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RESUMO: Objetivou-se, neste estudo, avaliar o efeito da planta hospedeira, Coffea arabica, no comportamento reprodutivo de
Leucoptera coffeella. Avaliou-se: 1) o efeito da condigdo reprodutiva das fémeas em resposta aos volateis de folhas do cafeeiro; ii)
se a propor¢do de acasalamento, tempo de inicio e a duracdo da copula sdo afetados pela presenca dos volateis do cafeeiro; e iii)
se fémeas de L. coffeella podem ovipositar em outro hospedeiro. A avaliagdo da resposta olfativa de fémeas virgens e acasaladas
aos volateis de folhas do cafeeiro foi feita utilizando-se olfatdmetro em “Y”. Para avaliar a propor¢ao de copula, o tempo de inicio
e a durac@o da copula, foram utilizados casais em gaiolas plasticas com a presenga ou auséncia de volateis das folhas do cafeeiro.
E, para avaliar a oviposigdo das fémeas foram oferecidas a elas folhas da planta hospedeira e ndo hospedeira. Os volateis emitidos
pela planta hospedeira pareceram ndo constituir pista relevante para sua localizagdo pelas fémeas, mas esses volateis mostraram-se
importantes durante o acasalamento. A proporcao de acasalamento, o inicio e a duragdo da copula foram significativamente alterados
na presenca dos volateis do cafeeiro. Quando uma planta nao hospedeira foi oferecida as fémeas como sitio de oviposi¢ao, houve uma
reducdo consideravel no ntimero de ovos depositados, indicando que fémeas usam pistas da planta hospedeira para ovipositar. Assim,
registrou-se que a planta hospedeira tem papel relevante no comportamento reprodutivo de L. coffeella.

Termos para indexacfo: Volateis da planta hospedeira, café, olfatdmetro, acasalamento, oviposigao.

INFLUENCE OF HOST PLANT ON REPRODUCTIVE BEHAVIOR OF Leucoptera coffeella
(GUERIN-MENEVILLE) (LEPIDOPTERA: LYONETIIDAE)

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect of the host plant, Coffea arabica, the reproductive behavior
of Leucoptera coffeella. We evaluated.: i) the effect of reproductive condition of females in response to the volatile coffee leaves,

ii) the proportion of mating, start time and duration of copulation are affected by the presence of volatile coffee and iii) if female
L. coffeella can lay eggs on another host. The assessment of olfactory response of virgin females and mated to the volatile coffee
leaves was done using olfactometer “Y”. To evaluate the proportion of copulation, the start time and duration of copulation,

couples were used in plastic cages with the presence or absence of volatiles of coffee leaves. And, to assess the ovoposition females
were offered to them leaves of the host plant and not host. The volatiles emitted by host plant appeared to be not relevant to track
their location by females, but these volatiles were important during mating. The proportion of mating, the onset and duration of
copulation were significantly altered in the presence of volatile coffee. When a host plant was not offered to females as oviposition

site, there was a considerable reduction in the number of eggs deposited, indicating that females use cues of the host plant to lay
eggs. Thus, there was the host plant plays an important role in the reproductive behavior of L. coffeella.

Index terms: Volatile host plant, coffee, olfactometer, mating, oviposition.

1 INTRODUCAO especializagdo, conhece-se pouco sobre o efeito
da planta hospedeira, Coffea arabica L., sobre
o comportamento reprodutivo de adultos dessa
espécie. Devido ao alto grau de especializagao de

L. coffeella em relagdo a sua planta hospedeira,

O bicho mineiro do café, Leucoptera
coffeella  (Guérin-Méneville)  (Lepidoptera:
Lyonetiidae) ¢ a principal praga do cafeeiro no
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Brasil, devido a sua ocorréncia generalizada e aos
prejuizos econdmicos que causa (SOUZA; REIS,
1992). Apesar da sua importancia e alto grau de

hipotetiza-se que os sinais visuais, quimicos e
tateis aperfeicoardo o encontro e aceitacdo da
planta pelas fémeas. Nesse caso, espera-se que
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as atividades associadas ao acasalamento e a
oviposi¢do sejam alteradas na presenca de tais
pistas.

