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RESUMO

Com a expansédo do mercado de café Coffea arabica L. em nivel global, se faz
necessario minimizar os impasses da producdo, tais como os problemas
fitossanitarios relacionados ao ataque de insetos-praga. Dentre as espécies comuns
na lavoura, destaca-se o bicho-mineiro-do-cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-
Méneville e Perrottet) (Lepidoptera: Lyonetiidae), praga-chave para a cultura. Seu
controle é realizado por aplicagdes de inseticidas sintéticos, sendo indispensavel o
estudo de alternativas que auxiliam o controle atual. Derivados botanicos sao
altamente estudados no controle de insetos-praga, porém, tais derivados possuem
caracteristicas que dificultam sua utilizaggo a campo. Visando contornar
caracteristicas limitantes no emprego de inseticidas sintéticos, bem como de
derivados botanicos, o uso associado das duas praticas vem sendo alvo de pesquisas
focando a possibilidade de sinergismo. De tal forma, este estudo avaliou, inicialmente,
a acao de extratos etandlicos provenientes de sementes de cinco espécies de Annona
spp. (Annonaceae) sobre L. coffeella, para selecionar um extrato promissor. Na
sequéncia, o extrato selecionado foi avaliado em mistura com inseticidas sintéticos
em trés populagdes da praga (Rio Paranaiba-MG, Franca-SP e Botucatu-SP) em casa
de vegetagcao e a campo (Botucatu-SP). Extratos etandlicos de sementes de Annona
mucosa (ESAM) foi o derivado que demonstrou maior eficiencia (80% de mortalidade
para lagartas de 2° - 3° instares). Em seguida, as cinco espécies foram divididas em
particdes hexanicas e metandlicas e novamente avaliadas quanto a bioatividade sobre
L. coffeella. A partir dos resultados, a espécie A. mucosa foi selecionada para as
analises metaboldbmicas por apresentar maior mortalidade média de lagartas e menor
area foliar consumida. As fragdes metandlicas indicaram seis glicerofosfolipideos,
incluindo lisolecitina, os alcaloides isoquinolinicos roemerina e reticulina e o alcaloide
derivado do acido cinamico moupinamida. Em adi¢gdo, observou-se acetogeninas,
divididas em duas familias moleculares. As fracbes hexanicas indicaram trés classes
principais: acidos graxos, ésteres e fitosterodis. Os efeitos da CLso do extrato botanico
foram avaliados quanto a aspectos biolégicos do inseto, revelando agéo ovicida,
reducao de viabilidade das lagartas e redugao da area foliar consumida pelo inseto.
Nas trés populag¢des da praga foi possivel observar agéo inseticida do ESAM (na CLso
previamente estimada) em mistura com os inseticidas sintéticos, sendo mais evidente

nas populacdes de Franca e Rio Paranaiba com maior numero de tratamentos,



principalmente com o inseticida Benevia 100 OD® em mistura com ESAM na CLso. Em
condigdo de campo, os tratamentos isolados e/ou em mistura com ESAM (na CLso)
resultaram em eficacia acima de 90% apds 7 dias da aplicagao (DAA) e 65% apods 14
DAA sobre a formag&o de minas iniciais, no qual o inseticida Altacor® demonstrou
elevada eficiéncia independentemente da combinagdo com ESAM (CLso). Dessa
forma, ESAM é uma fonte promissora de compostos com acao sobre L. coffeella e

potente composto para uma possivel mistura.

Palavras-chave: Bicho-mineiro-do-cafeeiro; Annona spp.; extrato etandlico; plantas
inseticidas.



