dois primeiros eixos candnicos, que explicaram 92,32% da variancia total
observada. Quatro grupos de gendtipos foram gerados mediante este procedimento. O
grupo formado por C. racemosa e seus hibridos (com C. arabica) separou-se do grupo
formado pelos cultivares de C. arabica, com a excecdo do Topazio (Figura 3). As
concentragdes de cafeina nas folhas dos Hibridos, C. racemosa e Hibrido de Timor
foram significativamente mais baixas em suas folhas que nos demais genétipos.

Preferéncia para postura

Os dados resultantes do teste de preferéncia para a postura do bicho-mineiro nos
diferentes gendtipos de cafeeiro estéo apresentados na Tabela 1. Verificou-se que houve
uma maior postura nos cultivares Borbom Amarelo, Catuai Vermelho, Mundo Novo,
Oeiras, Topazio, e Robusta diferenciando significativamente dos demais. C. racemosa,
Hibrido UFV 557-04, Hibrido UFV 557-02, Hibrido UFV 557-03 e Hibrido UFV 557-
06. Hibrido de Timor apresentou resultados intermediarios aos destes dois grupos de
gendtipos.

Relacao entre fitoquimicos e postura pelo bicho-mineiro

A guantidade dos fitoquimicos foi correlacionada com a postura do bicho-mineiro
através da andlise de correlacdo candnica (parcial) que identificou qual dos fitoquimicos
estaria mostrando maior relevancia (potencial) como mediador da interagdo entre
cafeeiros com o bicho-mineiro. Os resultados obtidos salientaram o potencial da cafeina
como mediador potencial desta interagdo, pois este fitoquimico apresentou alto
coeficiente (e correlacdo) no par canbénico gerado (Tabela 3). A andlise de correlacéo
entre teor de cafeina e postura de bicho-mineiro nos gendtipos foi elevada e positiva (r =
0,85; p = 0,0005).

Teste de efeito da cafeina mediando postura por bicho-mineiro

Em face da indicacdo da relevancia da cafeina estimulando postura do bicho-
mineiro, foi conduzido um ensaio de preferéncia para postura usando concentracdes
crescentes de cafeina pulverizadas nas folhas de um dos gen6tipos com menor teor deste
fitoquimico (i.e, Hibrido UFV 557-04). Os resultados obtidos possibilitaram o
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estabelecimento de uma relacdo concentragdo-resposta significativa (r> = 0,57; p =
0,03), onde a elevacdo da concentracdo de cafeina aplicada as folhas levou a um
incremento na postura do bicho-mineiro nestas (Figura 4).

DISCUSSAO

No presente trabalho, explicou-se por gque os genétipos de cafeeiro possuem
resisténcia variada ap bicho-mineiro testando a hipétese da existéncia de fitoquimicos
presentes na folha de cafeeiro que sgjam responsaveis pela preferéncia para oviposi¢cao
desta espécie, tornando-os mais ou menos preferidos. Verificou-se que dentre os
compostos quantificados nas folhas dos gendtipos de cafeeiro (&cido clorogénico,
cafeina, xantina, 7-metilxantina, teobromina), a cafeina foi 0 composto que mais
pronunciadamente contribuiu para explicar as diferencas na resisténcia entre os
gendtipos de cafeeiro analisados. A partir destes resultados evidenciou-se correlacéo
entre 0 numero de ovos e a concentracdo da cafeina e pdde-se estabel ecer uma regressao
ndo linear significativa entre o nimero de ovos do bicho-mineiro e a concentragdo de
cafeina, confirmando a hip6tese de que este composto atua estimulando a postura do
bicho-mineiro em folhas de cafeeiro.

Alguns compostos secundarios presentes no cafeeiro tém sido muito estudados.
Entre estes se destaca a cafeina presente na planta e nos frutos do cafeeiro em 0,25 - 2,0
% do peso seco, apresentando evidéncias de efeitos alopéticos e autotdxicos (Waller et
al., 1982). Sua toxicidade a algumas espécies de insetos fitéfagos como Calosobruchus
chinensis, Manduca sexta e Xyleborus fornicatus ja foram reportadas (Rizvi et al., 1980;
Nathason, 1984; Frischknecht et al., 1986; Hewavitharanage et a., 1999).

Guerreiro Filho (1994) e Mazzafera et a. (1996) sugeriram que a cafeina poderia
estar envolvida de alguma forma na resisténcia do cafeeiro ao bicho-mineiro. No
entanto, em investigacOes posteriores, Guerreiro Filho e Mazzafera (2000) verificaram
gue a cafeina ndo protegia o cafeeiro contra o bicho-mineiro, estando esta praga
supostamente bem adaptada ao cafeeiro através de algum mecanismo que a possibilita
tolerar os potentes ef eitos toxicos deste composto.

Ao que parece, deve ter ocorrido uma especializacdo deste inseto com o cafeeiro
permitindo que suporte os efeitos toxicos da cafeina e a utilize em prol da sua
sobrevivéncia, favorecendo na escolha de cafeeiros suscetivels. Portanto, fémeas desse
lepidoptero devem possuir quimioreceptores especificos para detectar a cafeina em
regido proxima ao oviporo. Ao encostar a regido inferior do abdémen na folhas de
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cafeeiro, um potencial receptor serd gerado proporcional a quantidade de cafeina
presente na folha do cafeeiro. A seguir, varios potenciais de acdo de uma mesma
amplitude ser&o desencadeados na propor¢do da intensidade do potencial receptor
(Chapman, 1998). Com isso 0 bicho-mineiro conseguird determinar qual desses possui
maior concentracdo de cafeina reconhecendo o seu hospedeiro mais favoravel para a
0viposiGao e posterior substrato para a alimentagdo das larvas, conforme acontece em
acdo herbivora freqliente de insetos especialistas (Bernays, 2001; Karban e Agrawal,
2002).

Outros fatores quimicos devem estar determinando essa preferéncia do bicho-
mineiro por cafeeiros suscetiveis, haja vista que o gendtipo Hibrido Timor apresentou
uma baixa concentracéo de cafeina nas suas folhas e teve uma preferéncia intermediaria
para postura deste lepidoptero. Além dos fatores quimicos, fatores fisicos como
comprimento de onda emitido pelas folhas, e morfolégicos como textura das folhas,
provavelmente, estdo também envolvidos na localizacdo e reconhecimento de
hospedeiros suscetivels para esse inseto-praga.

Sob 0 aspecto mais aplicado, este trabalho pode contribuir para o programa de
melhoramento do cafeeiro, na medida em que, fornece informagdes para a selecéo de
cafeeiros menos preferidos pelo bicho-mineiro. A reducdo do teor de cafeina em
cafeeiros pode despertar grande interesse dos produtores pois a demanda por cafés com
baixo teor deste composto vem crescendo. Além disso, com o menor atague desta praga
0 custo de producao do café pode ser reduzido, possibilitando melhores rendimentos aos
agricultores e menores residuos de inseticidas no café.
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Tabela 1. Médias (+ erro padrdo da média) da postura do bicho-mineiro e das massas dos fitoquimicos encontrados em folhas secas de genétipos

de cafeeiros.

Gendtipos Numero de ovos Ac. clorogénico Cafeina 7-metilxantina Xantina Teobromina

(postura) (ng/g) (ng/g) (ny/g) (n9/g) (ng/g)

‘Bourbon Amarelo 825+1,37% 914,92+ 266,32% 920,7+21844° 0,00+ 0,00° 3,02 +1,302° 126,46 + 63,662
‘Catual Vermelho' 13,00+ 2,34 121424+ 347,1% 1309,86 + 96,2%° 7,96+7,96%"°  328+2,18%° 12,40 + 9,54°¢
‘Mundo Novo' 8,94+219% 76898+ 220,70° 968,88 + 241,02°¢ 0,00+ 0,00° 4,08 +1,602° 14,24 + 8,46°°
‘Oeiras 10,75+ 2,46® 920,12 + 250,58%1174,92 + 25,082P° 662+ 318%"¢ 4,61+ 0,222° 15,92 + 6,54 °¢
‘Topazio’ 9,31+ 2,71% 120536 + 207,4® 836,06+ 292,1° 596+ 596°° 5,22 + 0,66%° 7,82 +4,90°¢
‘Robustal 15,00+ 3972 692,38 +194,08% 1417,32+8374% 0,00+ 0,00° 2,32+0,22° 107,00 + 86,86"
Coffea racemosa 1,13+0,47° 914,56+ 284,12% 31,76+ 11,68°  7,98+798%"¢  354+1,78° 0,00 + 0,00°
Hibrido UFV 557-04 ~ 313+1,00° 1054,7+322,04* 12,68+ 6,10° 0,00 + 0,00° 2,98 +1,002° 142,22 + 135,06"°
Hibrido UFV 557-02  269+0,95° 717,98+17398% 1392+1146%  16,82+512° 4,56 + 0,642° 5,72 + 5,72°°
Hibrido UFV 557-03 ~ 250+0,75° 102536+ 321,0%° 98,72+4184%  756+756%"¢  412+162% 51,02 + 51,02°¢
Hibrido UFV 557-06 3,88+ 1,21>¢ 48332+ 21142% 33694+51,84° 586+586"° 4,70 + 0,342° 49,32 + 49,32°°
Hibrido de Timor 850+212%" 116342+2265% 3,86+ 3,86° 22,52 + 8,722 6,26 + 1,72° 543,00 + 64,88°

M édias seguidas pela mesma letra na coluna ndo foram significativa pelo teste das diferengas minimas significativas (LSD) de Fisher (P < 0,05).
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Tabela 2. Eixos candnicos e coeficientes de ponderacdo (agrupados na estrutura
candnica) dos parametros fitoguimicos analisados em doze gendtipos de cafeeiro.