Os insetos sdo 0s seres vivos que mais
utilizam os odores para desempenhar suas
fungdes vitais (localizagdo de presas, defesa e
agressividade, selecdo de plantas hospedeiras,
escolha dos locais para oviposicdo, corte e
acasalamento) (TEGONI; CAMPANACCI;
CAMBILLAU, 2004). Em muitas espécies de
lepidopteros, a planta hospedeira estimula a
biossintese e liberacdo de feromonio sexual. Na
mariposa Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera:
Noctuidae) , a produgao do feromoénio sexual
¢ induzida pela presenca de volateis emitidos
pela espiga do milho durante o periodo de
acasalamento (RAINA; KINGAN; MATTOO,
1992), gerando assim, uma sincronizacdo entre
oviposi¢do e disponibilidade do hospedeiro.
Fémeas de muitos insetos podem modificar o
periodo de atragdo sexual, a corte, a copula ¢ a
oviposicdo para sincronizar com o hospedeiro
apropriado (LANDOLT; PHILLIPS, 1997).

Sdo varios os exemplos em que os
volateis emitidos pela planta hospedeira sao
utilizados como estimulos pelos insetos para
o acasalamento e a oviposicdo (ESTRADA;
GILBERT, 2010; LANDOLT; PHILLIPS, 1997;
YAN; BENGTSSON; WITZGALL, 1999). A
atracdo de fémeas acasaladas de Cydia pomonella
(L.) (Lepidoptera: Tortricidae) para odores de
macds ¢ bem documentada (WITZGALL et
al., 2005; YAN; BENGTSSON; WITZGALL,
1999). Em testes de olfatometro, fémeas virgens
e acasaladas de C. pomonella foram mais ativas
na presenca de volateis de ma¢a do que em ar
puro. No entanto, as fémeas acasaladas foram
mais atraidas do que as fémeas virgens (YAN;
BENGTSSON; WITZGALL, 1999), indicando,
dessa forma, a importancia dos volateis da planta
hospedeira para C. pomonella localizar seu sitio
de oviposicao.

O encontro ¢ a escolha correta da planta
hospedeira por fémeas sdo vitais para as larvas
neonatas que possuem pouca mobilidade. Sendo
assim, as fémeas escolhem, de forma, precisa a
fonte de alimento e o local de desenvolvimento
de sua prole. Por ndo serem capazes de avaliar
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a qualidade nutricional diretamente, devido a
diferenca de habitos alimentares entre larvas e
adultos, as fémeas avaliam a planta hospedeira
de outras formas (RENWICK; CHEW, 1994). A
localizagdo da planta hospedeira pode envolver
varias modalidades sensoriais, sendo que a
discriminagdo final é complexa e envolvem
frequentemente varios sentidos, pistas das plantas
e estado fisioldgico do inseto. Visao e olfato podem
ser usados para orientacdo a longa distancia e
dependem do modo de vida do inseto. Entretanto,
quando em contato com a planta, a sequéncia
comportamental final para aceite ou rejeicao do
local de oviposicdo depende principalmente de
pistas de contato e comumente de compostos
presentes na superficie da planta (RENWICK;
CHEW, 1994).

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar (i)
o efeito da condigdo reprodutiva da fémea de L.
coffeella (virgem e acasalada) em resposta aos
volateis da planta do cafeeiro; (ii) se a proporg¢ao
de acasalamento, tempo de inicio e duragdo da
copula sera afetada pela presenga e auséncia de
volateis da planta hospedeira; (iii) e se fémeas de
L. coffeella, em condigdes de ndo escolha, podem
ovipositar em outro hospedeiro.