ABSTRACT

With the expansion of the coffee Coffea arabica L. market at a global level, it is
necessary to minimize production impasses, such as phytosanitary problems related
to the attack of insect pests. Among the common species in the field, the coffee leaf
miner, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville and Perrottet) (Lepidoptera:
Lyonetiidae), is a key pest for the crop. Its control is carried out by applications of
synthetic insecticides, being indispensable the study of alternatives that help the
current control. Botanical derivatives are highly studied in the control of insect pests,
however, such derivatives have characteristics that make their use in the field difficult.
In order to circumvent limiting characteristics in the use of synthetic insecticides, as
well as botanical derivatives, the associated use of both practices has been the subject
of research focusing on the possibility of synergism. Thus, this study initially evaluated
the action of ethanol extracts from seeds of five species of Annona spp. (Annonaceae)
on L. coffeella, to select a promising extract. Subsequently, the selected extract was
evaluated in a mixture with synthetic insecticides in three populations of the pest (Rio
Paranaiba-MG, Franca-SP and Botucatu-SP) in a greenhouse and in the field
(Botucatu-SP). Ethanol extracts from seeds of Annona mucosa (ESAM) was the
derivative that showed the highest efficiency (80% mortality for 2nd - 3rd instar
caterpillars). Then, the five species were divided into hexane and methanolic partitions
and again evaluated for bioactivity on L. coffeella. Based on the results, the species A.
mucosa was selected for the metabolomic analysis because it presented higher
average mortality of caterpillars and lower leaf area consumed. The methanolic
fractions indicated six glycerophospholipids, including lysolecithin, the isoquinoline
alkaloids roemerine and reticulin, and the cinnamic acid-derived alkaloid moupinamide.
In addition, acetogenins were observed, divided into two molecular families. The
hexane fractions indicated three main classes: fatty acids, esters and phytosterols. The
effects of the LCso of the botanical extract were evaluated in terms of biological aspects
of the insect, revealing ovicidal action, reduction of caterpillar viability and reduction of
leaf area consumed by the insect. In the three populations of the pest, it was possible
to observe the insecticidal action of ESAM (in the LCso previously estimated) in mixture
with synthetic insecticides, being more evident in the populations of Franca and Rio
Paranaiba with the highest number of treatments, mainly with the insecticide Benevia

100 OD® in mix with ESAM in LCso. In field conditions, the treatments alone and/or in



mixture with ESAM (in LCso) resulted in effectiveness above 90% after 7 days of
application (DAA) and 65% after 14 DAA on the formation of initial mines, in which the
Altacor® insecticide showed high efficiency regardless of the combination with ESAM
(LCs0). Thus, ESAM is a promising source of compounds with action on L. coffeella

and a potent compound for a possible mixture.

Keywords: Coffee leaf miner; Annona spp.; ethanol extract; insecticidal plants.
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INTRODUGAO GERAL

O café (Coffea arabica L.) comegou a ser cultivado no século XV na Etiopia,
difundindo-se posteriormente para outras regides da Africa, Europa, América Central
e Guiana Francesa. No Brasil, o cultivo de café foi iniciado em 1727, sendo atualmente
0 pais maior produtor e exportador da cultura (OIC, 2021). Além de possuir elevada
participacdo no mercado nacional, o café esta diretamente envolvido com a historia
do Brasil, apresentando, portanto, grande importancia sociocultural. A cafeicultura
também possui grande expressividade no mercado internacional. Na safra 2019/20, o
volume estimado dos principais paises produtores localizados na América do Sul,
Asia, Oceania, México, América Central e Africa somaram mais de 150 milhdes de
sacas. Esses dados do setor cafeeiro indicam expans&do de mercado em nivel global,
tanto na oferta quanto na sua demanda (OIC, 2021).

Diante deste grande potencial produtivo e da expressiva participagéo do café
no agronegocio de varios paises, existe a necessidade de minimizar os fatores
responsaveis por perdas nas lavouras, com destaque para os problemas relacionados
ao ataque de insetos-praga. No Brasil, o bicho-mineiro-do-cafeeiro, Leucoptera
coffeella (Guérin-Méneville E Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) e a broca-do-
café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae),
s&o considerados pragas-chave para a cultura (MAGALHAES et al., 2010; INFANTE
et al., 2014; PANTOJA-GOMEZ et al., 2019), sendo responsaveis por investimentos
significativos em ag¢des de controle e monitoramento (EPA, 2012; REIS et al., 2015;
CONAB, 2019).