Variaveis Eixos Canbnicos
1 2 3 4

Acido clorogénico -0,05 -0,19 0,42 0,97
Cdfeina 1,12 0,13 0,14 -0,04
7-Meétilxantina -031 0,51 0,83 -0,13
Xantina -0,45 -0,11 -0,07 -0,25
Teobromina -0,24 0,10 -0,39 0,02
F 3,23 1,39 0,94 0,73
Graus de liberdade(num./den.) 55/151,71 40/126,99 27/9994 16/70
P < 0,0001 0,0848 0,5530 0,7520

Correlacdo candnica ao quadrado 0,89 0,51 0,30 0,18




Tabela 3. Correlacéo canbnica (parcial) e par candnico entre as massas dos fitoquimicos

(my/g) em folhas secas de doze gendtipos de cafeeiro e o nimero de ovos por folhas.

Variaveis Primeiro par canbnico
Cosficiente Correlacéo
Acido clorogénico 0,11 0,19
Cafeina 1,01 0,87
7-metilxantina 0,01 -0,27
Xantina 0,30 -0,037
Teobromina 0,37 0,337
NuUmero de ovos por folha 1,00 1,007
r 0,98
F aproximado 29,63*
Graus de liberdade (nim.; den.) 5; 6

*Significativo com a < 0,05.
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Figura 1. Cromatograma tipico dos fitoquimicos detectados no canal 1 (272 nm),
indicando os picos relativos. 1) xantina (4,237 min.), 2) 7-metilxantina (6,169 min.), 3)
3-metilxantina (6,788 min.), 4) teobromina (10,858 min.), 5) acido clorogénico (13,788
min.), 6) teofilina (14,448 min.), 7) acido cafeico (18,641 min.) e 8) cafeina (32,147
min.), de uma mistura de padrdes (A) e de uma amostra de extrato foliar do genétipo C.

arabica cv. Borbom Amarelo (B).
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Figura 2. Cromatograma dos fitoquimicos detectados no canal 2: (320 nm), indicando
0s picos relativos. 1) &cido clorogénico (13,781 min.) e 2) &cido cafeico (18,570 min.),
na mistura de padrfes (A) e de uma amostra de extrato foliar do genétipo C. arabica cv.
Borbom Amarelo (B).
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Primeiro Eixo Canbnico

Figura 3. Diagrama de ordenagdo mostrando a discriminacdo entre genétipos de
cafeeiros quanto as diferencas nos fitoquimicos analisados. Os simbolos sao centréides
de tratamentos e representam a média das classes de variaveis canbnicas. Circulos
largos indicam grupos de tratamentos sem diferenca significativa entre eles (teste de F
aproximado, P < 0,05) baseado na distancia de Mahalanobis (D?) entre médias.
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Figura 4. Relacdo entre concentragdo de cafeina pulverizada em folhas de cafeeiro
(Hibrido UFV 557-04) e a postura por bicho-mineiro.
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RESISTENCIA DE CAFEEIROS AO BICHO-MINEIRO E SUA RELACAO COM
ACIDO CLOROGENICO, CAFEINA E DERIVADOS
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RESUMO

Neste trabalho foi testada a hip6tese de que fitoquimicos presentes nas folhas de
cafeeiro constituem substancias de defesa contra o atague do bicho-mineiro (Leucoptera
coffeella), prgudicando o seu desenvolvimento. Desta forma, o desenvolvimento do
bicho-mineiro, desde ovo até adulto, foi acompanhado em folhas de genétipos de
cafeeiro com variados niveis de resisténcia. Em seguida, os niveis de écido clorogénico,
acido cafeico bem como de cafeina e derivados foram quantificados nos extrato das
folhas, antes e sete dias apo6s infestagdo por bicho-mineiro. Através de analises de
varidveis canbnicas dos dados de desenvolvimento de bicho-mineiro, os diferentes
genétipos foram agrupados de acordo com a resisténcia deles a esta praga. Apenas 0s
nivels de &cido clorogénico mostraram diferencas significativas, apresentando
acentuado declinio com a infestacdo. Dados dos demais fitoquimicos foram entdo
combinados nas analises subseqientes. O desenvolvimento de bicho-mineiro nos
diferentes gendétipos foi correlacionado com a composicdo fitoquimica de é&cido
clorogénico, cafeina e derivados (antes e apds infestagdo) mediante correlacdo canbnica,
mas ndo houve correlacéo significativa entre os dados. Assim, apesar da confirmagao de
resisténcia por antibiose em aguns gendtipos de cafeeiro (Coffea racemosa e seus
hibridos com C. arabica), os resultados obtidos ndo salientam a relevancia de nenhum
dos fitoquimicos analisados como mediador potencial destainteracdo. Curiosamente, foi
observado que infestacdo por bicho-mineiro acarreta declinio nos teores foliares de
&cido clorogénico, que apesar de ndo exercer efeito nesta espécie-praga.

28



ABSTRACT

This work was carried out to test the hypothesis that phitochemicals present in
coffee leaves constitute a defense mechanism against the coffee leaf miner (Leucoptera
coffeella), impairing its development. The species development was therefore followed
from egg to adult in leaves of different coffee genotypes with aleged varied levels of
resistance. The levels of chlorogenic and cafeic acid, caffeine and derivatives were
guantified in leaf extracts of these genotypes before and seven days after their
infestation by the coffee leaf miner. The results of the insect development on the
different coffee genotypes were subjected to canonical variate analysis and this
genotypes were grouped based on their resistance to the coffee leaf miner. Leaf levels of
chlorogenic acid, caffeine and some of its derivatives (7-methyl xanthine, xanthine and
theobromine) were detectable in the studied genotypes and their quantification before
and after the insect infestation was carried out and contrasted. The leaf miner infestation
affected only the levels of chlorogenic acid leading to its significant decrease. The data
of the other quantified fitochemicals were combined in subsequent anaysis. The data of
the leaf miner development of the coffee genotypes was correlated with their
fitochemical composition encompassing chlorogenic ac. (before and after infestation),
caffeine and derivatives through canonical correlation analysis, but there was no
significant correlation. Therefore, despite the confirmation of antibiosis resistance to the
coffee leaf miner in some coffee genotypes (Coffea racemosa and their hybrids with C.
arabica), the results obtained do not provide any evidence of the involvement of the
assessed fitochemicals obtained from leaf extracts mediating such interaction. Curiously
though, infestation by the coffee leaf miner leads to a decline in the leaf levels of

chlorogenic acid, which does not affect this pest-species.

29



INTRODUCAO

A cafeicultura brasileira possui grande destague econdmico e social, sendo o
Brasil 0 maior produtor mundial. Entretanto, a producdo cafeeira esta limitada por
problemas fitossanitarios, dentre os quais destaca-se o bicho-mineiro, Leucoptera
coffeella (Guérin-Meéneville) (Lepidoptera: Lyonetiidae) (Guerreiro Filho et al., 1999).
Esta praga destréi o mesofilo foliar, reduz a érea fotossintética, provoca queda
prematura das folhas, causando prejuizos na producéo de frutos superiores a 50 %. (Reis
e Souza, 1996, 1998; Fragoso, 2000). Este inseto tem sido considerado praga-chave da
cafeicultura na maioria das regides produtoras (Souza et al., 1998). Durante sua fase
larval, este se alimenta estritamente do mesofilo foliar do cafeeiro, sendo considerada
uma praga monoéfoga (Pereira, 2002). Esse tipo de fitofagia, presente em muitos insetos
holometabolos, constitui vantagens adaptativas em relacdo a outras pragas reduzindo
riscos por dessecacdo e minimizando as dificuldades de conexdo a planta (Bernays e
Chapman, 1994).

Guerreiro Filho (1991) classificou algumas espécies de cafeeiro quanto a
resisténcia ao bicho-mineiro. As espécies Coffea stenophylla, C. brevipes, C. liberica e
C. salvatrix foram consideradas altamente resistentes. C. racemosa, C. kapakata, C.
dewevrei e C. eugenioide foram consideradas moderadamente resistentes. E C.
congensis, C. canephora e C. arabica foram consideradas suscetiveis. Estes cafeeiros
devem possuir fitoquimicos mediadores desta interagdo, conforme argumentado por
Bernays e Chapman (1994) e Bernays (2001). No cafeeiro sdo conhecidos alguns
compostos secundarios que podem estar envolvidos nos mecanismos de defesa contra
suas pragas. O é&cido clorogénico, cafeina e derivados sdo exemplos de compostos
secundérios encontrados no café, que variam com a espécie e parecem prover protecao
contra a herbivoria (Waller et al. 1982; Bernays e Chapman, 1994; Mann, 1999; Ky, et
al. 1999).

Trabalhos de melhoramento genético tém buscado gendtipos de cafeeiros com
nivels de resisténcia mais elevada ao bicho-mineiro (Almeida et al., 2003; Guerreiro
Filho et al., 1999; Guerreiro Filho, Mazzafera, 2000; Matiello et al., 2000, 2001 e
2002). Apesar disso, pouco se conhece sobre as interagdes inseto/planta e mecanismos
responsaveis pela resisténcia destes genétipos ao bicho-mineiro, o que poderia
beneficiar os programas de melhoramento que visam a obtencado de cafeeiros resistentes
ao bicho-mineiro (Kogan, 1986).

