EXTRATO DE Coffearacemosa COMO ALTERNATIVA NO
CONTROLE DO BICHO-MINEIRO DO CAFEEIRO

Coffea racemosa extract as an alternative for the control of coffee leaf miner
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RESUMO

Objetivou-se, com o presente trabalho, verificar o efeito do extrato metandlico de Coffea racemosa Lour., espécie silvestre de
cafeeiro portadora de resisténcia a umadas principais pragas da cultura cafeeira, 0 bicho-mineiro. Inicialmente, o extrato metandlico
das folhas de C. racemosa foi pulverizado em mudas de cafeeiro Coffea arabica cv. Catuai, em casa-de-vegetagdo, as quais foram
expostas a adultos de L. coffeella para o teste de oviposi¢do com chance de escolha. Observou-se que as plantas tratadas foram menos
preferidas para oviposi¢éo. A seguir, realizou-se o teste de efeito ovicida, no qual mudas de C. arabica contendo ovos do bicho-
mineiro foram pulverizadas com o mesmo extrato. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com
cinco repeticdes. Verificou-se reducdo significativa na eclosdo de larvas, e segundo andlise por microscopia €l etronica de varredura, os
0vOs ndo viaveis apresentaram anomalias nas superficies externas. Entretanto, os adultos provenientes de ovos tratados ndo foram
afetados na percentagem de emergéncia, razéo sexua e oviposicdo. Os resultados obtidos demonstram que C. racemosa apresenta-se
como uma alternativa promissora ao controle do bicho-mineiro, necessitando, no entanto, de novos estudos para isolamento e
identificag8o das substéancias bioativas.

Termos para indexagdo: Leucoptera coffeella, inseticida boténico, café, produtos naturais.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of Coffea racemosa Lour. methanolic extract , awild coffee specie that
presents resistance against the coffee leaf-miner, amajor pest of coffee crop. The methanol extract of C. racemosa |leaves was sprayed
on coffee seedlings, Coffea arabica cv. Catuai, in greenhouse, which were exposed to adults of L. coffeella for oviposition in free
choice test. Plants treated were less preferred for oviposition. An ovicidal assay was carried out by spraying the methanol extract on
C. arabica seedlings containing L. coffeela eggs on their leaves. The experiments were conducted in a completely randomized design
with five replicates. Larvae hatching out from treated eggs were significantly reduced by the extract and non viable eggs presented
some anomalies on their external surfaces according to analyses by scanning electron microscopy. However, the adults derived from
treated eggs did not have the percentage of emergence, sex ratio and oviposition affected by the treatment. The results show that
C. racemosa presents as a promising alternative to control the coffee leaf-miner, being necessary new studies to isolate and
caracterize the bioactive substances against this pest.

Index terms: Leucoptera coffeella, botanical insecticide, coffee, natural products.

(Recebido em 8 de outubro de 2009 e aprovado em 11 de agosto de 2010)

INTRODUCAO

O bicho-mineiro Leucoptera coffeella (Guérin-
Méneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae)
destaca-se como praga-chave da cultura cafeeira. Em
decorréncia, existe uma grande demanda por novas
alternativas para o controle desse inseto, dentre as quais se
destaca a possibilidade de se empregarem produtos de

Uma possivel dternativa para atender a demanda
de novas formas de controle para o bicho-mineiro consiste
no uso de Coffea racemosa Lour. (Rutaceae), por ser uma
espécie silvestre resistente ao bicho-mineiro. Ja existem
relatos, na literatura, de trabalhos que buscam utilizar
C. racemosa como doadora de genes para Coffea arabical.
(Rutaceae). No entanto, por se tratar de uma cultura perene,

origem natural. Nesse sentido, sdo indmeros os relatos, em
literatura, da aplicacdo de produtos naturais para o controle
de pragas agricolas (Almeida et a., 2006; Mendoncaet al .,
2006; Gongalves-Gervasio & Vendramim, 2007; Oliveira et
al., 2007; Pereiraet a., 2008; Santiago et ., 2008; Silvaet d.,
2008; Lima et a.,2009; Ross et d., 2010).

propagada via sementes, os programas de melhoramento
genético do cafeeiro sdo muito longos e resultados
satisfatorios ainda ndo foram a cangados (Mendes, 2008).