O bicho-mineiro-do-cafeeiro acompanhou a evolugcdo cafeeira durante sua
expansao no Brasil. Areas plantadas em regiées mais quentes cresceram, como é o
caso do bioma do cerrado mineiro, onde existem fatores abi6ticos favoraveis a um
maior numero de ciclos de L. coffeella. Dessa maneira, o bicho-mineiro-do-cafeeiro é
considerado a principal praga, cujos danos indiretos podem reduzir até 50% da
produgado, sendo as perdas mais acentuadas em paises neotropicais como Brasil,
Colémbia, México e Porto Rico (SOUZA et al., 2006; CONSTANTINO et al., 2013;
NEVES et al., 2016; GIRALDO et al., 2017; PANTOJA-GOMEZ et al. 2019).

Leucoptera coffeella é um microlepidéptero mondfago, com alto grau de
especializagdo em se alimentar das folhas do cafeeiro. As f€meas ovipositam sobre a

superficie adaxial das folhas e, apds a ecloséo, as larvas se alimentam do parénquima



20

palicadico. Ao se alimentarem, as lagartas confeccionam minas evidentes, justificando
o nome comum da praga. Posteriormente, as lagartas deixam o interior das folhas
para iniciar seu estagio pupal. Nessa fase, as lagartas se fixam a face abaxial das
folhas, onde tornam-se crisalidas (MICHEREFF et al., 2007).

Quando as lagartas abandonam as folhas de origem para tornarem-se
crisalidas, as minas se transformam em areas necréticas, reduzindo a capacidade
fotossintética das folhas (NANTES e PARRA,; 1977). Segundo Souza et al. (1998), os
danos relacionados ao bicho-mineiro-do-cafeeiro prejudicam a produgdo, o
rendimento do café e, provavelmente, a longevidade do cafeeiro, ndo apenas pela
reducao da area fotossintética, mas também pela queda das folhas, fato provocado
pelo aumento do nivel de etileno.

Embora o conceito de Manejo Integrado de Pragas (MIP) sugira o uso
associado e harménico de métodos capazes de reduzir as populagdes da praga em
patamares inferiores ao nivel de controle estabelecido, na pratica, o controle do bicho-
mineiro-do-cafeeiro € realizado de forma intensiva por meio de pulverizagdes
frequentes de inseticidas sintéticos (MENDONCA et al, 2006). Como principal
consequéncia do uso indiscriminado do controle quimico, ha varios relatos de
resisténcia aos inseticidas, como aqueles de agao neurotoxica. Adicionalmente, essa
elevada quantidade de inseticidas empregada pode provocar severos danos a saude
humana, além da contaminagdo de aguas superficiais e subterraneas, bem como a
poluicdo do ar e impactos sobre organismos nao-alvo (BATISTA FILHO et al., 2003;
PIGNATI et al., 2014).

Dessa maneira, torna-se fundamental a disponibilizacdo de alternativas de
manejo que possibilitem um controle eficiente e mais sustentavel nas lavouras de cafe,
dada a relevancia da cultura e a vasta area que ocupa mundialmente. Nesse sentido,
o interesse por produtos de origem botanica para o controle de pragas vem crescendo
constantemente. Assim, substancias de menor risco ao ambiente e a saude humana
vém sendo pesquisadas, visando a produg¢ao de alimentos mais saudaveis e livres de
residuos de pesticidas.

Os efeitos inseticidas e/ou insetistaticos provenientes de derivados botanicos
decorrem da acao de metabdlitos secundarios, tais como alcaloides, flavonoides,
saponinas e terpenoides, os quais sdo produzidos pelas plantas como estratégia de
defesa contra herbivoros (ISMAN, 2006). Esses compostos, denominados

aleloquimicos, sao capazes de afetar negativamente o desenvolvimento dos insetos
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(CHARIANDY et al., 1999), agir como barreiras fagodeterrentes na alimentagao
(BRUCE e PICKETT, 2011), além de poderem atuar como repelentes a artrépodes-
praga (AKHTAR et al., 2012; ANSANTE et al., 2015).