Acreditarse que estimulos quimicos produzidos pelos cafeeiros possam estar
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influenciando as relacdes interespecificas com essa praga. Portanto, no presente
trabalho pretende-se tentar explicar porque certos gendtipos possuem resisténcia variada
a0 bicho-mineiro, testando a hipdtese de que fitoquimicos presentes nas folhas
constituem um mecanismo de defesa contra esta espécie-praga, prejudicando o seu
desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

Material genético e padr&es de fitoquimicos

As folhas dos gendtipos de cafeeiro com diversos niveis de resisténcia ao bicho-
mineiro foram obtidas do Viveiro de Café do Departamento de Fitopatologia,
Universidade Federal de Vicosa, VicosaMG, durante o periodo do verdo de 2002.
Todos os gendtipos estavam em fase de producéo, com mais de 7 anos de idade. Os
gendtipos utilizados foram: C. arabica cv. Catuai Vermelho IAC 99 (UFV 2147 ¢ 48
EL7), C. arabica cv. Mundo Novo IAC 376-4-32 (UFV 2150 c 40 EL8), C. arabica cv.
Topézio (MG 1190 ¢ 133), C. arabica cv. Borbom Amarelo (UFV 2952 C-146 c 17), C.
arabica cv. Oeiras MG 6851 (UFV 2983 ¢ 303), C. canephora cv. Robusta (UFV
T3580 (1-2) ¢ 171), C. arabica cv. Hibrido de Timor CIFC 2570 (UFV 447-49 CAYS),
C. racemosa (UFV 545 c 28), e quatro hibridos tripl6ides resultantes do cruzamento
natural entre C. racemosa (UFV 544) e C. arabica: Hibrido UFV 557-04, Hibrido UFV
557-02, Hibrido UFV 557-03 e Hibrido UFV 557-06.

Os padrdes dos aeloquimicos utilizados foram é&cido clorogénico (acido 5-O-
cafeoilquinico), &cido cafeico, cafeina (1,3,7-trimetilxantina), teofilina (1,3-
dimetilaxantina), xantina (2,6-diidroxipurina), 3-metilxantina (2,6-diidroxi-3-
metilpurina),  7-metilxantina  (2,6-diidroxi-7-metilpurina),  teobromina  (3,7-
dimetilxantina), Sgma Chemical Co.

Criago do bicho-mineiro

Folhas minadas contendo larvas de L. coffeella foram coletadas semana mente em
plantagdes C. arabica cv. Mundo Novo, Catuai Vermelho e Catuai Amarelo e colocadas
em placas do tipo ‘gerbox’ contendo solucdo aguosa com benziladenina, na
concentracdo de 10° M (Reis et al., 2000). Assim que as larvas passavam para o estagio
de pupa, foram transferidas para tubos fechados, onde ficaram até a emergéncia dos
adultos.
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Avaliacao do desenvolvimento do bicho-mineiro em folhas de genétipos de cafeeiro

Para esta avaliacdo, as folhas de cafeeiros dos genétipos analisados foram
coletadas, tendo cada uma o seu peciolo imerso em um tubo de 8,0 cm de altura por 3,0
cm de didmetro, contendo solucéo aguosa com benziladenina. Em seguida, estes foram
tampados permitindo apenas a passagem do peciolo das plantas e colocados em gaiolas
teladas com organza (40 x 40 x 40 cm), contendo adultos (20 machos e 20 fémeas)
recém emergidos. Apos 24 horas de exposi¢ao, as folhas foram retiradas das gaiolas e,
com o auxilio de lupa estereoescopica (aumento de 15 a 20 vezes), contou-se 0 NUmero
de ovos, dando-se inicio a avaliagéo do desenvolvimento do bicho-mineiro. Estas folhas
infestadas foram observadas diariamente, contando-se o nimero de ovos, larvas e
pupas, durante todo o desenvolvimento do inseto até a sua passagem para a fase adulta
ou a sua morte, quando esta ocorria primeiro. Este procedimento foi feito no minimo 6
vezes, congtituindo as repeticdes para cada gendtipo. De posse destes dados cal culou-se
o tempo médio de eclosdo, tempo de sobrevivéncia larval, eclosdo de larvas e
mortalidade de larva a pupa.

Extracao de fitoquimicos presentes na folha dos gendtipos de cafeeiro

Folhas de cafeeiro foram coletadas antes da infestacdo pelo bicho-mineiro e sete
dias ap06s a infestacdn. Essas folhas dos diversos gendtipos, contendo
aproximadamentel5 g, com quatro repeticbes amostradas antes da infestagdo e uma
repeticéo amostrada apds infestacdo, foram secas em estufa a 40°C, por duas semanas, e
moidas. Em seguida, 1 g de cada um destes materiais foi pesado em erlenmeyer, sendo
adicionados 30 ml de metanol para a extracdo dos fitoquimicos. Estes erlenmeyers
foram colocados em um recipiente contendo agua a 60°C por 4 horas. O extrato foi
subsegiientemente filtrado em papel de filtro, concentrado em evaporador rotativo, re-
diluido com metanol para um volume de 3 ml e novamente filtrado a vacuo em um
extrator em fase sélida C,g pararetirar o excesso de clorofila nas amostras.

| dentificacéo e quantificacdo de fitoquimicos

As amostras filtradas no extrator de solidos foram diluidas com metanol até
completarem o volume de 10 ml. Uma aliquota de 0,5 ml foi retirada e diluida em
metanol:agua (1:1) para um volume de 10 ml. Dois ml desta solucdo foram retirados e
diluidos, ajustando novamente para 10 ml com solugdo metanol:agua (1:1). Esta solucdo
foi filtrada em uma unidade filtrante com membrana PTFE (0,45 mm de malha e 13 mm

de didmetro). Uma aliquota de vinte ml desta solugdo foi injetado no cromatografo
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liquido de alto desempenho.

Foi utilizado um cromatografo composto de duas bombas Shimadzu modelo LC-
10AD e com o detector Shimadzu modelo SPD-10AV Dual, gustado para detectar no
cana 1 em | =272 nm (cafeina e seus derivados), e no canal 2 em | =320 nm (&cido
clorogénico e &cido cafeico). Foi utilizada uma coluna de Lichrosorb de fase reversa
RP-18 (25cm x 4,6 mm x 5um). A fase mével foi formada por solucdo de metanol:agua
com 1,0 mM de HCI, em gradiente: 0,1 a 7,0 minutos (17:83 %), 7,1 a 37,0 minutos
(23:77 %) e 37,1 a 40,0 minutos (100:0 %). O fluxo da fase movel foi de 1,0 ml/minuto,
conforme Dagliaet al. (1994).

Padrdes dos compostos analisados foram injetados separadamente e em conjunto
para determinar o tempo de retencdo. Em seguida, concentragdes crescentes (1, 5, 10,
20, 100 e 200 ng/ml) destes compostos foram analisadas para estabelecer curvas de
calibracdo para cada um destes e possibilitar a quantificagdo deles. Em seguida, por
meio de comparacOes entre os cromatogramas da amostra com os dos padroes,
procedeu-se a identificacdo e quantificacdo destes compostos pelo método do padrdo
externo.

Andlises estatisticas

Os dados de desenvolvimento de bicho-mineiro nos diferentes gendtipos de
cafeeiro foram submetidos a andlise de variaveis canbnicas (CVA), utilizando-se o
procedimento PROC CANDISC do SAS (SAS Institute, 1997), para determinar os
coeficientes de ponderacdo das variaveis e para verificar possiveis agrupamentos
lineares das varidveis andlisadas, com base na significancia das distancias de
Mahalanobis (D?) entre médias. Os dados de quantificacdo de fitoquimicos antes e apds
infestagdo por bicho-mineiro foram contrastados pelo teste de t (p = 0,05 e
posteriormente submetidos a correlacdo canbénica com os dados de desenvolvimento de
bicho-mineiro para cada gendtipo avaliado, utilizando o procedimento PROC
CANCORR do SAS (SAS Institute, 1997). Diferencas entre genétipos para
caracteristicas individuais foram evidenciadas por andlise de variancia e subseqlente
teste de média (diferenca minimasignificativa; LSD a p = 0,05), quando apropriado.

RESULTADOS

Smilaridade de gendtipos de cafeeiro quanto a resisténcia ao bicho-mineiro
A andlise de varidncia multivariada para os diferentes genétipos baseada no
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desenvolvimento do bicho-mineiro em suas folhas indicou diferencas estatisticas
significativas (Wilks' Lambda = 0,014; F = 6,06; graus de liberdade (Nun. / Den.) =44/
128,20; p < 0,0001) (Tabela 1). Andlise de varidveis canbnicas (CVA), conduzida em
complementacdo a andlise de variancia multivariada, resultou em quatro eixos
candnicos, dos quais apenas o primeiro se mostrou significativo (p < 0,05; Tabela 2),
respondendo por 95,95% da variancia total explicada pelos dados. A mortalidade de
larva a adulto foi o parémetro do desenvolvimento com o maior coeficiente candnico
absoluto (agrupados na estrutura candnica) e, portanto, que mais contribuiu para a
divergéncia entre os genétipos (Tabela 2).

O diagrama de ordenacéo derivado da CV A foi feito para apenas os dois primeiros
eiX0s canonicos, que explicaram 98,98% da variancia total observada. Quatro grupos de
gendtipos foram gerados mediante este procedimento (Figura 1). As mortalidades de
larva a adulto do bicho-mineiro, particularmente nos genétipos de C. racemosa, seus
hibridos com C. arabica, e em ‘Robusta’, foram significativamente mais atas em
relacdo aos demais gendtipos (Tabela 1). O tempo médio de sobrevivéncia larval
também apresentou resultado semelhante a0 de mortalidade de larva a adulto; ja a
porcentagem de eclosdo foi significativamente inferior no Hibrido 1 em relacdo aos
demais genétipos de cafeeiro. O tempo médio para eclosdo de ovos ndo diferiu entre os
genétipos (Tabela 1).

