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Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de
Jaccard (J), gerado a partir de marcadores RAPD-PCR de 10 espécimes
de Dalbulus maidis de cada uma das 7 popula¢des amostradas no
municipio de Anastacio/MS (4reas 1A, 1B, IIA, IIB, IIIA, IVA e IVB),
Na SAfra 1997/98. ... e e

Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de
Jaccard (J), gerado a partir de marcadores RAPD-PCR de 10 espécimes
de Dalbulus maidis de cada uma das 6 populagées amostradas no
municipio de Anastacio/MS (éreas 1A, IB, IIB, IVA, IVB e VB), na
SATA 1998/99. ... ittt et eaeas

Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de
Jaccard (J), gerado a partir de marcadores RAPD-PCR de 10 espécimes
de Dalbulus maidis de cada uma das 5 populagdes amostradas nos
municipios de Chapecé/SC, Bom Jardim da Serra/SC, Anastacio/MS,
Piracicaba/SP € M0SSOTO/RN. .....c.cccmiiiiiiiiiiiecirieeeeeeee et

Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de
Jaccard (J) gerado a partir de marcadores RAPD-PCR para populagées
de Dalbulus maidis. (A) sete populagdes coletadas em Anastacio/MS na
safra 97/98, (B) seis populagdes coletadas em Anastacio/MS na safra
98/99 e (C) cinco populagdes coletadas nos municipios de Chapecé/SC,
Bom Jardim da Serra/SC, Anastacio/MS, Piracicaba/SP e Mossoro/RN. .

DNA gendmico total em gel de agarose 0,8%, extraido de Dalbulus
maidis, armazenado sob diferentes condi¢ées. Colunas 1-5, padrdo
Lambda DNA (Pharmacia) (20, 50, 80, 110 e 150 ng); 6, material
fresco; 7, 15, 23 e 31, congelamento (1, 70, 120 e 210 dias,
respectivamente); 8, 16, 24 e 32, alcool etilico 70% (ambiente) (1, 70,
120 e 210 dias, respectivamente); 9, 17, 25 e 33, élcool etilico 70% (-
20°C) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 10, 18, 26 e 34, élcool
etilico absoluto (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 11,
19, 27 e 35, alcool etilico absoluto (-20°C) (1, 70, 120 e 210 dias,
respectivamente); 12, 20, 28 e 36, seco ao ar (1, 70, 120 e 210, dias
respectivamente); 13, 21, 29 e 37, tampdo de extragdo (inseto inteiro)
(ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 14, 22, 30 e 38
tampdo de extragdo (inseto macerado) (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias,
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Produtos da amplificagdo de DNA de Dalbulus maidis via RAPD-PCR
pelo primer OPA-A04 em gel de agarose 1,4%, a partir de individuos
armazenados por periodos sucessivos sob diferentes condi¢des. (A) 1
dia; (B) 70 dias; (C) 120 dias e (D) 210 dias. Coluna 1, marcador (100
base-pair Laedder) (Pharmacia); 2, material fresco; 3, congelamento; 4,
alcool etilico 70% (ambiente); 5, alcool etilico 70% (-20°C); 6, alcool
etilico absoluto (ambiente); 7, alcool etilico absoluto (-20°C); 8, seco ao
ar; 9, tampdo de extragdo (inseto inteiro) (ambiente); 10, tampédo de
extragdo (inseto macerado) (ambiente); 11, controle negativo (todos os
componentes da reagdo menos o DNA) e 12, marcador (Kilobase™
DNA marker) (Pharmacia). .......cccccevveeeeeenueereenrernneenseesneesssnesseessneennne

Localizagdo do municipio de Anasticio/MS e das cinco 4reas
experimentais e distdncia aproximada entre as mesmas........c..ccceeeevvveeennee.
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VARIACAO GENETICA ENTRE POPULACOES DE
Dalbulus maidis (DeLONG & WOLCOTT, 1923) (HEMIPTERA:
CICADELLIDAE) E MECANISMOS DE SOBREVIVENCIA NA