2 MATERIAL E METODOS
Coleta e manutencao dos insetos

Folhas de cafeeiro minadas por L.
coffeella foram coletadas, semanalmente, em
cultivos comerciais da regido de Vigosa - MG
e acondicionadas em caixas de acrilico tipo
Gerbox® (11,0 x 11,0 x 3,5 cm), contendo uma
esponja cortada em fendas paralelas, onde os
peciolos das folhas foram fixados. Essas esponjas
ficaram imersas em solu¢do de hormoénio de
crescimento, benzil adenina, na concentracdo
de 10° g/litro (REIS JUNIOR et al., 2000),
mantendo as folhas turgidas por mais de trés
semanas. Os recipientes contendo as folhas
foram mantidos no laboratorio, sob o regime de
12L:12E, a 23 + 1°C e 70 + 2% UR. Essas folhas
foram examinadas diariamente e delas foram
coletadas as pupas de L. coffeella que foram
acondicionadas, individualmente, em tubos
plasticos (2,5 cm de @ x 6,0 cm de altura) até a
emergéncia dos adultos. Apos a emergéncia, 0s
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individuos foram separados por sexo e colocados
em sala climatizada nas mesmas condigdes da
criagdo, para serem usados nos testes.

Coleta das plantas

As plantas de café¢ (Coffea arabica cv.
Catuai) (Rubiaceae) usadas nos experimentos
foram provenientes de cafezais da regido de
Vigosa - MG. Vinte e quatro horas antes do
experimento foram coletados ramos com =+ 10
folhas do terco médio da planta. Nos experimentos
foram utilizadas apenas as folhas, as quais foram
destacadas aleatoriamente do ramo 10 minutos
antes do inicio dos experimentos.

A outra planta utilizada nos experimentos
foi jenipapo, Genipa americana (Rubiaceae) ,
coletadas no Horto Botanico da UFV em Vigosa
- MG. Na realizagdo dos experimentos, as folhas
dessa planta também foram destacadas do ramo 10
minutos antes do inicio do experimento.

Bioensaios

Respostas das fémeas aos volateis da folha do
cafeeiro

Para testar a resposta olfativa de fémeas de
L. coffeella a sua planta hospedeira, C. arabica,
foi realizado um bioensaio em olfatdmetro tipo
Y (didmetro interno de 0,5 cm e comprimento
dos bracos de 5 cm). O aparelho foi constituido
por um tubo de vidro em forma de “Y”, sendo
que cada brago ¢ conectado através de uma
mangueira de borracha a um erlenmayer de
vidro de 50 mL, onde as fontes de odores foram
colocadas. O fluxo de ar foi produzido por uma
bomba de vacuo conectado a base dos tubos de
vidro, formando uma corrente de ar uniforme
nos dois bracos do aparelho. A velocidade da
corrente de ar no interior do olfatometro foi
de 0,05 m/s em cada braco, mensurada por
medidores de fluxo digitais e calibrada por
registro manual. A luminosidade foi mantida
baixa durante os experimentos, simulando uma
condicdo crepuscular.

Foi utilizada fémea virgem e acasalada.
Cada fémea foi testada individualmente no
olfatdmetro, utilizando-se 4 repeticoes de 20
fémeas por tratamento, totalizando 80 fémeas
virgens e¢ 80 fémeas acasaladas. Para cada
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tratamento (fémeas virgens ou acasaladas) foi
testada a resposta da fémea aos odores da folha
de café versus o ar (controle). Todas as fémeas
virgens e acasaladas foram avaliadas com 2 e 3
dias de idade, respectivamente. Fémeas com dois
dias de idade foram acasaladas durante o intervalo
de 2-7h apds o inicio da fotofase. Dessa forma,
todas as fémeas foram testadas no olfatometro
durante as cinco ultimas horas da fotofase,
que consiste no horario de maior atividade
de oviposi¢cao. Todas as fémeas foram usadas
apenas uma vez ¢ a cada teste, o olfatometro foi
previamente limpo com alcool.

Para realizacdo dos testes, as fémeas
(acasaladas ou virgens) foram colocadas na
extremidade basal do olfatdmetro, contra a
corrente de ar formada no interior do aparelho.
Considerou-se uma resposta positiva a chegada
da fémea até¢ a extremidade de um dos bragos
do olfatometro. A cada cinco fémeas testadas, as
posi¢des das fontes de odores foram invertidas.
Ao final de cada repeticdo, as folhas de café foram
trocadas. Apenas foram incluidas nas analises
estatisticas, fémeas virgens e acasaladas que
responderam num periodo de até 5 minutos apos o
inicio do experimento.