I dentificacdo e quantificacéo de fitoquimicos em folhas de gendtipos de cafeeiro

O sistema cromatografico utilizado possibilitou uma boa separacéo e deteccéo dos
picos dos padrfes dos compostos em estudo nos canais utilizados e apresentaram 0s
seguintes tempos de retencdo: xantina (4,237 min.), 7-metilxantina (6,169 min.), 3-
metilxantina (6,788), teobromina (10,858 min.), acido clorogénico (13,788 min.),
teofilina (14,448 min.), &cido cafeico (18,641 min.) e cafeina (32,147 min.), conforme
as Figuras 1 e 2 e Daglia et a. (1994). Estes compostos foram identificados e
quantificados nas amostras das folhas dos gendtipos de cafeeiros. No entanto, 3-
metilxantina, teofilina e acido cafeico foram identificados somente em alguns gendtipos
e em baixas concentracdes, sendo desconsiderados nas andlises subseqlientes.

Relacdo entre parametros do desenvolvimento do bicho-mineiro e fitoquimicos de
cafeeiro

O teor de &c. clorogénico, cafeina e os seus derivados (7-metilxantina, xantina e
teobromina) resultado dos dados combinados de antes da infestagcéo por bicho-mineiro



diferiram significativamente entre os gendtipos avaliados (Tabela 3). Os niveis foliares
dos diferentes fitoquimicos obtidos antes e apds infestacdo pelo bicho-mineiro foram
confrontados mediante teste t (p < 0,05), mas apenas o0s niveis de acido clorogénico
apresentaram diferenca significativa, tendo um decréscimo de 3,8x (Figura 2).

Os niveis foliares destes fitoquimicos antes da infestacdo foram correlacionados
aos dados de desenvolvimento de bicho-mineiro nos diferentes gendtipos, mediante
andlise de correlacdo candnica. O objetivo da correlacdo foi evidenciar qual fitoquimico
estaria mostrando maior relevancia (potencial), como mediador da interagcdo, entre
bicho-mineiro e cafeeiro. Os resultados obtidos ndo mostraram a relevancia de nenhum
dos fitoquimicos analisados como mediador potencial desta interacéo, pois as variavels
candnicas nao foram significativas (Wilks Lambda = 0,011; F = 0,89; graus de
liberdade (Nun. / Den.) = 24/ 8,18; p = 0,62).

DISCUSSAO

O cafeeiro possui alguns fitoquimicos nocivos ainsetos, como a cafeina, (Rizvi et
al., 1980; Nathanson, 1984; Frischknecht et al., 1986; Hewavitharanage et al., 1999). Os
nivels dos fitoquimicos estudados ndo apresentaram aumento nos hiveis foliares
mediante infestagdo pelo bicho-mineiro. Entretanto, os niveis de écido clorogénico
decresceram com a infestacdo pelo bicho-mineiro. Isto ndo mostrou relevancia para esta
espécie-praga, mas pode favorecer a incidéncia de outras espécies de artropodes-praga,
pois este composto participa de mecanismos de defesa contra fitopatdégenos (Ky et al.,
1999).

As concentragcoes de 7-metilxantina, xantina e teobromina apresentaram pequenas
diferencas significativas entre gendtipos, ndo demonstrando nenhuma relagdo com a
resisténcia destes ao bicho-mineiro. Ja a concentracdo de cafeina apresentou maiores
concentracfes nos cultivares Borbom Amarelo, Catuai Vermelho, Mundo Novo, Oeiras,
Topazio e Robusta diferindo estatisticamente dos demais gendtipos. Este fitoquimico
também ndo mostrou relagdo significativa com resisténcia ao bicho-mineiro por
antibiose. Resultado semelhante foi reportado por Guerreiro Filho e Mazzafera (2000),
que ndo evidenciaram efeito protetor de cafeina contra injuria por bicho-mineiro. No
entanto, em estudo prévio (Capitulo 1) foi possivel observar que a cafeina estimula
postura desta praga em cafeeiros, sendo mediador importante na interagcéo entre inseto-
praga e o cafeeiro, possibilitando resisténcia por antixenose nesta espécie vegetal .

Dentre os gendtipos testados verificou-se que C. canephora cv. Robusta, C.
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racemosa e os hibridos entre C. racemosa com C. arabica, mostram resisténcia ao
bicho-mineiro por antibiose. Isto acontece porque o desenvolvimento de larvas de
bicho-mineiro (avaliados aqui como tempo de sobrevivéncia larval e mortalidade de
larva a adulto) nestes gendtipos é drasticamente comprometido.

Outros fatores podem estar contribuindo para a resisténcia tipo antibiose
verificada nos cafeeiros testados ao bicho-mineiro. Propriedades fisicas e estruturais e
outros congtituintes internos das folhas n&o testados aqui, como nutrientes essenciais
para o desenvolvimento do inseto-praga, podem estar envolvidos no fenGmeno. Existem
vérias classes de &cido clorogénico presente nos cafeeiros que ndo foram testadas e
poderiam estar envolvidas nos mecanismos de defesa do cafeeiro contra o bicho-
mineiro como os derivados dos é&cidos dicafeoilquinico, feruloilquinico, p-coumaoil-
quinico, feruloilcafeoilquinico e cafeoilferuloilquinico (Ky et al., 1999).

Agradecimentos: - Ao Conselho Nacional de Pesguisa (CNPg), a Fundacdo de
Amparo a Pesguisa do Estado de Minas Gerais e ao Consorcio Nacional de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café pelo apoio financeiro concedido para a realizacdo deste
trabal ho.
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Tabela 1. Valores médios (+ erro padréo da média) das varidveis de desenvolvimento do

bicho-mineiro em doze gendtipos de cafeeiro.

Gendtipos Tempo médio Eclosdodeovos  Tempo de Mortalidade de
para ecloséo (%) sobrevivéncia  larvaaadulto
de ovos (dias) larval (dias) (%)
‘Borbom Amarelo 500+0,00% 100,00+0,00% 10,53+0,91% 21,82+507°
‘Catual Vermelho'  4,81+0,20% 9250+7,50% 890+0412% 47,20+ 4,31%¢
‘Mundo Novo’ 500+000% 9750+250% 1050+0,95% 31,29+846%°
‘Oeiras 494+006°% 9250+4,79% 950+131% 51,39+945°
‘Topézio’ 500+000% 9444+556% 1060+094% 31,07+8,38%°
‘Robustal 474+019% 9045+552% 3,08+0,17>° 100,00+ 0,002
C. racemosa 503+0,03% 9750+250% 203+0,06° 100,00+0,00%
Hibrido 1 475+025% 7591+817° 158+025° 100,00+ 0,002
Hibrido 2 489+0,11% 9250+4,79% 478+092° 9438+3,29"
Hibrido 3 508+0,08% 9500+289% 145+0,18° 100,00+0,00?
Hibrido 4 503+0,03% 100,00+0,00% 1,48+0,28° 100,00+0,00?
Hibrido Timor 4,75+0,25% 100,00+0,00% 10,98+1,05% 26,59+4,02°

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo foram significativas pelo teste das diferencas minimas
significativas (LSD) de Fisher (P < 0,05).
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Tabela 2. Eixos candnicos e coeficientes (agrupados na estrutura candnica) das variavels
de desenvolvimento do bicho-mineiro analisados em relacéo aos gendtipos de cafeeiro.

Variaveis Eixos Canbnicos
1 2 3 4

Tempo de médio de eclosdo 0,11 0,7 -0,28 0,73
Duragdo larval 0,37 0,04 0,88 0,44
Ecloséo de ovos 0,08 0,95 0,26 -0,36
Mortalidade de larva a adulto -0,84 0,09 0,56 0,25
F 6,06 1,23 0,58 0,39
Graus de liberdade(num./den.) 44/128,20 30/100,47 18/70 8/36
P < 0,0001 0,22 0,9 0,92
Corr. Canonica ao quadrado 0,97 0,47 0,18 0,08
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Tabela 3. Valores médios (+ erro padrédo da média) das determinacdes foliares de

cafeina e derivados em doze gendtipos de cafeeiro (ny/g de peso seco).

Gendtipos Acido Cafeina  7-metilxantina  Xantina  Teobromina
Clorogénico
‘Borbom 914,92 + 767,38 + 4,12 + 4.00 + 101,16 +
Amarelo’ 266,322 228,28¢ 4,12° 1,403° 55,42°
‘Catual 121424+  1252,62 + 6,36 + 4,38 + 9,92 +
Vermelho' 347,12 93,96 P 6,36 2° 2.00° 7,80°
‘Mundo Novo' 768,98+ 900,40 + 0.00 + 3,96 + 25,64 +
220,70* 198,86 0.00° 1,243° 13,14°
‘Oeiras 920,12 + 1115,36 + 5,30 + 4,74 + 12,74 +
250,582 62,66 "¢ 2,80° 0.20%" 5,08°
‘Topéazio’ 1205,36+  1068,56 + 16,52 + 5,26 + 7,80 +
207,42 98,96 °¢ 9,082" 0,542P 4,38°
‘Robusta 692,38+  1486,04 + 1,80 + 242 + 85,60 +
194,082 94,502 1,80° 0.22° 70,60°"
C. racemosa 914,56 + 25,40 + 6,68 + 3,58 £ 1,00+
284,122 11,06° 6,38"° 1,382P 1,00°
Hibrido 1 1054,7 + 22,26 + 0.00 + 3,06 + 113,78 +
322,042 11,08° 0.00° 0,782P 108,42°
Hibrido 2 717,98 + 68,38 + 13,44 + 5,48 + 4,58 +
173,982 55,20° 5,20%° 0.722P 458"
Hibrido 3 102536 + 104,90 + 6,04 + 4,28 + 46,10 +
321,02 32,98° 6,04° 1,283P 39,48"
Hibrido 4 48332+ 33880+ 4,70 + 4,68 + 39,46 +
211,422 40,02° 470" 0.26%" 19,86°"
Hibrido Timor ~ 1163,42 + 3,08+ 25,60 + 6,16 + 503,88 +
226,52 3,08° 7,44% 1,342 63,68