ENTRESSAFRA DO MILHO

Autor: Charles Martins de Oliveira

Orientador: Prof. Dr. Jodo Roberto Spotti Lopes

RESUMO

A doenga conhecida como enfezamento do milho, associada aos molicutes
Spiroplasma kunkelii Whitcomb et al. e fitoplasma do milho ("maize bushy stunt
phytoplasma"), tem adquirido importincia crescente no Brasil nos ultimos anos. Em
fungdo da expansdo do cultivo do milho fora da época normal e do uso de irrigagdo em
algumas regides, tem ocorrido superposi¢do dos ciclos da cultura no campo, favorecendo
o aumento das popula¢des desses patdogenos bem como do inseto vetor, Dalbulus maidis.
Nesta pesquisa foram realizados estudos ecolégicos e de genética de populagdes de D.
maidis para melhor compreender o seu mecanismo de sobrevivéncia na entressafra do
milho e, com isso, aprimorar o manejo deste vetor visando ao controle do enfezamento.
Por ser o milho o tnico hospedeiro conhecido de D. maidis no Brasil, esta cigarrinha
parece ter duas alternativas para sua sobrevivéncia na auséncia da cultura: migragéo e/ou
dorméncia em restos culturais ou areas adjacentes. Para investigar estas possibilidades,
populagdes de D. maidis foram monitoradas quinzenalmente através de cartdes adesivos
amarelos dupla face (7x12 cm) por periodos que variaram de 15 a 29 meses, no
municipio de Anastacio/MS. Esta regido € caracterizada por areas extensas de pastagens
e por apresentar pequenas areas de plantio de milho com um longo periodo de

entressafra (6-7 meses). O monitoramento foi realizado em cinco éareas representando
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duas situagdes distintas: a) areas (I e II) onde o milho era plantado uma vez por ano a
partir de outubro; e b) areas (III, IV, Va e Vb) de pastagem, onde o milho ndo era
cultivado hé pelo menos 5 anos. Simultaneamente, realizou-se monitoramento em uma
area de Piracicaba/SP, onde o milho era plantado o ano inteiro (4rea VI). Paralelamente,
foram realizadas andlises RAPD-PCR para comparagdo genética de populagdes desta
cigarrinha em Anastacio/MS e de outras quatro localidades do Centro-Sul e Nordeste do
Brasil, sendo também avaliados métodos simples de preservagdo de espécimes de D.
maidis para utilizagdo do DNA em andlise genética. As coletas com cartdes adesivos em
Anastacio/MS mostraram que D. maidis coloniza plantios de milho mesmo em areas de
pastagens perenes, onde esse cereal ndo era cultivado ha muitos anos. Picos
populacionais simultdneos foram observados na entressafra em todas as areas estudadas,
sendo maiores em locais de solo exposto por aragdo; assim, o preparo do solo parece
exercer influéncia na escolha da area para o pouso por adultos de D. maidis. Estas
informagdes, aliadas ao fato de que D. maidis nédo foi capturada em vegetagdo adjacente
aos plantios de milho por véarios métodos de amostragem (cartdes adesivos, rede de
varredura e succionador motorizado), sugerem que os individuos colonizadores desses
plantios eram imigrantes de locais distantes. A hipotese de migra¢do € reforcada pelas
andlises de RAPD-PCR que indicaram elevado fluxo génico entre as populagdes do
Centro-Sul do Brasil. Dos métodos avaliados para preservagdo do DNA de D. maidis,
alcool etilico absoluto ou 70% a -20°C, tampdo de extragdo (inseto macerado e inteiro) e
principalmente congelamento a -20°C, mostraram-se os mais adequados. Insetos
preservados em alcool etilico absoluto ou 70%, em temperatura ambiente, € insetos
secos ao ar mostraram-se imprestaveis para RAPD-PCR apos 120, 60 e 10 dias, de
armazenamento, respectivamente. Através de bioensaios de transmissdo com adultos de
D. maidis coletados nos plantios de milho em Anastidcio/MS verificaram-se taxas
infectividade por S. kunkelii e fitoplasma que variaram de 1,9 a 19,7% e 1,1 a 3,6%,
respectivamente, suportando a hipdtese de que esses patégenos possam utilizar o vetor

para sobrevivéncia na entressafra e disseminagdo a longas distancias.