Apesar da escassez de informagdes a respeito do
mecanismo de resisténcia de C. racemosa a L. coffeella,
sabe-se que ndo h& qualquer correlacdo entre as
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caracteristicas anatdbmicas foliares e o referido
mecanismo (Ramiro et al., 2004). Logo, uma possibilidade
para explicar tal resisténcia seria a producdo de
substancias inseticidas pela planta que estariam
atuando contra o bicho-mineiro.

Contudo, pouco se sabe sobre quais classes de
substancias estariam atuando de forma isolada ou
conjunta na resisténcia de C. racemosa ao bicho-
mineiro. J& foi investigado, por exemplo, o papel do
alcal6ide cafeina naresisténcia de hibridos de C. arabica
e C. racemosa; entretanto, ndo foi observadacorrelacdo
entre a reducdo dos danos foliares e teor de cafeina do
tecido (Guerreiro-Filho & Mazzafera, 2000). Estudos
conduzidos por Melo et al. (2006) sugeriram que a
resisténcia de C. racemosa ao bicho-mineiro poderia
estar relacionada ao potencial oxidativo e composi¢do
fendlicado tecido foliar. Entretanto, Ramiro et a. (2006)
estudaram o papel de compostos fendlicos e das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase na expressao de
resisténciaem C. arabica, C. racemosa e em progénies
de cruzamentos entre essas espécies, e constataram que
nenhuma das classes de substancias avaliadas
desempenharam papel significativo na resisténcia ao
bicho-mineiro do cafeeiro.

Em fung&o de pesquisas que relataram a existéncia
de resisténcia de C. racemosa ao bicho-mineiro,
desenvolve-se a hipétese de que essa planta produz
substéncias inseticidas, as quais podem afetar esse inseto-
praga. Desta forma, com vistas a contribuir para o
desenvolvimento de novas técnicas para o controle do
bicho-mineiro do cafeeiro, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito do extrato bruto de C. racemosa
contra essa praga.

MATERIAL E METODOS

Mudas de C. racemosa provenientes do banco
de germoplasma do I nstituto Agrondmico de Campinas
(SP) foram encaminhadas para o Departamento de
Entomologia da Universidade Federal de Lavras, onde
foram expostas ao ataque do bicho-mineiro por 15 dias.
Posteriormente, folhas frescas (157,87 g) foram retiradas
dessas mudas e levadas para o L aboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras, onde foram picadas e maceradas em
metanol por 48 horas para a obtencéo do extrato. Em
seguida, filtrou-se a mistura resultante em algodéao
hidrofilo e se adicionou mais metanol ao residuo. Este
procedimento foi repetido mais cinco vezes, até que o
sobrenadante apresentasse coloracdo bem clara. As
fases liquidas foram combinadas e concentradas até a

secura em evaporador rotatdrio e liofilizadora, resultando
em um residuo verde escuro e pastoso (extrato), com
massa de 13,0828 g, 0 que correspondeu a um rendimento
de 8,3% na extrag&o.

Os adultos de L. coffeella utilizados nos
experimentos foram obtidos de criagdo mantida em
laboratério de acordo com a metodologia proposta por
Reis Jinior et a. (2000).