Influéncia dos volateis da planta hospedeira
na propor¢ao de acasalamento, no tempo de
inicio e na duracio da cépula

Cinquenta casais virgens de L. coffeella,
com dois dias de idade foram individualizados em
gaiolas plasticas (2,5 cm de @ x 6,0 cm de altura).
Esses casais foram avaliados em dois tratamentos:
gaiolas com a presenca (n = 25) ou auséncia de
volateis das folhas de café (n = 25). Em todas as
situagoes foram usadas duas gaiolas unidas pelas
aberturas e separadas com um tecido do tipo
organza. Isso foi feito para que, no tratamento com
volateis das folhas, os casais ndo tivessem contato
direto com a folha de café.

Os testes foram conduzidos numa sala, sob
o regime de 12L:12E, a 23+1°C e 70 + 2% UR.
As observacdes do acasalamento foram feitas no
intervalo entre 2-7h apds o inicio da fotofase. As
medidas de tempo foram avaliadas utilizando um
crondmetro e foram registrados o inicio e fim da
copula (minutos). Os casais foram alimentados
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com algoddo umedecido em agua com mel, a
10%.

Oviposicao em folha da planta hospedeira e
nao hospedeira

O objetivo deste experimento foi avaliar
se fémeas de L. coffeella, em condigdes de nao
escolha, podem ovipositar em outro hospedeiro
damesma familia do cafeeiro. Oitenta casais com
dois dias de idade foram acasalados ,durante o
periodo de 2-7h apds o inicio da fotofase. Apos
esse periodo, os machos foram descartados
do experimento. As fémeas acasaladas foram
colocadas em gaiolas plasticas (2,5 cm de O
x 6,0 cm de altura) individualizadas. Para as
oitenta fémeas acasaladas foram oferecidos
fragmentos de folhas de café (C. arabica) (n
= 40) ou de jenipapo (Genipa americana L.)
(n = 40). O experimento foi mantido em sala
sob o regime de 12L:12E, a 23£1°C e 70 = 2%
UR. As fémeas foram alimentadas com algodao
umedecido em 4gua com mel ,a 10% durante
todo o experimento, sendo esse alimento trocado
a cada dois dias.

O numero de ovos foi avaliado no final da
fotofase de cada dia, e os fragmentos de folhas
foram trocados. A contagem de ovos foi feita até
a morte das fémeas. Para a analise dos dados foi
considerado o niumero de ovos, por fémea, durante
todo o seu periodo de vida.

Analises Estatisticas

Os dados da resposta das fémeas de L.
coffeella (virgens e acasaladas) para volateis
da planta hospedeira ou ar foram analisados
utilizando-se o teste G (SOKAL; ROHLF, 1995)
no programa Excel.

As outras analises foram processadas
pelo software R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2005) , utilizando-se modelos lineares
generalizados (CRAWLEY, 2002). Para testar se
os volateis da planta hospedeira aumentam na
propor¢ao dos acasalamentos e alteram o inicio
da copula, foi feita uma analise de sobrevivéncia,
usando-se a distribuicdo de Weibull (CRAWLEY,
2002). Para avaliar se volateis da planta hospedeira
alteram o tempo de duracdo da copula e se fémeas
de L. coffeella, em condi¢cdes de nao escolha,
podem ovipositar em outro hospedeiro alternativo,
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foi feita uma analise, utilizando- se a distribui¢ao
de erros de Poisson, corrigido para sobredispersao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Resposta das fémeas aos volateis da folha do
cafeeiro.

Todas as fémeas acasaladas permaneceram
iméveis no local de liberacdo no olfatdmetro,
durante o tempo concedido para a escolha. A
movimentacao permanente das antenas em dire¢ao
contraria ao fluxo de ar foi um comportamento
frequentemente observado em todas as fémeas. No
caso das fémeas virgens, houve movimentacao,
porém elas ndo foram capazes de discriminar entre
folhas de café e ar puro (Gp =2,46; gl.=1;p =
0,1165; Figura 1).

@ folha O ar

1,0 0,5 0,0 0,5 1,0

FIGURA 1 — Resposta olfativa de fémeas virgens de
Leucoptera coffeella aos odores de folhas de cafeeiro
versus ar, em olfatometro tipo “Y”. A barra corresponde
a média de quatro repetigdes (repeticdo = 20 fémeas
virgens). (Teste G, Gp =2,4627; g1.=1; p=0,1165).