GENETIC VARIATION AMONG POPULATIONS OF
Dalbulus maidis (DELONG & WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE)
AND STRATEGIES FOR SURVIVAL DURING CORN OVERSEASON

Author: Charles Martins de Oliveira
Adviser: Prof. Dr. Jodo Roberto Spotti Lopes

SUMMARY - The corn stunt disease, associated with the mollicutes Spiroplasma
kunkelii Whitcomb et al. and maize bushy stunt phytoplasma, became very important in
Brazil in the 1990°s. As result of changes in the cultural practices in some regions, such
as the increase in irrigated areas and the cultivation of a second maize crop in late
summer, crop cycles are overlapping in the field, favoring the increase of populations of
these pathogens as well as of the leathopper vector, Dalbulus maidis. In this research,
studies on ecology and population genetics of D. maidis were carried out to better
understand its survival mechanism in the corn overseason, in order to improve vector
management and disease control. Because maize is the only known host of D. maidis in
Brazil, this leathopper has two possible strategies for survival during corn overseason:
migration or dormancy in crop remains or adjacent areas. To investigate these
possibilities, populations of D. maidis were monitored biweekly by double-faced yellow
sticky cards (7 x 12 cm) for periods that varied from 15 to 29 months, in the region of
Anastacio, State of Mato Grosso do Sul (MS). This region is characterized by extensive
areas of perennial pastures, where maize is planted in small and isolated areas, with a
long overseason period (6-7 months). The survey was accomplished in five areas
representing two different situations: a) areas (I and II) where maize is grown once a
year in the spring, in the same field plot; and b) areas (III, IV, VA and VB) of pasture
where maize had not been cultivated, at least in the previous 5 years. A similar and
simultaneous survey was carried out in one area of Piracicaba, State of Sdo Paulo (SP),
where is grown year round (area VI). RAPD-PCR analyses were used for genetic
comparisons of D. maidis populations in Anastacio/MS (micro region), as well as of

populations from distant localities in the center-south (4) and northeast (1) of Brazil
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(macro region). In addition, a study was carried out to evaluate several methods of
preservation of D. maidis specimens for use of its DNA in genetic analysis. The survey
with sticky cards in Anastacio/MS showed that D. maidis colonized all maize plantings,
even in the isolated areas of pasture where this cereal had not been cultivated before.
Simultaneous population peaks were observed in the overseason in all areas studied; the
peaks were higher areas where the soil had been exposed by plowing, suggesting that
plowed soil might serve as a cue in the choice of the area for landing by adults of D.
maidis. These observations, allied to the fact that D. maidis was not captured in
vegetation adjacent to the maize plantings after numerous samplings with different
methods (yellow sticky cards, sweep net and suction trap), suggest that the leathoppers
that colonized maize plantings in Anastacio/MS were immigrant from distant areas. The
migration hypothesis is reinforced by the RAPD-PCR analyses that indicated high gene
flow among the populations of the center-south of Brazil. Among methods tested for
preservation of DNA of D. maidis, absolute or 70% ethyl alcohol at -20°C, extraction
buffer (homogenized or whole insect) and especially freezing at -20°C were the most
appropriate. Insects preserved in absolute ethyl alcohol or 70% ethyl at room
temperature and air-dried insects were inappropriate for RAPD-PCR after 120, 60 and
10 days of storage, respectively. D. maidis adults collected in the maize plantings of
Anastacio/MS showed infectivity rates by S. kunkelii and phytoplasma that varied from
1,9 to 19,7% and 1,1 to 3,6%, respectively, supporting the hypothesis that these

pathogens use the vector for survival and long-distance spread in the corn overseason.