Dentre os derivados boténicos, os extratos aquosos e, principalmente, os
organicos tem se apresentado como uma opgao mais ecoldégica na comparagao com
os inseticidas sintéticos, uma vez que sao mais facilmente degradaveis (TUREK E
STINTZING, 2013; FERNANDEZ-PEREZ et al., 2015); contém varios metabdlitos
secundarios ou ingredientes ativos diversos (reduzindo a pressdo de selegéo e,
consequentemente, o surgimento de populagdes de pragas resistentes); possuem
baixa a moderada toxidade a mamiferos (ISMAN, 2006; ISMAN e MIRESMAILLI,
2011), sendo potencialmente compativeis aos programas de Manejo Integrado de
Pragas (MIP) (PRAKASH E RAO, 1996; GUEDES E OLIVEIRA, 2002; ZAHID et al.,
2016). Diversas espécies de Asteraceae, Annonaceae, Canellaceae, Lamiaceae,
Meliaceae, Piperaceae e Rutaceae tém sido apontadas como promissoras fontes de
compostos com propriedades inseticidas (ZABEL et al., 2002; CESPEDES et al.,
2004; TAMM, 2004), com destaque para Annonaceae, que possui ampla disperséo
em nosso pais (KRINSKI et al., 2014).

No Brasil, ja foram registradas mais de 300 espécies de anonaceas em 29
géneros (MAAS et al.,, 2013), sendo Annona cherimola Mill. (cherimoia), Annona
squamosa L. (pinha ou fruta-do-conde), A. squamosa x Annona cherimola Mill.
(atemoia) e Annona muricata L. (graviola) as de maior interesse econdmico
(NOGUEIRA et al., 2005; PEREIRA et al., 2011; LEMOS, 2014; SAO JOSE et al.,
2014). Levantamentos indicam que existem mais de 40 espécies de anonaceas com
atividade inseticida, distribuidas em 14 géneros (Annona, Artabotrys, Asimina,
Cardiopetalum, Dennettia, Duguetia, Guatteria, Monodora, Mkilua, Oxandra,
Polyathia, Rollinia, Unonopsis e Xylopia) (KRINSKI et al., 2014).

Os estudos com anonaceas foram intensificados a partir da descoberta de
alcaloides benzilisoquinolinicos e das acetogeninas (ACG’s), com grande potencial
para a medicina e potentes propriedades pesticidas (RATNAYAKE et al., 1993;
MCLAUGHLIN et al., 1997; BERMEJO et al., 2005; RAINER, 2007; MATSUMOTO et
al.,, 2010; FERREIRA et al., 2013). Segundo dados da literatura, mais de 400
acetogeninas estruturalmente diversificadas ja foram identificadas a partir de
derivados do género Annona (BERMEJO et al., 2005). Em geral, as ACG’s atuam

inibindo o complexo | (NADH - ubiquinona oxidoredutase) na cadeia transportadora
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de elétrons mitocondrial, levando a reducao das taxas respiratérias e cardiaca e a
morte celular programada ou apoptose (DEGLI ESPOSTI et al., 1994; GALLARDO et
al., 2000).

Entre as espécies do género Annona, Annona mucosa Jacq. demonstrou
significativa bioatividade sobre importantes artrépodes-praga, como Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae), Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae), Panonychus citri
(McGregor) (Acari: Tetranychidae), Sitophilus zeamais Motsch (Coleoptera:
Curculionidae), Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepdoptera: Noctuidae) e
Trichoplusia ni Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) (RIBEIRO et al. 2013, 2014a, 2014b;
TOLOSA et al., 2014; ANSANTE et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015, 2016; SOUZA et
al., 2017, 2019). Relatos de bioatividade de A. squamosa e de A. muricata também
foram documentados sobre Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae)
(LAETAMIA; ISMAN, 2004a; TRINDADE et al., 2011).

Embora os estudos anteriormente descritos tenham demonstrado o potencial
inseticida/insetistatico de derivados de anonaceas sobre importantes pragas da
agricultura, ainda nao existem estudos demonstrando a agao de de extratos de
Annona spp. para o0 manejo de L. coffeella em cafeeiro, motivando a realizagao deste
estudo. Contudo, questdes envolvendo periodo residual, estabilidade de formulacdes
e padronizagdes diversas, ainda podem limitar a adogao desta pratica de manejo.