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo foram significativas pelo teste das diferengas minimas

significativas (LSD) de Fisher (P < 0,05).
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Figura 1. Diagrama de ordenagdo mostrando a discriminagdo entre gendtipos de
cafeeiros quanto as diferencas nos pardmetros de desenvolvimento bioldgico do bicho-
mineiro analisados. Os simbolos sdo centréides de tratamentos e representam a média
das classes de variaveis canbnicas. Circulos largos indicam grupos de tratamentos sem
diferenca significativa entre eles (teste de F aproximado, P < 0,05) baseado na distancia
de Mahalanobis (D?) entre médias.
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VOLATEIS FOLIARES DE CAFEEIROS NA INTERACAO COM BICHO-MINEIRO
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RESUMO

O presente trabalho investiga a existéncia de fitoquimicos voléteis nas folhas de
gendtipos de cafeeiros que atuam como mediadores da interacdo com o bicho-mineiro
(Leucoptera coffeella), influenciando no comportamento de escolha para a oviposi¢céo
desta espécie-praga. Testes de oviposicdo em laboratério com o bicho-mineiro foram
realizados com doze gendtipos de cafeeiro com variados niveis de resisténcia. Extratos
dos compostos voléteis liberados por estes gendtipos de cafeeiro foram coletados no
campo e analisados por cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massas e ao
eletroantendgrafo. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidveis canbnicas
para ordenacéo e agrupamento de gendtipo baseado na constitui¢éo de volateis liberados
por eles que acarretavam estimulo nos quimiorreceptores antenais do bicho-mineiro.
Esses volateis foram também correlacionados, através de correlacdo canbnica (parcial),
com a postura do bicho-mineiro nos diferentes gendtipos de cafeeiro sujeitos a teste de
livre escolha. Observou-se que p-cimeno correlacionava positiva e significativamente
com a oviposicdo pelo bicho-mineiro e que trans-b-ocimeno correlacionava negeativa e
significativamente com esta mesma variavel. A atividade biolégica do p-cimeno foi
confirmada em testes de olfatbmetro em quatro vias com o bicho-mineiro, sendo
verificada uma preferéncia significativa para as vias que possuiam este produto,
caracterizando-o como mediador quimico da interacdo entre bicho-mineiro e gendtipos
de cafeeiro.
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ABSTRACT

The present work investigates the existance of volatile fitochemicals in leaves of
coffee genotypes that act as mediators of their interaction with the coffee leaf miner
(Leucoptera coffeella) influencing its egg laying behavior. Oviposition free-choice tests
were carried out in laboratory using twelve coffee genotypes. Extracts of volatile
compounds released by these coffee genotypes were field collected and analyzed by
chromoatography (and mass spectre) and electroantenography. The data obtained were
subjected to canonical variate analysis for coffee genotype ordination and grouping
based on their released volatiles with activity on antennal chemoreceptors of the coffee
leaf miner. These volatiles were also correlated, through (partial) canonical correlation,
to oviposition by the coffee leaf miner in free-choice tests. The compound p-cymene
was positively and significantly correlated with leaf miner oviposition and trans-b-
ocimene was negatively and significantly correlated with the same variable. The
biological activity of p-cymene was confirmed in tests with a four-arms olfactometer
where the coffee leaf miner showed significant preference to the arms containing this
compound, providing evidence of its role as chemica mediator of the interaction
between coffee genotypes and the coffee leaf miner.
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INTRODUCAO

Insetos herbivoros freglientemente interagem com plantas por semioquimicos
volateis, particularmente na localizagdo de hospedeiros apropriados para a alimentacéo
ou oviposicdo. Essas interagdes sao mediadas por células olfatérias altamente
especificas que detectam componentes inequivocos de plantas hospedeiras e ndo
hospedeiras (Barata, 2000). Além destes sinais quimicos que mediam esta interacéo,
existem sinais fisicos e morfolégicos que atuam significativamente (Lara, 1986;
Bernays e Chapman, 1991). A intensidade da cor verde das folhas de plantas
hospedeiras parece influenciar na preferéncia de oviposicdo em insetos (Cardenas,
1981). Portanto, o comportamento de selecdo de hospedeiros € uma expressdo neura de
processos modificados por fatores fisiol 6gicos e ambientais (Bernays, 2001).

O bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville) (Lepidoptera:
Lyonetiidae), € um dos principais problemas fitossanité&rios na producdo de café
(Guerreiro Filho et al., 1999). Este inseto, durante a sua fase larval, alimenta-se do
mesofilo foliar e provoca uma reducdo da area fotossintética e queda prematura das
folhas, causando prejuizo na producéo de café superior a 50 % (Reis e Souza, 1996,
1998; Fragoso, 2000). Assim o bicho-mineiro tem sido considerado praga-chave da
cafeicultura na maioria das regides produtoras, devido a sérios prejuizos econdmicos
causados (Souza et al., 1998). Esse tipo de fitofagia, presente em muitos insetos
holometabolos, constitui vantagens adaptativas em relacdo a outras pragas como
reducdo dos riscos por dessecacdo e minimizacdo das dificuldades de conex&o a planta
(Bernays e Chapman, 1994).

Existem alguns trabalhos de melhoramento genético que evidenciam a busca de
gendtipos de cafeeiros com niveis de resisténcia mais elevados ao bicho-mineiro,
utilizando genes de Coffea racemosa e outras espécies de cafeeiros que sao resistentes a
esta praga (Almeida et a., 2003; Guerreiro Filho et a., 1999; Guerreiro Filho e
Mazzafera, 2000; Matiello et al., 2000, 2001 e 2002). Apesar disso, pouco se conhece
sobre as interagdes inseto/planta e mecanismos responsavels pela resisténcia destes
gendtipos de cafeeiro ao bicho-mineiro. Esta informacdo poderia beneficiar muito os
programas de melhoramento gque visam a obtencdo de cafeeiros resistentes ao bicho-
mineiro (Kogan, 1986).

Existem genétipos de cafeeiro que séo mais preferidos pelo bicho-mineiro para a
oviposicdo em detrimento de outros. Folhas mais escuras de espécies e hibridos de
Coffea spp. sGo mais utilizadas para a oviposi¢cao do bicho-mineiro do que folhas mais
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claras (Cardenas, 1981). Portanto, o bicho-mineiro deve possuir mecanismo fisiol6gico
de deteccdo de sinais que codificam estes cafeeiros como sendo os melhores para o seu
desenvolvimento.

Neste trabalho, pretende-se explicar por que o bicho-mineiro tem preferéncia para
ovipositar em gendtipos suscetiveis de cafeeiro, testando a hipdtese de que existem
fitoquimicos volateis nas folhas desses genétipos que atuam como mediadores da
interagcéo entre o bicho-mineiro e o cafeeiro, influenciando o seu comportamento de
escol ha para a oviposi¢éo.

MATERIAL E METODOS

Material genético e reagentes

As folhas dos gendtipos de cafeeiro com diferentes niveis de resisténcia ao bicho-
mineiro foram obtidas do viveiro de café do Departamento de Fitopatologia, da
Universidade Federal de Vicosa, VicosaMG. Essas folhas foram col etadas de gendtipos
em fase de producéo com mais de 7 anos de idade, durante o periodo do verdo de 2002.
Os genétipos utilizados foram: C. arabica cv. Catuai Vermelho IAC 99 (UFV 2147 c 48
EL7), C. arabica cv. Mundo Novo IAC 376-4-32 (UFV 2150 c 40 EL8), C. arabica cv.
Topézio (MG 1190 ¢ 133), C. arabica cv. Borbom Amarelo (UFV 2952 C-146 c 17), C.
arabica cv. Oeiras MG 6851 (UFV 2983 ¢ 303), C. canephora cv. Robusta (UFV
T3580 (1-2) ¢ 171), C. arabica cv. Hibrido de Timor CIFC 2570 (UFV 447-49 CAYS),
C. racemosa (UFV 545 c 28), e quatro hibridos tripl6ides resultantes do cruzamento
natural entre C. racemosa (UFV 544) e C. arabica: Hibrido UFV 557-04, Hibrido UFV
557-02, Hibrido UFV 557-03 e Hibrido UFV 557-06.

O padrdo aeloguimico utilizado foi o p-cimeno (1-metil-4-isopropil-benzeno),
99%, da Aldrich (C121452-25 ml).

Criagéo do bicho-mineiro

Folhas minadas contendo larvas de L. coffeella foram coletadas semana mente em
plantagdes C. arabica cv. Mundo Novo e Catuai Vermelho e Catuai Amarelo, e foram
colocadas em placas do tipo ‘gerbox’ contendo uma solucédo aquosa com benziladenina,
na concentracao de 10° M (Reis Junior et al., 2000). Quando as |arvas passaram para o
estédgio de pupa, estas foram transferidas para tubos fechados, onde ficaram até a
emergéncia dos adultos, os quais foram utilizados nos experimentos.
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Preparo do adsorvente para coleta de volateis de folhas de cafeeiro

O adsorvente utilizado para a coleta de substancias voléateis de folhas de cafeeiro
foi 0 Tenax?®-TA 60/80, um polimero poroso formado por éxido de 2,6-difenilfenileno
(Alltech). Este foi pesado na quantidade aproximada de 5 mg e acondicionado entre
duas pequenas quantidades de 1& de vidro, na regido de constricao da pipeta de Pasteur.
Em seguida, dois ml da solucéo de pentano/eter dietilico (4:1) foi passada dentro dessas
pipetas para extracao das substancias ja retidas neste adsorvente. As pipetas foram entéo
submetidas a tratamento térmico a 200°C, por uma hora, sobre uma chapa aquecedora
com a passagem de gas nitrogénio. Apos este tempo, essas pipetas com o adsorvente
foram lacradas com fita de teflon para serem utilizadas posteriormente (Kant et al.,
2004).