1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) representa uma das principais culturas do mundo,
tendo ampla utilizacdo na industria, alimentagdo humana e animal (Fancelli & Neto,
2000). No cenario nacional destaca-se como um dos cereais mais cultivados, sendo
plantado em todos os Estados da Federagdo (Fancelli, 1988). Dentre os principais
problemas da cultura destaca-se o ataque de pragas, pela sua grande influéncia no
rendimento e na lucratividade da lavoura. Neste contexto, a cigarrinha-do-milho
Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) tem se mostrado como uma das mais sérias pragas
da cultura, pela sua capacidade de transmitir, de forma persistente e propagativa, o virus
da risca do milho ("maize rayado fino virus"-MRFV) e dois molicutes associados ao
enfezamento do milho, Spiroplasma kunkelii Whitcomb et al. ("corn stunt spiroplasma"-
CSS) e o fitoplasma do milho ("maize bushy stunt phytoplasma"-MBSP) (Nault, 1980;
1990). Sua importdncia no Brasil tem aumentado principalmente em fung¢do da
utilizagdo de hibridos suscetiveis (Oliveira et al., 1998; Waquil et al., 1996), do plantio
do milho fora da época normal e da adogdo de praticas como a irriga¢do. Tais praticas
tém permitido a superposi¢do dos ciclos da cultura no campo e alterado alguns
patossistemas, principalmente aqueles que envolvem insetos vetores (Oliveira et al.,
1997).

O conhecimento de aspectos ecologicos de uma determinada praga pode ser o
ponto de partida para o delineamento de medidas de controle. Para D. maidis, cujo
hospedeiro natural é o milho, poucas sdo as informagdes a respeito de suas estratégias de
sobrevivéncia na entressafra e dos fatores que condicionam o aparecimento sibito de

populagdes desta cigarrinha em campos de milho recém plantados. Hipdteses como
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migracdo, local ou a grandes distancias, diapausa, permanéncia em restos culturais,
utilizagdo de plantas hospedeiras alternativas tém sido estudadas, principalmente no
Meéxico (Bames, 1954; Larsen et al., 1992; Nault, 1990; Taylor et al., 1993). No Brasil,
estudos com esta espécie sdo incipientes € ndo tém acompanhado a crescente
importancia desta praga na cultura do milho.

Estudos envolvendo o monitoramento de populagdes da cigarrinha-do-milho
através de armadilbas adesivas, como os que foram realizados no México (Barnes, 1954;
Larsen et al., 1992), podem ser uteis na busca de respostas para os mecanismos de
sobrevivéncia de D. maidis na entressafra do milho. Por outro lado, técnicas moleculares
como RAPD-PCR tém sido importantes ferramentas na andlise de populagdes naturais
de insetos (Infante-Malachias, 1999; Lin et al., 1999; Skinner & Camacho, 1995). Estas
técnicas podem servir como evidéncias adicionais, em estudos de ecologia, para se
avaliar o nivel de fluxo génico entre populagdes, o que nos da uma idéia do potencial de
migracdo (Hoole et al,, 1999) ou do isolamento entre as mesmas, podendo gerar
diferenciagbes até mesmo em nivel morfolégico. Variagdes morfologicas entre
populagdes de D. maidis de diversas localidades do Brasil foram constatadas por
Oliveira (1996).

O objetivo do presente trabalho foi investigar a(s) possivel(is) estratégia(s) de
sobrevivéncia de populagdes de D. maidis na entressafra do milho. Para tal, realizou-se
um monitoramento populacional desse inseto em dareas com caracteristicas distintas
quanto a freqiiéncia de cultivo de milho e duragéo da entressafra, em Piracicaba/SP (area
de plantio escalonado) e na regido de Anastiacio/MS, onde predominam pastagens
perenes e pequenos plantios de subsisténcia, com entressafra prolongada. Como base
para o estudo ecologico, avaliou-se a estrutura genética de populagdes desta cigarrinha
de Anastacio/MS e de outras quatro localidades do Centro-Sul e Nordeste do Brasil,
através da técnica de RAPD-PCR. Devido a necessidade de preserva¢do do DNA de
espécimes coletados em regides distantes e épocas distintas, foram avaliados métodos
simples de armazenamento da cigarrinha-do-milho para as andlises genéticas. Em carater

complementar, investigou-se a hipotese de sobrevivéncia dos molicutes, espiroplasma