A influéncia dos volateis da planta hospedeira
na proporc¢iao de acasalamento, tempo de inicio
e duracio da cépula

O comportamento de acasalamento do bicho
mineiro do café¢ foi alterado quando os casais
permaneceram em ambiente, com a presenga
de volateis da folha de café. A propor¢ao de
acasalamento foi significativamente maior na
presenga dos volateis do que no controle (ar).
Enquanto cerca de 90% dos casais acasalaram na
presenca dos volateis, apenas 65% o fizeram na
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presenca de ar puro. Na presenca dos volateis, aos
160 minutos apo6s o inicio do experimento 50% dos
casais ja haviam copulado, enquanto na auséncia
dos volateis esta frequéncia s6 foi atingida aos 240
minutos (F oo = 100,67 ¢ x>= 0,003; Figura 2).
Além disso, observou-se que os casais, na presenca
dos volateis da folha de café, tiveram maior duragao
da copula (3,1 mim) do que no controle (1,4 mim)
(F i 4,9472 ¢ P=0,012; Figura 3).

—o— Sem folha

—o— Com folha + sem contato

0.8

0.6

0.4

Propor¢do de acasalamentos

0.2 4

0.0

Tempo para inicio da copula (min)

FIGURA 2 — Propor¢ao de acasalamento e tempo para
inicio da copula de casais de Leucoptera coffeella, na
presenca e auséncia de volateis da planta hospedeira (F
27 = 700,67 € %= 0,003).

|
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Duragéo da copula (min)
[\S)

0 T T
Sem folha

Com folha + sem contato

Tratamento

FIGURA 3 - Duracao da coépula dos casais de
Leucoptera coffeella, na presenca e auséncia de volateis
da planta hospedeira (F ,,,=4,9472 ¢ P=0,012).

2,47
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Comportamento de oviposicio em planta
hospedeira e nio hospedeira

Constatou-se diferenca significativa no
numero total de ovos/fémea depositados nas
folhas de café e jenipapo. O nimero de ovos
depositados foi de 24 e 2 nas folhas de caf¢ e

jenipapoj respectivamente (F .. = 137,10 e P<
0,001; Figura 4).
30
2s - 1
2 20 A J_
3
£
=]
Z ]0 <
5 <
0 T T
Café Jenipapo

Tratamento

FIGURA 4 — Numero de ovos acumulados depositados
por fémea de Leucoptera coffeella na presenga da folha
de café e folha de jenipapo (F, .= 137,10 ¢ P<0,001).

1,78

Fémeas de L. coffeella ndo tiveram nenhum
tipo de preferéncia pelos volateis emanados
pelas folhas de sua planta hospedeira, C. arabica
quando testadas em olfatometro em “Y”. Embora
as fémeas virgens nao tenham sido atraidas pelos
odores produzidos pelas folhas e o ar limpo,
essas tiveram grande mobilidade; ao contrario,
as fémeas acasaladas permaneceram imodveis o
tempo todo. Fémeas virgens devem procurar por
um parceiro sexual e, portanto, apresentam certa
mobilidade, enquanto fémeas acasaladas devem
se concentrar no comportamento de oviposi¢ao, o
que provavelmente as induzem a permanecerem
paradas.

Fémeas de alguns Lepidopteros tais como,
Spodoptera  frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) (ROJAS; VIRGEN; CRUZ-LOPEZ,
2003),  Helicoverpa  virescens  (Fabricius)
(Lepidoptera:  Noctuidae) (RAMASWAMY;
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WA; BAKER, 1987) e Ethiella zinckenella
(Treit.) (Lepidoptera: Pyralidae) (HATTORI,
1988) nao dependem de volateis para localizar
a planta hospedeira. No entanto, esses volateis
sdo determinantes para a orientagdo de varias
outras fémeas de Lepidoptera para suas plantas
hospedeiras  (PHILLIPS; STRAND, 1994,
PINERO; DORN, 2009; SOLE et al., 2010).