Coleta e extracao de volateis dos gendtipos de cafeeiro

Dois a quatro ramos de cada genétipos de cafeeiro foram acondicionados dentro
de trés frascos de vidro de 15 cm de diametro por 40 cm de comprimento, contendo no
centro da base um orificio do didmetro da pipeta de Pasteur. Os frascos foram
pendurados em tripés de bambu e ocluidos com uma placa de vidro redonda com dois a
quatro reentrancias na sua margem, por onde passavam os ramos do cafeeiro e que
também continham um orificio no centro do mesmo didmetro do anterior. Estes frascos
com as placas foram lacrados com fita de teflon, conforme figura 1.

Para a coleta das substéncias volateis, pipetas Pasteur contendo Tenax foram
introduzidas nos orificios das tampas e nas bases dos frascos de vidro e foram vedadas
com fita de teflon. Mangueiras de plastico foram conectadas as pipetas situadas na base
dos vidros e unidas por pequeno tubo de vidro em forma de forquilha (com trés entradas
e uma saida). Na saida do tubo de vidro foi conectada uma bomba de vécuo, através de
uma mangueira de plastico. Desta forma, o ar ao redor dos ramos do cafeeiro foi
purificado a0 passar pela primeira pipeta e conduziu as substancias volateis para a
segunda pipeta Pasteur onde estas foram adsorvidas, durante o periodo de 24 horas
(figura 1). Para determinar os possiveis contaminantes deste sistema foi utilizado outro
frasco tampado, lacrado e conectado da mesma forma descrita acima, porém sem o0s
ramos dos cafeeiro, constituindo o controle para o sistema. Foram feitas quatro coletas
de substancias voléteis para o controle.

Apés as 24 horas de extracdo, as pipetas foram retiradas e vedadas com fita de
teflon. As substancias volateis dos genétipos de cafeeiro foram extraidas do adsorvente

pela passagem de aproximadamente 100 L de solugdo de pentano/eter dietilico (4:1)
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dentro das pipetas. O extrato foi armazenado no freezer (-10°C) para andlises

posteriores.

| dentificacdo de volateis de gendtipos de cafeeiro

O extrato coletado foi injetado em cromatégrafo a gas acoplado ao espectrémetro
de massas (CG/EM) da Shimatzu, modelo GCM S-QP5050A, que continha um coluna
DB-1 da J&W Scientific de 30m de comprimento por 0,25mm de diametro interno por
0,25 mm de espessura do filme da fase estacionéria. As condicdes cromatogréficas de
analise foram: o modo de injecéo splitless, pressdo na cabeca da coluna de 100 KPa, gas
carreador hélio, fluxo do gas carreador inicial de 0,8 ml/min., temperatura inicial de
40°C, por 2,0 min, com uma rampa de 3,0°C/min. até 240°C permanecendo nesta
temperatura por 1,33 minutos. A temperatura do injetor foi gustada para 220°C e a da
interface para 240°C. As condicdes do espectrdmetro de massa foram: corte do solvente
durante 2,0 min., modo de aquisi¢do varredura das massas de 40-350 unidades.

Os espectros de massas obtidos pelo CG/SM foram comparados com 0s espectros
de massas da biblioteca deste aparelho (Wiley 229.000), sendo determinados os
compostos com maior indice de similaridade. Com os tempos de retencdo destes
compostos, bem como dos padrdes de hidrocarbonetos (C10, C12, C14, C16, C18, C20,
C22 e C24), foram calculados os indices de Kowat's (1), conforme formula abaixo. A
partir destas informacdes identificou-se 0 composto com maior indice de similaridade e
que possuia indice de Kowat’'s mais préximo dos indices de Kowat's tabelados por
Adams (1995) e Davies (1990).

| = 100*z + 100* ((log t'rx —l0g t'R;) / (10 t' R(z+1) - |OQ t'r7))

onde:

| = nimero hipotético, que é igua ao nimero de &omos de carbono de um alcano
saturado de cadeia normal, que tem o mesmo tempo de retencéo gustado (t'r) que o
composto cujo indice esta sendo determinado;

Z = numero de carbonos de um alcano saturado normal;

t' rx = tempo de retencéo g ustado do composto x;

t'r; € U'rz+1) = temMpos de retengdo ajustados de alcanos de cadeia normal, sendo
quet’rc éintermediario at'r, e t'r+1) (Bonato, 1997);

Identificacdo dos compostos volateis de cafeeiro com atividade biol 6gica

O extrato coletado foi injetado em cromatdgrafo a gas da Shimatzu modelo GC-
17A com detector de ionizagdo de chama. Utilizou-se uma coluna DB1 de J&W
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Scientific de 30m de comprimento por 0,25mm de didmetro interno por 0,25 nm de
espessura do filme da fase estacionaria. As condi¢des cromatograficas de analise foram:
0 modo de injecdo ‘splitless’, pressdo na cabega da coluna 115 KPa, gas carreador
nitrogénio, fluxo do gas de arraste inicial 0,8 ml/min., temperaturainicial 40°C, ficando
por 2,0 min, com uma rampa de 3,0°C/min. até 240°C permanecendo nesta temperatura
por 1,33 min. A temperatura do injetor foi gjustada para 220°C e a do detector para
240°C.

Esse cromatografo estava acoplado a um eletroantendégrafo com um
micromanipulador da Syntech tipo MP-12, onde a antena do bicho-mineiro conectava
os eletrodos por meio de microcapilares contento uma solugcdo de 1,0 N de KOH. A
cada duas injecBes de amostras era substituida a antena. A temperatura da interface
estava gjustada para 240°C e o fluxo de ar conduzindo os voléteis até a antena era de
425 ml/min. Desta forma foi possivel determinar os picos de substancias voléteis
contidas nas amostras dos gendtipos de cafeeiros que apresentavam resposta biol6gica
através da coincidéncia destes nos cromatogramas do CG/EAG. Por fim, através de
comparagbes entre os cromatogramas do CG/EAG e as correntes totais de ions
fornecidos pelo CG/EM, procedeu-se a identificagcdo quimica desses picos que
apresentavam atividade biol 6gica.

Avaliacao da preferéncia para a oviposicao do bicho-mineiro

O peciolo das folhas dos gendtipos de cafeeiro foi imerso em um pequeno tubo de
8,0 cm de altura por 3,0 cm de didmetro, contendo solucéo aquosa com benziladenina, e
fechados com tampa que permitia a passagem do peciolo. Em seguida, foram colocados
dentro de gaiolas teladas com organza (40 x 40 x 40 cm), contendo adultos (20 machos
e 20 fémeas) recém-emergidos. Apos 24 horas de exposicdo, o nimero de ovos foi
contado, com a guda de lupa estereoscopica (aumento de 15 a 20 vezes). Este
procedimento foi realizado dezesseis vezes.

Bioensaios de olfatdmetro

A atividade biolégica do p-cimeno foi testada em fémeas virgens, fémeas
acasaladas e em machos virgens, utilizando olfatdmetro de acrilico com quatro vias de
entrada e uma via centra telada de saida do fluxo de ar. As vias de entrada foram
conectadas a erlenmeyers. Duas vias continham somente algumas gotas de &gua e nas

outras duas os erlenmeyers continham 20 M de uma solucdo de p-cimeno diluido em

pentano:eter dietilico (4:1) na concentracdo de 10 mi/ml. Esses erlenmeyers foram
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conectados de modo alternado. Desta forma, os insetos foram colocados dentro dessa
camara, sobre avia central telada, e tiveram oportunidade de escolha para vias com o p-
cimeno e para vias do controle (i.e., sem p-cimeno). Testes em branco foram realizados

paratestar aimparcialidade dessa cAmara.

Analise estatistica

As éareas dos picos das substéncias voléteis com atividade biolégica foram
submetidas a andlise de varidveis canbnicas (CVA), utilizando-se o procedimento
PROC CANDISC (SAS, 1997), para determinar os coeficientes de ponderacdo das
variaveis e para verificar possiveis agrupamentos lineares das variaveis analisadas com
0s gendtipos de cafeeiro, com base na significancia das distancias de Mahalanobis (D?)
entre médias. Em seguida, esses dados foram submetidos a correlacdo canénica,
utilizando-se o procedimento PROC CANCORR (SAS, 1997), para determinar os
coeficientes e correlagdes canbnicas entre 0 grupo de varidveis compostas pelos
fitoquimicos (volateis e biologicamente ativos) com a varidvel nimero de ovos
depositados por gendtipo no teste sem chance de escolha. Finalmente, testou-se a
significancia da preferéncia do bicho-mineiro em relagcdo ao p-cimeno, utilizando o
teste-G para dados obtidos no experimento com o olfatémetro (Sokal & Rohlf, 2003).

RESULTADOS

Identificacdo de volateis e similaridade de genétipos

A partir do resultado das injecdes no CG/EAG, e no CG/EM, seis picos foram
selecionados por desencadearem resposta bioldgica (pico 1, pico 5, pico 7, pico 21, pico
22 e pico 29) e identificados, respectivamente como sendo: decanal, (E)-3,7-dimetil-
1,3,6-octatrieno (b-Ocimeno), (E,E)-3,7,11-trimetil-1,3,6,10-dodecatetraeno ((E,E)-a-
farneseno), 1-metil-4-isopropilbenzeno (p-cimeno), dodecano, 2-metilnonano, conforme
as FIG. 1, 2 e 3. A andlise de variancia multivariada para os diferentes genétipos,
baseada nas areas dos picos identificados no CG/EM que apresentaram atividade
biolégica, indicou diferencas estatisticas significativas (Wilks lambda = 8,514x10™*; F
= 115,95; graus de liberdade (Nun. / Den.) = 66 / 101,77; p < 0,0001). Subseqguente
andlise de variancia univariada mostrou que a area dos fitoquimicos volateis apresentou
diferencas significativas em relacéo aos gendtipos analisados (Tabela 1).