(S. kunkelii) e fitoplasma, no vetor D. maidis durante a entressafra do milho, na regido

de Anastacio/MS.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do milho (Zea mays L.) no Brasil

O milho, em fungdo de seu potencial produtivo, composi¢do quimica e valor
nutritivo, constitui-se em um dos mais importantes cereais cultivados e consumidos no
mundo. Devido a sua multiplicidade de aplicagdes, quer na alimentag@o humana quer na
alimentacdo animal, assume relevante papel s6cio-econémico, além de constituir-se em
indispensavel =~ matéria-prima  impulsionadora  de  diversificados = complexos
agroindustriais (Fancelli & Neto, 2000) sendo utilizado em mais de 3.500 diferentes
produtos (NCGA, 1997). Para a safra 1999/00, a estimativa de produgédo € de mais 599
milhdes de toneladas, tornando-se o milho o cereal mais produzido no mundo. O Brasil
ocupa a terceira posi¢do mundial em produgdo, respondendo por 5,2% do montante
produzido (FNP, 2000). Tanto a area plantada como a produtividade brasileira vem
aumentando muito nas ultimas décadas (Almeida, 1993; Magalhdes et al., 1995). De
1979 a 1999 houve um aumento de aproximadamente 8% na area plantada, passando de
11,3 milhdes de hectares em 79 para 12,2 milhdes de hectares atuais e a produgdo
aumentou 90%, passando de 16,3 milhdes de toneladas para 30,9 milhdes de toneladas,
no mesmo periodo (FNP, 2000; Anuario Estatistico do Brasil, 1979). Este aumento foi
devido, principalmente, a utilizagdo de hibridos mais produtivos, melhoria nas técnicas
de condugdo da cultura e plantios adicionais fora da época convencional de plantio,
conhecido como milho "safnnha" (Garcia, 1997), que hoje responde por 15,8% da

produgdo nacional desta cultura (FNP, 2000). Os Estados maiores produtores sdo:



Parana (25,0%), Minas Gerais (14,0%) e Sdo Paulo (12,3%), que juntos produzem
51,3% de toda a safra brasileira (FNP, 2000).

2.2. A cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott)

D. maidis pertence a ordem Hemiptera, familia Cicadellidae, subfamilia
Deltocephalinae e tribo Macrostelini (Triplehorn & Nault, 1985). Sdo insetos diminutos
com cerca de 3,7 a 4,3 mm de comprimento, de coloragdo amarelo-palha, sendo as
fémeas maiores que os machos. Os adultos apresentam duas manchas circulares negras
bem marcadas na coroa, o que permite diferencia-los das outras cigarrinhas comumente
encontradas na cultura do milho (Marin, 1987; Oliveira 1996; Triplehorn & Nault,
1985). Localizam-se nos ponteiros, principalmente no interior do cartucho das plantas, e
sdo mais ativos que as ninfas (Marin, 1987). Porém, a identificagdo exata da espécie so é
possivel através da observagdo da genitalia masculina, auxiliada pela forma do sétimo
esternito da f€mea (Barnes, 1954; Triplehorn & Nault, 1985).

D. maidis tem sido relatada como a unica espécie do género Dalbulus DeLong
encontrada em milho no Brasil (Oliveira, 1996). Entretanto, no México que € o centro de
origem do género (Nault & DelLong, 1980), mais 12 espécies sdo conhecidas e estas
utilizam como hospedeiros primdrios o milho, outras espécies do género Zea L.
(teosintos) e também gramineas do género Tripsacum L. Estas espécies sdo D.
quiquenotatus DeLong & Nault, D. chiapensis Triplehorn & Nault, D. gramalotes
Triplehorn & Nault, D. tripsacoides DelL.ong & Nault, D. charlesi Triplehorn & Nault,
D. guzmani DelLong & Nault, D. gelbus DelLong, D. longulus Delong, D. guevarai
DeLong, D. elimatus (Ball), D. cimmyti Nault & Styer e D. ebberti Nault & Styer (Nault,
1985; 1990; Nault & Styer, 1994; Triplehorn & Nault, 1985).