O teste de oviposi¢do com chance de escolha foi
realizado em condi¢Bes de casa-de-vegetacdo, onde
mudas de cafeeiro Coffea arabica L. cv. Catual, com seis
meses de idade, tiveram as folhas da base retiradas de
modo que restassem apenas quatro folhas por planta.
Posteriormente, as folhas foram limpas com algodéo
umedecido em agua destilada para a eliminacéo de
possiveis ovos do bicho-mineiro. Dissolveu-se o extrato
em solucdo aguosa de Tween 80 a 1% (g/mL) até as
concentractes de 0,9% e 1,9% (g/mL), determinadas por
meio de ensaios prévios. As solucBes resultantes foram
aplicadas por meio de pulverizador manual com volume
médio de 5,0 mL por planta. Além das solugdes dos
extratos, empregou-se &gua e solucao aquosa de Tween
80 a 1% (g/mL) como testemunhas negativas. Cada bloco
foi constituido por uma gaiola de madeira (40 cm x 50 cm
x 41,5 cm) recoberta com organza, na qual foram colocadas
as plantas tratadas e vinte casais de adultos do bicho-
mineiro, provenientes da criagdo de laboratdrio, com idade
variando de um atrés dias. As avaliagBes foram realizadas
24, 48 e 72 horas ap6és a liberacdo dos adultos pela
contagem de ovos nas folhas. O experimento foi
conduzido em delineamento, em blocos casualizados, com
parcelas subdivididas no tempo e cinco repeticles, em
gue cada planta foi considerada uma parcela experimental .
Também foi calculado o indice de Preferéncia para
Oviposicdo (1PO) por meio da seguinte equacdo: 1PO =
[(A-B)/(A+B)] x 100, sendo A o nimero de ovos no
tratamento com extrato e B o ndmero de ovos na
testemunha (4gua). Em geral, esse indice pode variar de
+100 (muito estimulante) a -100 (total deterréncia ou
inibicdo de oviposi¢do), passando pelo valor 0 (neutro)
(Fenemore, 1980).

O efeito ovicida do extrato de C. racemosa também
foi observado em condigBes de casa-de-vegetacdo. Assim,
mudas de cafeeiro C. arabica cv. Catuai, com seis meses
de idade e com quatro folhas por planta, foram limpas com
algoddo umedecido em agua destilada e acondicionadas
em gaiolas (40 cm x 120 cm x 40 cm) recobertas com organza.
Em cada gaiola, foram col ocadas dez mudas de cafeeiro e,
em seguida, vinte casais de adultos do bicho-mineiro,
obtidos da criacdo de laboratorio, com idade variando de
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um atrés dias. Os casais foram colocados nas gaiolas no
final datarde (16:00h), sendo avaliado o nimero de ovos
colocados na manhd do dia seguinte (8:00h). Foram
mantidos cinco ovos em média por folha, totalizando
aproximadamente vinte ovos por planta. Os demais ovos
foram descartados, assim como os adultos do inseto. Os
tratamentos empregados foram solugcdo aquosa de
Tween 80 a 1% e agua (testemunhas negativas), 6leo de
neem a 3% (testemunha positiva) e o extrato de C. racemosa
a 1,9%. As mudas receberam os tratamentos via
pulverizaggo, com volume médio de 5,0 mL por planta,
utilizando-se pulverizador manual. Em seguida, as mudas
foram mantidas em gaiolas a fim de se evitarem novas
posturas do bicho-mineiro. Sete dias apds a pulverizagéo,
as folhas foram destacadas e realizou-se a avaliagdo pela
contagem de ovos viaveis e inviaveis com 0 uso de um
microscopio estereoscopico (40x). O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
5 repeticdes por tratamento, sendo 1 planta considerada
como parcela experimental .

Osovos inviaveis foram submetidos a andlise por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) afim de se
observarem possiveis ateracdes morfol 6gicas. Paratanto,
utilizou-se o protocolo padréo para amostras bioldgicas
de acordo com Alves (2004).