Andlise de varidveis canbnicas conduzidas em complementacdo a andlise de
variancia multivariada resultou em seis eixos candnicos, sendo todos significativos (p <
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0,05; Tabela 2), com a excecdo do sexto eixo. O primeiro eixo canbnico respondeu por
95,11% da variancia total explicada. A area do fitoquimico volatil com o maior
coeficiente candnico absoluto (agrupados na estrutura candnica) e, portanto, que mais
colaborou para a divergéncia entre os gendétipos foi 0 2-metilnonano (primeiro eixo),
seguido por p-cimeno e dodecano (eixos 2 e 3) e trans-b-ocimeno (eixos 4 e 5) (Tabela
2).

O diagrama de ordenacdo derivada da andlise de variaveis canbnicas foi feito para
O primeiro e 0 segundo eixos, bem como para o primeiro e o terceiro eixo candnico, que
explicaram mais de 98% da variancia total dos dados. Dois grupos de gendtipos foram
gerados mediante este procedimento. A maioria dos genétipos mostrou diferencas
significativas entre si no que se refere aos voléteis considerados. As excegdes foram 0s
gendtipos Oeiras e Catuai Vermelho, que néo se diferiram, e Hibrido 1 com Borbom
Amarelo e Topazio, que também ndo deferiram entre si (figura 5).

Preferéncia para postura

Os resultados do teste de preferéncia para a postura do bicho-mineiro nos
gendtipos de cafeeiro estdo apresentados na Tabela 1. Verificou-se que houve uma
maior postura nos genétipos Borbom Amarelo, Catuai Vermelho, Mundo Novo, Oeiras,
Topézio, Robusta, que diferenciaram significativamente de C. racemosa, Hibrido 1,
Hibrido 2, Hibrido 3. O Hibrido 4 e o Hibrido de Timor mostraram resultados
intermediarios aos destes dois grupos.

Relacdo entre volateis do cafeeiro e postura do bicho-mineiro

As &eas dos picos dos diferentes fitogquimicos que apresentaram resposta
biol6gica na antena do bicho-mineiro foram correlacionados com os dados de postura
do inseto usando andlise de correlacdo candnica (parcial). O objetivo foi identificar o
fitoquimico com maior potencial mediador da interacdo entre bicho-mineiro (através de
sua postura) e cafeeiro (através de determinacdes em diferentes gendtipos com variados
niveis de resisténcia a esta espécie). Os resultados obtidos salientam a relevancia do p-
cimeno como mediador potencial, pois este fitoquimico apresentou alto coeficiente (e
correlacdo) no par canbnico gerado (Tabela 3). A andlise de correlacdo entre a érea do
p-cimeno e postura de bicho-mineiro nos gendtipos foi elevada e positiva (r = 0,58; p =
0,04). Por outro lado, o trans-b-ocimeno parece atuar como mediador potencial desta
interacdo, pois este fitoquimico também apresentou alto coeficiente (e correlacdo) no

par canbnico gerado (Tabela 3). A andlise de correlacdo entre a area do trans-b-ocimeno



e a postura do bicho-mineiro nos genétipos foi elevada e negativa (r = -0,68; p = 0,01).

Efeito do p-cimeno na aproximacdo do bicho-mineiro

A partir da possivel relevancia do p-cimeno como mediador potencial da postura
do bicho-mineiro baseado na andlise de correlacdo candnica (parcial), foi conduzido
bioensaio com o p-cimeno no olfatdmetro utilizando fémeas virgens, fémeas acasal adas
e machos do bicho-mineiro. Apenas fémeas virgens do bicho-mineiro apresentaram
preferéncia significativa (p < 0,05) em relagdo ao p-cimeno, baseado no Teste G (figura
6). Os resultados obtidos possibilitaram a confirmagdo da relevancia do p-cimeno como
mediador de aproximacao, favorecendo a postura do bicho-mineiro.

DISCUSSAO

A partir da constatacdo estatistica de que o bicho-mineiro oviposita mais nos
genétipos suscetiveis de cafeeiro (‘Borbom Amarelo’, ‘Catuai Vermelho', ‘Mundo
Novo', ‘Oeiras’, ‘Topazio', ‘Robusta e Hibrido Timor) em relacdo aos gendtipos
resistentes (C. racemosa, Hibrido UFV 557-04, Hibrido UFV 557-02, Hibrido UFV
557-03 e Hibrido UFV 557-06), testou-se a hipo6tese explicativa de que devem existir
fitoquimicos volateis nas folhas desses gendtipos de cafeeiros que atuam como
mediadores da interacdo entre o bicho-mineiro e o cafeairo, influenciando o seu
comportamento de escolha para a oviposi Gao.

Os extratos dos compostos voléteis dos cafeeiros foram analisados no CG/EAD e
no CG/EM, usando as mesmas condi¢des de analises com a excecdo da pressao do gas
de arraste no injetor do aparelho. Na andlise do CG/EAD foi gjustado em 115 KPa e na
andlise do CG/EM foi ajustado em 100 KPa, para que o fluxo do gas de arraste na
temperatura inicial dos dois aparelhos fosse igual a 0,8 ml/min. Caso fosse gjustada a
mesma pressao do gas de arraste no injetor do aparelho, o fluxo de gés de arraste inicial
seria de 1,3 mli/min no CG/EAD e 0,8 no CG/EM, levando a diferencas nos tempos de
retencdo das andlises. Entretanto, ndo foi possivel obter o mesmo tempo de retencéo dos
picos das amostras nas analises acima mencionadas. Para determinar quais 0s picos na
corrente total de ions das amostras analisadas no CG/EM que apresentaram resposta
biol6gica no CG/EAG (FIG. 2, 3 e 4) foram feitas comparacdes entre os resultados
dessas andlises tomando como base picos de referéncia dos cromatogramas. Desta
forma, foram identificados picos dos compostos que apresentaram resposta biol 6gica na
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antena do bicho-mineiro.

A relevancia do p-cimeno e do trans-b-ocimeno como possiveis mediadores desta
interacdo foi evidenciada apds as andlises estatisticas dos dados. As razbes de
preferéncia de fémeas virgens do bicho-mineiro em relacdo ao branco e ao p-cimeno
(figura 6) confirmam a relevancia deste composto como mediador de aproximacao,
favorecendo a escolha de hospedeiros para o bicho-mineiro.

Um conjunto de sinais determina a escolha do substrato de oviposicéo. Estes
sinais sd0 detectados a disténcias razoaveis por estes insetos herbivoros através de
compostos volateis e atributos visuais (forma, tamanho e cor) da folha do hospedeiro,
bem como através de atributos da superficie da folha (fisicos e quimicos) (Bernays e
Chapman, 1994).

Fitoquimicos volateis e ndo volateis parecem ser de grande importéancia para a
rapida identificacdo de hospedeiros de insetos herbivoros especialistas, evitando os
riscos ambientais, principalmente inimigos naturais (Bernays, 2001). Assim, o bicho-
mineiro utiliza fitoquimicos caracteristicos para a identificacdo de cafeeiros adequados,
provavelmente para maximizar o desenvolvimento da sua progénie. Dentre estes
fitogquimicos, destaca-se 0 p-cimeno, encontrado em cafeeiros susceptivels e que atua
como mediador desta interagéo, favorecendo a atracéo e a identificagdo de hospedeiros
adequados ao seu desenvolvimento.

Existem relatos de que o p-cimeno € um bom atraente para machos e fémeas de
Ceratitis capitata (Hernandez et al., 2001; Casana et a., 2001). Entretanto, € téxico para
fémeas (adultos e larvas) de Frankliniella occidentalis (Janmaat et al., 2002) e adultos
de Callosobruchus maculatus (Veenaet al., 2001).

No conjunto de fitoquimicos caracteristicos para a identificacdo de cafeeiros
adequados estdo compostos gque atuam como deterrentes de oviposicdo (Bernays e
Chapman, 1994). Dentre estes fitoquimicos se destaca o trans-b-ocimeno, encontrado
em alguns genotipos de cafeeiros resistentes e que pode ter algum papel bioldgico como
repelente ou deterrente de oviposicao. Este terpeno foi identificado em Pinus pinaster
(Pinaceae), como possivel sina quimico para o brogueador de madeira Phoracantha
semipunctata rejeitar esta espécie de planta como hospedeira (Barata et. al, 2000).

Fatores diversos parecem estar envolvidos na mediacdo das interagdes entre o
cafeeiro e o bicho-mineiro. Dentre estes fatores, 0o p-cimeno e o trans-b-ocimeno,
parecem ser importantes. Este conhecimento deve ser aprofundado tendo em vista sua
repercussao em programas de melhoramento para a obtencdo de cafeeiros resistentes ao
bicho-mineiro.
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Tabela 1. Médias e erro padréo da média da postura do bicho-mineiro e das areas (x 10°) dos picos de fitoquimicos identificados que tiveram
resposta biol 6gica pela antena do inseto-praga no CG/EAG.