Na busca de minimizar caracteristicas indesejaveis envolvendo tanto o
emprego de inseticidas sintéticos como de derivados botanicos, o uso associado das
duas praticas tem sido crescentemente avaliado (GUEDES E OLIVEIRA, 2002;
VISETSON et al., 2003; BAKI et al.,2005; ABBASSY et al., 2009; WAR et al., 2011;
ZAHID et al., 2016; ALMEIDA, 2017). O manejo de pragas por meio da combinagéo
entre moléculas sintéticas com agao inseticida ja € adotado em diversos sistemas
agricolas e, nesse sentido, a associagao com inseticidas/acaricidas botanicos poderia
potencializar o efeito dos produtos sintéticos utilizados. Essa combinagdo pode
também permitir a redugdo do uso de varios ingredientes ativos sintéticos, uma vez
que diversos compostos ativos estariam envolvidos, resultando em menor pressao de
selecao sobre as espécies-alvo, além da reducdo dos impactos ambientais
provenientes da aplicacdo de compostos xenobidticos e custos de controle
relacionados (CURTIS, 1985; SAHAYARAJ e AMALRAJ, 2005; MORALES-
RODRIGUEZ E PECK, 2009)
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Diante da atividade bioldgica promissora dos extratos de anonaceas e da atual
necessidade de métodos de controle mais sustentaveis e de menor impacto ao meio
ambiente e a saude humana, os objetivos deste estudo foram: a) avaliar a bioatividade
de extratos etandlicos provenientes de sementes de Annona muricata, A. mucosa, A.
reticulata L., A. sylvatica A. St.-H. e A. montana Macf. sobre L. coffeella, visando
selecionar o derivado botanico mais promissor e realizar seu estudo metabolémico e
b) avaliar a ag&o inseticida a partir da combinacg&o de inseticidas sintéticos comerciais
e o extrato promissor, visando a disponibilizacao de uma tatica auxiliar para o controle

do bicho-mineiro-do-cafeeiro.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Estudos quanto a atividade inseticida de derivados botanicos sobre insetos-
praga de importancia econdmica sdo imprescindiveis para a descoberta de novas
moléculas e, nesse sentido, faz-se essencial a integragao de estudos metabolémicos.
A bioatividade de derivados botanicos sobre insetos pragas tem indicado que esses
produtos podem se apresentar como valiosas alternativas para o manejo integrado de
pragas, bem como para a utilizacdo em sistemas de agricultura organica direcionada
a pequenos produtores.

Em nosso estudo, extrato etandlico de sementes de A. mucosa foi escolhida
como o derivado mais promissor por ocasionar maiores indices de mortalidade larval
para L. coffeella; contudo, € importante destacar que as demais espécies de
Annonaceae avaliadas também demonstraram potencial inseticida. A metabolémica
foi utilizada para auxiliar na compreensao da complexidade do derivado botanico
etandlico das sementes de A. mucosa (ESAM) em fragbes metandlicas e hexanicas.
Foram identificados glicerofosfolipideos, alcaloides, alcaloide derivado do &cido
cinamico, acetogeninas, acidos graxos, ésteres e fitosterdis.

O comportamento de ESAM sobre populagbes do bicho-mineiro-do-cafeeiro
provenientes de Botucatu, SP; Franca, SP e Rio Paranaiba, MG foi avaliado em casa
de vegetagao e a campo (Botucatu), constatando-se acgao inseticida do derivado em
mistura com os inseticidas sintéticos Altacor®, Benevia 100 OD® e Cartarys®. Em
campo, os tratamentos isolados e/ou em mistura com ESAM atingiram eficiéncia
superior a 90% aos sete dias apds a aplicacéo, reduzindo a eclosao de ovos e a
formacao de minas iniciais.

Nossa pesquisa € inédita quanto a estudos envolvendo a bioatividade de
derivados de A. mucosa sobre pragas-chave da cafeicultura, metabolémica e agéo
sinérgica entre este derivado e produtos recomendados no mercado. Nossos
resultados podem contribuir para a disponibilizacdo de novas ferramentas visando ao

manejo de L. coffeella nos cafezais.
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