Para avaliar o efeito do extrato sobre parémetros
bioldgicos relativos a fase adulta de L. coffeella, montou-
se um experimento de forma semelhante ao teste ovicida
em casa-de-vegetagdo. Utilizaram-se agua e solucéo aquosa
de Tween 80 a 1% como testemunhas negativas, 6leo de
neem 1,5% (concentragdo subletal) como testemunha
positiva e extrato de C. racemosaa 1,9%. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes por tratamento e cada parcela correspondeu a
uma muda contendo em média vinte ovos.

Quinze dias apds a pulverizacéo dos tratamentos
nas folhas contendo os ovos, as folhas com minas novas
foram destacadas e tiveram seus peciolos fixados em
placas de isopor, que foram colocadas em placas de Petri
com o fundo coberto com algoddo embebido em solucéo
de benziladenina na concentragdo de 10°M, conforme
metodologia de Reis Janior et a. (2000). As placas foram
acondicionadas em camara climética mantida nas
seguintes condigdes: 25+1° C, UR 70+10% e fotofase
de 14 h. As pupas formadas foram coletadas e
individualizadas, em tubos de vidro (2 cm de diédmetro x
8 cm de altura), até a emergéncia dos adultos, para a
determinagdo da porcentagem de emergéncia (adultos
emergidos x 100/nimero de pupas) e da razdo sexual
(ndmero de fémeas/nimero total de adultos). Para a

avaliacdo da capacidade de oviposi¢cdo dos adultos
recém-emergidos, duas folhas de cafeeiro foram fixadas
pelos peciol os em pedaco de isopor, que foi mantido em
placa de Petri com algod&o embebido em solugdo de
benziladenina na concentragéo de 10°M, que foi colocada
no interior de umagaiolade PVC (15 cm de alturax 20 cm de
diametro), naqual também foi liberado um casal de bicho-
mineiro. Apés 48 h, contaram-se os ovos colocados em
cadafolha

Os dados coletados em todos os experimentos
foram submetidos a andlise de variancia e se compararam
as médias dos tratamentos pelo teste de Scott & Knott
(1974) a 5% de significancia.

RESULTADOSE DISCUSSAQO

Observou-se redugdo no ndmero de ovos
depositados pelas fémeas de L. coffeella em mudas tratadas
com o extrato de C. racemosa, em ambas as concentragdes
avaliadas, apds 24, 48 e 72 horas da aplicacédo dos
tratamentos (Tabela 1). O efeito inibidor de oviposicéo de
insetos por metabdlitos secundérios de plantas é bem
conhecido na literatura (Ono et al., 2004; Singh &
Singh, 2007); entretanto, ndo existem relatos referentes a
atividade deterrente de oviposi¢do de C. racemosa para o
bicho-mineiro. Contudo, foi verificado que outras espécies
de plantas pertencentes a familia Rutaceae sdo capazes de
afetar a oviposicdo de varios lepidopteros-praga. Nesse
contexto, foi constatado que o 6leo essencial de
Chloroxylon swietenia DC. (Rutaceae) reduziu a
oviposicdo de Spodoptera litura (F.) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Kiran et al., 2006).