Gendtipos NUmero de ovos Decanal Trans-b-ocimeno  (E,E) -a- p-Cimeno Dodecano 2-metilnonano
(postura) (1) (5) farneseno (7) (21) (22) (29)
‘Borbom 8,25+ 511523 + 0,00+ 0,00 0,00+0,00° 000+000° 0,00+000° 0,00+0,00°
Amarelo’ 1,372 2953,28 ¢ ¢
‘Catual 13,00 + 0,00+ 0,006  0,00+0,00c 0,00+ 0,00° 196,47 + 488,98 + 0,00+ 0,00°¢
Vermelho' 2,342 113,43° 282,31°
‘Mundo Novo' 8,04 + 19954,92 + 0,00+ 0,00  0,00+0,00¢ 695,62 + 1760,65 + 0,00+ 0,00°¢
2,192 11520,98 &P 401,612 1016,51 2
‘Ogiras 10,75+ 0,00+0,006 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+000° 0,00+000° 0,00+0,00°
2,46
‘Topézio’ 9,31+ 3269,29 + 0,00+ 0,00 0,00+000° 000+000° 0,00+000° 0,00+0,00°
2,712 1887,53 ¢
‘Robusta 15,00 + 6290,61 + 0,00+ 0,00°¢ 205,39 + 640,96 + 0,00+ 0,00  0,00+0,00¢
3,972 3631,89 "¢ 118,582 370,062
C. racemosa 1,13 + 0,00+ 0,00° 772,37 + 18,74 + 0,00+ 0,00 0,00+0,00° 0,00+ 0,00°
0,47°¢ 445,93 2 10,82%P
Hibrido 1 3,13+ 3804547 + 0,00+ 0,00°¢ 380,30 + 0,00+ 0,00 0,00+0,00° 0,00+0,00°
1,00°¢ 21965,56 P 219,56 2
Hibrido 2 2,690+ 0,00+0,00° 0,00+000° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 235,04 + 81,77 +
0,95°¢ 35,70° 47,21°
Hibrido 3 2,50+ 1496,60 + 342,13 + 0,00+ 0,00 0,00+0,00° 0,00+0,00°  0,00+0,00¢
0,75°¢ 864,06 ¢ 197,53°
Hibrido 4 3,88+ 787,14 + 0,00+ 0,00 0,00+0,00° 0,00+0,00°  0,00+0,00¢ 107,11 +
1,210¢ 454,46 ° 61,842
Hibrido Timor 8,50 + 0,00+ 0,006 0,00+0,00° 000+000° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 83,54 +
2,12%P 48,23"

M édias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Fisher’'s LSD (P < 0,05).



Tabela 2. Eixos canbnicos e coeficientes (agrupados na estrutura candnica) dos
pardmetros area dos picos referente aos fitoquimicos analisados em doze gendtipos de
cafeeiro no CG/EM.

Variaveis Eixos Candnicos
1 2 3 4 5

Decana (pico 1) -0,09 0,71 1,19 -0,033 0,059
Trans-b-ocimeno (picob) -0,01 -0,062 -0,12 -0,56 0,82
(E,E)-a-Farneseno (pico7) 0,10 -0,76 -0,53 0,020 -0,065
p-Cimeno (pico2l) -0,56 4,14 -3,70 0,35 0,30
Dodecano (pico22) 0,56 -4,17 3,61 0,49 0,26
2-Metilnonano (pico29) 0,99 0,093 -0,021 -0,004 0,009
F 115,94 39,54 21,10 7,26 4,56
Graus de liberdade(num./den.) 66 / 101,77 50/ 90,02 36/76,69 24/61,51 14/44
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Corr. canbnica ao quadrado 0,999 0,995 0,994 0,878 0,767
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Tabela 3. Correlacdo candnica (parcial) e par candnico entre as areas dos picos dos

fitoquimicos analisados nos gendtipos de cafeeiro e 0 nimero de ovos por folhas.

Varidveis Primeiro par candnico
Coeficiente Correlacéo
Decanal (pico 1) -0,27 0,10
Trans-b-ocimeno (pico 5) -0,68 -0,69
(E,E)-a-farneseno (pico 7) -0,48 -0,22
p-Cimeno (pico 21) 0,82 0,59
Dodecano (pico 22) -0,69 0,15
2-Metilnonano (pico 29) -0,32 -0,21
NUmero de ovos por folha 1,00 1,00
r 0,99
F aproximado 35,75*
Graus de liberdade (nim.; den.) 6; 5

* Significativo aP < 0,05.
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Figura 1. Esquema para a coleta e adsorcdo dos compostos voléteis de folhas de

gendtipos de cafeeiro.

Figura 2. Correntes totais de ions do CG/EM dos extratos de: (A) C. racemosa contendo
0 trans-b-ocimeno, (B) C. canephora cv. Robusta contendo o p-cimeno, (C) C. arabica
cv. Mundo Novo contendo decana e dodecano, (D) Hibrido Timor contendo 2-

metilnonano, e (E) Hibrido UFV 557-04 contendo o a-farneseno;

Figura 3. Espectros de massas médios das correntes totais de ions do CG/EM dos
extratos de: (A) C. racemosa referente ao pico 5 (13,679 min.) identificado como (E)-
3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno (trans-b-ocimeno), (B) C. canephora cv. Robusta referente
ao pico 21 (14,943 min.) identificado como 4-isopropil-1-metil-benzeno (p-cimeno),
(C) C. arabica cv. Mundo Novo referente ao pico 1 (20,602 min.) identificado como
decanal, (D) C. arabica cv. Mundo Novo referente ao pico 22 (21,443 min),
identificado como dodecano, (E) Hibrido Timor referente ao pico 29 (22,246 min.)
identificado como 2-metilnonano, e (F) Hibrido 1 referente ao pico 7 (34,517 min.)
identificado como (E,E)-3,7,11-trimetil-1,3,6,10-dodecatetraeno ((E,E)-a-farneseno).

Figura 4. Parte do cromatograma obtido no CG/EAD com resposta bioldgica na antena
do bicho-mineiro referente ao extrato do gendtipo: (A) C. racemosa no tempo 11,65
min. identificado como trans-b-ocimeno no CG/EM, (B) C. arabica cv. Catuai

Vermelho no tempo 13,16 min. identificado como p-cimeno no CG/EM.

Figura 5. Diagrama de ordenacdo mostrando a discriminacdo entre gendtipos de
cafeeiros quanto as diferencas nas areas dos fitoquimicos analisados em relacdo ao: (A)
primeiro e o segundo eixo canbnico (B) primeiro e terceiro eixo candnico. Os simbolos
sdo centrdides de tratamentos e representam a média das classes de varidveis canbnicas.
Circulos largos indicam grupos de tratamentos sem diferenca significativa entre eles
(teste de F aproximado, p < 0,05), baseado na distancia de Mahalanobis (D) entre
meédias.

Figura 6. Resposta de fémeas virgens de Leucoptera coffeella no olfatdmetro em relacéo

63



ao odor do fitoquimicos p-cimeno e do branco. Estéo apresentados os resultados de 12
repeticdes independentes bem como o total dessas. As barras que se estendem para a
esguerda mostram a porcentagem de fémeas virgens do bicho-mineiro que escolheu o
odor do branco. As barras que se estendem para a direita mostram a porcentagem de
fémeas virgens do bicho-mineiro que escolheu o odor do fitoquimico p-cimeno. Os
numeros dentro das barras representam o nimero de fémeas utilizado por repeticdo e os
asteriscos, *: p < 0,05, indicam a significancia do resultado segundo teste Qui-quadrado.
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Figura4.
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Figura5.

(A)
®'Robustal
20 -
HUFV 557-06 e
8
c
«Q 10 A
8
O
g .'M undo Novo' Hibrido Timore
“; HUFV 557-04, Topazio, Borbom Amardlo™
5 07 "HUFVEE7-03
=2
101 gOeiras, 'Catuai Vermelho
C. racemosa
HUFV 55.7-02
-40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140
Primeiro Eixo Canbnico
(B)
15
‘Mundo
10 4 Novo HUFV 557-04
. Topézio','Borbom Amareglo
HUFV 557-03 HUFV 557-02
Q 5 .
2 HUFV 557-06 ®
(e}
3 o
o
X
3
e ]
D
o
= -10 - 'Oeiras, 'Catual Vermelhe®
® C. racemosa
5 e 'Robusta Hibrido Timore
'20 T T T T T T T T T

-60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140

Primeiro Eixo Canobnico

69



Figura 6.
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CONCLUSOES GERAIS

Os testes realizados no presente trabalho sugerem que um dos fatores envolvidos
na preferéncia do bicho-mineiro por cafeeiros suscetiveis esté relacionado com os atos
teores de cafeina presente nas folhas. O teor de cafeina foi 0 pardmetro analisado que
mais se correlacionava positivamente com a oviposi¢ao do bicho-mineiro nos genétipos
estudados. Além disso, testes de preferéncia para oviposicdo com o genétipo contendo
menor concentracdo de cafeina (i.e. Hibrido UFV 557-04), adicionado na sua superficie
concentragdes crescentes deste composto, confirmaram uma preferéncia significativa
pelas folhas deste gendtipo que apresentavam maiores concentracGes. Portanto, a
cafeina possui um papel biolégico nas relacdes interespecificas com o bicho-mineiro.

Por outro lado, &cido clorogénico, cafeina e derivados ndo apresentam efeito
protetor contra o bicho-mineiro em virtude dos teores destes compostos nos genétipos
estudados, antes e depois da infestacdo, ndo apresentarem correlacdo significativa com
os parametros de desenvolvimento do inseto. Entretanto, foi observado gue a infestacéo
acarreta declinio nos teores foliares de acido clorogénico, que apesar de ndo exercer
efeito nesta espécie-praga, pode favorecer ainfestacao por outras.

Os resultados obtidos indicam, ainda, que o bicho-mineiro prefere ovipositar em
cafeeiros suscetivels porque alguns destes cafeeiros possuem o p-cimeno que atua como
mediador quimico da interacdo bicho-mineiro/cafeeiro, favorecendo a aproximagéo e a
identificagdo de cafeeiros como hospedeiros favoraveis ao desenvolvimento do inseto.
No presente trabalho observa-se que este fitoquimico apresentou maior correlacdo
positiva com a oviposicdo deste lepidoptero. Além disso, testes com o olfatdmetro
resultaram em uma preferéncia significativa para as vias que possuiam este composto.
Assim, 0 p-cimeno, presente em cafeeiros susceptivels, possui um papel bioldgico nas

relacbes interespecificas com o bicho-mineiro. E também, verificou-se que o trans-b-
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ocimeno apresentou uma alta correlacdo negativa com a oviposicao do bicho-mineiro,
podendo ter algum papel bioldgico como repelente ou deterrente de oviposi ¢ao.
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