Leucoptera coffeella possui um ciclo
de desenvolvimento onde as crisalidas sdo
formadas na planta hospedeira ou nas folhas
que caem préximas a planta e, devido a isso, a
emergéncia dos adultos ocorre na planta ou nas
suas proximidades. Considerando a auséncia de
resposta das fémeas acasaladas aos volateis da
planta neste estudo, pode-se supor que, apesar
da proximidade das fémeas adultas e seus sitios
de oviposicdo, o semioquimico parece nao ser
determinante para as fémeas localizarem seu
hospedeiro.

Ressalta-se que esse foi o primeiro estudo
feito com olfatdmetro em “Y” para avaliar a
atratividade da fémea de L. coffeella aos volateis
das folhas do cafeeiro. Outros estudos sao
necessarios, com a utilizacdo de outros tipos de
olfatometros, como exemplo, o tinel de vento
para que se possa confirmar a ndo atratividade
das fémeas aos volateis emanados das folhas do
cafeeiro.

Por outro lado, volateis da planta hospedeira
tiveram um papel relevante durante as atividades
de copula de L. coffeella. Os resultados indicaram
uma forte evidéncia de que volateis da planta
hospedeira influenciaram na comunicagdo entre
os parceiros de L. coffeella. Os casais, quando na
presenca de volateis da planta, iniciaram a copula
mais cedo e mais rapido que os casais na auséncia
da planta e tiveram maior sucesso na copula. Uma
explicacdo para esse fato ¢ que a planta hospedeira
pode ter influenciado a fémea a produzir e liberar
feromdnio mais cedo e tornar-se mais atrativa,
resultando na obtencdo de maior sucesso no
acasalamento. O estimulo da planta hospedeira
na producdo do feromodnio pelas fémeas tem
sido bem documentado em mariposa do género
Helicoverpa (LANDOLT; PHILLIPS, 1997). A
producdo do feroménio pelas fémeas de H. zea
¢ induzida pela presenga da planta hospedeira
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(RAINA; KINGAN; MATTOO, 1992). Um
fenomeno similar foi demonstrado também em
fémeas de Helicoverpa phloxiphaga (Grote &
Robinson) (Lepidoptera: Noctuidae), que requer a
presenca da planta hospedeira para produgao do
feromonio sexual (RAINA, 1988).

Estudos com C. pomonella (ANSEBO
et al., 2005; CORACINI et al., 2004; LIGHT et
al., 2001; YANG; BENGTSSON; WITZGALL,
2004) comprovaram que machos e fémeas foram
atraidos pelos mesmos compostos presentes no
hospedeiro, e que esses compostos estimularam o
macho a encontrar a fémea.Em testes feitos em
campo, usando armadilhas com septos, contendo
compostos da planta hospedeira, machos de C.
pomonella foram capturados em maior quantidade.
Essa atrac¢do foi confirmada em estudos no tinel
de vento (ANSEBO et al., 2004). Possivelmente,
nesse caso, os machos de C. pomonella usam
volateis da planta para distinguir o ambiente
onde ¢ provavel encontrarem fémeas (ANSEBO
et al., 2004). No presente estudo, ndo se sabe se
¢ o macho, a fémea ou ambos que respondem aos
volateis da planta de café para otimizar o sucesso
do acasalamento.

O alto grau de especializacdo de L. coffeella
em C. arabicaficouevidenciado nocomportamento
de oviposicao das fémeas. Raramente a oviposi¢ao
foi feita em folhas de G. americana, em situagdo
de nao escolha. Em outra mariposa, Yponomeuta
cagnagellus (Lepidoptera: Yponomeutidae), que ¢
também altamente especialista, as fémeas somente
sdo capazes de discriminar a planta hospedeira por
pistas de contato presentes na superficie das folhas
(HORA; ROESSINGH, 1999). E provéavel que
pistas de contato presentes na superficie da folha
de café¢ tenham sido responsaveis pela diferenca
no comportamento de oviposicdo das fémeas de
L. coffeella.

4 CONCLUSOES

Os volateis emitidos pela planta hospedeira
ndo constituem pista relevante para as fémeas de
L. coffeella localizarem seu hospedeiro, quando
testadas em olfatometro “Y”.

A propor¢ao de acasalamento, o inicio e a
durag@o da copula de L. coffeella foram alterados
na presenga da planta hospedeira.
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