No mesmo sentido, Ono et a. (2004) observaram
gue o extrato metandlico de Orixa japonica Thunb.
(Rutaceae) apresentou efeito deterrente de oviposi¢do para
Papilio xuthus L. (Lepidoptera: Papilionidag), e levantaram
a hipbtese de que isso possa ter ocorrido devido ao fato
de as substancias presentes no extrato atuarem como
alomonios nos receptores tarsais dos insetos. Também
outros autores, como Feeny et a. (1983), afirmaram que a
ndo-preferéncia para oviposi¢cao de insetos em determinado
substrato pode ser atribuida ao fato das fémeas de
|epidopteros possuirem sensilas tarsais, as quais percebem
ainformag&o fitoquimica quando pousam nas superficies
das folhas, sendo esse um fator determinante para que o
inseto aceite ou rejeite ovipositar em determinada planta.
Dessaforma, a ndo-preferéncia para a oviposi¢éo de
L. coffeella em mudas de café tratadas com o extrato de
C. racemosa pode estar relacionada ao efeito dos
metabdlitos secundérios de C. racemosa sobre os
receptores tarsais do bicho-mineiro.
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Com relagdo ao indice de Preferéncia para
Oviposicéo (IPO) (Tabela 1), o extrato de C. racemosa
apresentou efeito inibidor de oviposicdo, sendo que tal
efeito aumentou com a concentracdo do extrato e diminuiu
com o tempo decorrido apds a pulverizacdo. O fato da
oviposi¢do deL. coffeellater sido reduzida com o aumento
da concentracdo do extrato € analogo ao observado por
Torres et a. (2006) em trabalho com Plutella xylostellaL.
(Lepidoptera: Plutellidae). A reducdo na atividade do
extrato de C. racemosa com o decorrer do tempo,
constatado no presente trabal ho, possivelmente ocorreu
devido a baixa estabilidade por parte das substancias
ativas presentes no referido extrato nas condigdes de
realizagcdo do experimento. Outros materiais de origem
vegetal, como, por exemplo, 0 6leo essencial de
Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf. (Poaceae) sofre
degradacéo em funcdo da temperatura, 0 que provoca
ateracBes em suas propriedades biol dgicas (Guimaraes
et d., 2008).

Referente ao teste ovicida, foi observado que o
extrato de C. racemosa causou reducdo significativa na
percentagem de eclosdo das lagartas de L. coffeella
(Tabela 2). Apesar da escassez de estudos referentes ao
efeito de extratos de plantas sobre a sobrevivéncia de
lepidopteros na fase embrionaria, os resultados
encontrados no presente trabalho estédo em consonancia
com agueles obtidos por Magalhées et al. (2004). Tais
autores, ao estudarem a interacdo entre L. coffeella e
gendtipos hibridos de C. arabica x C. racemosa,
constataram reducéo na percentagem de eclosdo do
bicho-mineiro em ovos colocados nas folhas de
C. racemosa e de alguns dos hibridos testados, o que os
levou ainferir que a antibiose seria o principal mecanismo
responsavel pela resisténcia de C. racemosa ao inseto.
Tal hipétese é suportada pelos resultados observados
no presente trabalho, haja vista que o efeito letal do
extrato de C. racemosa sobre ovos do bicho-mineiro é

indicativo da producdo de metabdlitos secundarios por
essa planta.

A partir de analises por microscopia €letrénica
de varredura, foi possivel constatar anomalias nas
superficies externas dos ovos inviaveis tratados com
0leo de neem e com o extrato de C. racemosa (Figura 1).
Apesar de o mecanismo de ag&o ovicida do extrato de
C. racemosa sobre L. coffeella ser incerto até o presente
momento, é sabido que alteragdes em quaisquer das
camadas do coérion podem afetar a sua permeabilidade
(Chapman, 1998). Assim, possivelmente as referidas
anomalias, constatadas neste trabalho, possam ter
contribuido para a entrada de substancias que af etaram
0 desenvolvimento embrionario do inseto e,
consequentemente, a viabilidade dos ovos.

Os adultos do bicho-mineiro provenientes de ovos
tratados com o extrato ndo apresentaram alteracdes na
percentagem de emergéncia, razdo sexua e fecundidade
(Tabela 3). E possivel que isso tenha ocorrido devido ao
habito minador desse inseto e ao baixo efeito translamilar
do extrato, umavez que, ao eclodir, alagarta penetra no
mesofilo foliar, ndo entrando mais em contato com a
superficie dafolha que recebeu o tratamento, exceto no
momento de pupacdo. As substancias ativas presentes
no extrato podem ndo apresentar capacidade de
trand ocacdo para 0 mesofilo e, em decorréncia disso, ndo
afetarem as lagartas. Além disso, deve-se também
considerar o efeito residual do extrato, ja que, no momento
da pupacdo, em que as lagartas novamente entram em
contato com a superficie da folha que recebeu o
tratamento, 0os compostos ativos presentes no extrato
podem estar em nivel residual inferior ao necessario para
provocar alteracdes no desenvolvimento do bicho-
mineiro.

A falta de efeito residual por parte de extratos
vegetais encontra sustentagdo no trabalho desenvolvido
por Souza & Vendramim (2000), que constataram

Tabela2 — Médias (+EP) para a porcentagem de eclosdo de lagartas de Leucoptera coffeella ap6s o tratamento dos ovos

com o extrato de Coffea racemosa.

Tratamento WPorcentagem de eclosdo de lagartas
Oleo de neem 3% (v/v) (controle positivo) 15,2+3,41a

C. racemosa a1,9% 34,616,02b

Agua (controle negativo) 94,3+2,71c

Tween 80 a 1% (controle negativo) 94,5+2,55¢

CV (%) 15,6

MAs médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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mortalidade dos ovos de Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) tratados com os extratos de
Melia azedarach L. (Meliaceae) e de Trichilia pallida
Swartz (Meliaceae). Entretanto, os extratos aplicados sobre
0s 0vos pouco afetaram a sobrevivéncia ninfal, sendo que
0s autores atribuiram tais resultados ao baixo poder
residual do extrato.

A informacGes referentes a agdo dos metabolitos
secundarios de C. racemosa ha oviposicéo e viabilidade

100pm,._° -

10pm 100um

dos ovos de L. coffeella, encontradas no presente
trabalho, sdo importantes para o desenvolvimento de
métodos alternativos para o controle desse inseto,
principalmente, em cultivos organicos de cafeeiro.
Trabalhos posteriores deverdo ser realizados com os
objetivos de isolar e identificar a(s) substancia(s)
responsavel (is) pela atividade observada contra o bicho-
mineiro e avaliar o desempenho do extrato deC. racemosa
no controle do bicho-mineiro, em condic¢bes de campo.

Figura 1 — Andlise ultraestrutural de ovosinviaveis de Leucoptera coffeella por microscopia el etronica de varredura.
A e B = ovos tratados com &gua; C e D = tratados com solucéo aquosa de Tween 80 a 1%,; E, F e G = tratados com o
extrato de Coffea racemosa a 1,9%, apresentando alteracdes morfol 6gicas na superficie externa, indicadas por setas;
H el = ovos tratados com éleo de neem a 3,0%, apresentando alteracdes morfol 6gicas na superficie externa (indicadas

por setas).
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Tabela3 — Médias (+EP) para porcentagem de emergéncia, razdo sexual e oviposi¢ao de adultos provenientes de ovos
de Leucoptera coffeella expostos ao extrato de Coffea racemosa.

Tratamento Emergéncia (%0)** Razéo sexual** NUmero de ovos/casal*
WOleo de neem a1,5% 77,5+4,48 0,4+0,06 19,8+4,96a

C. racemosa a 0,9% 63,6+2,71 0,5+0,03 40,7+10,72b
@Tween 80 a1% 77,0£2,69 0,5+0,01 37,9+8,91b
@Agua 81,642,27 0,5+0,01 36,0+6,22b

CV (%) 19,3 38,2 15,8

* As médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia.
**N&o significativo (p>0,05).
MControle positivo; @Controle negativo.

CONCLUSOES

Substéncias presentes no extrato de C. racemosa
apresentam inibidores de oviposi¢do para L. coffeella.

A aplicaco do extrato de C. racemosa em ovos do
bicho-mineiro, além de provocar anomalias nos ovos, reduz
ataxade eclosdo das lagartas.

Os adultos do bicho-mineiro oriundos de ovos
tratados com o extrato de C. racemosa ndo apresentam
alteragdes na percentagem de emergéncia, razéo sexua e
fecundidade.
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