Alguns estudos a respeito da biologia de D. maidis tém sido realizados. Em
linhas gerais, & 25-26°C o tempo de uma geragdo para D. maidis é de 25-30 dias. O

periodo embrionario ¢ de 8-9 dias, nio havendo porém eclosio de ninfas em



temperaturas inferiores a 20°C. Ap6s a eclosdo, as ninfas se desenvolvem em 15-17 dias,
passando por cinco estadios. Fémeas adultas irdo copular e iniciar a postura dos ovos em
1-2 dias apds emergirem. A média de sobrevivéncia dos adultos ¢ de 7-8 semanas a
26°C, podendo alguns individuos chegarem a 15 semanas. As fémeas colocam de 400-
600 ovos durante toda a vida (Barnes, 1954; Marin, 1987; Tsai, 1988; Waquil et al.,
1999). A cigaminha-do-milho é capaz de completar duas geragdes durante a cultura do
milho, havendo um significativo aumento da populagdo da primeira para a segunda
geracdo (Todd et al., 1991).

2.2.1. Distribuicao geografica e plantas hospedeiras

A cigamnha-do-milho pode ser encontrada praticamente em todas as regides
tropicais e subtropicais das Américas onde o milho ¢ cultivado, desde o nivel do mar até
montanhas elevadas como nas Serras Mexicanas e Andes Peruanos (Nault, 1985; 1990).
Entretanto, as maiores populagées sdo encontradas em altitudes menores que 750m
(Barnes, 1954). Esta ampla distribuicdo pelas Américas deve-se provavelmente a sua
alta mobilidade e estreita associagdo com seu hospedeiro natural, o milho, cuja
distribui¢do pelo continente se deu as custas de intervengdo humana (Gamez, 1983;
Triplehorn & Nault, 1985). Grandes populagdes de D. maidis em milho tém sido
relatadas desde o sul dos EUA até a Argentina, incluindo paises como Brasil, Colémbia,
Costa Rica, Cuba, Republica Dominicana, Guatemala, Jamaica, México, Nicaragua,
Panama, Peru, Porto Rico e Venezuela (Menezes, 1972; Oliveira, 1996; Oman, 1948;
Triplehorn & Nault, 1985). No Brasil, esta espécie tem sido relatada desde 1938 em
diversos estados (Costa, 1957; Mendes, 1938; Menezes, 1972; Oliveira, 1996; Silva et
al, 1968).

O hospedeiro primério para D. maidis ¢ o milho, porém no Mégxico e na
América Central esta espécie também tem sido relatada em espécies de Tripsacum como

por exemplo 7. pilosum Scribner & Merrill e T. dactyloides (L.), e também em algumas



espécies do género Zea como Z. diploperennis Iltis, Z. perennis (Hitchcock), Z. mays
spp. mexicana (raga chalco) e Z. luxurians (Durieu & Ascherson), além de Euchlaena
mexicana Schrad (Barnes, 1954; Nault, 1990; Nault & DeLong, 1980; Nault et al., 1983;
Tsai, 1988). No Brasil, foi relatada em plantas como batata, algoddo e outras gramineas
(Costa, 1957, Mendes, 1938; Silva et al., 1968) mas ao que parece estas foram coletas
acidentais, ja que coletas mais extensivas tém registrado esta espécie apenas em milho,
onde pode representar de 74 a 93% das cigamnhas coletadas (Oliveira, 1996; Waquil,
1997), e sorgo (Waquil, 1997).

2.2.2. Epoca de ocorréncia e perdas causadas a cultura

Adultos de D. maidis se estabelecem em pléntulas de milho e sdo capazes de
manter altas populagdes durante todo o ciclo do milho (Todd et al., 1991). Séo
abundantes no final do verdo (Gordon et al., 1985; Nault, 1985), desaparecendo do
campo quando o milho amadurece (Nault, 1990). Altas densidades populacionais (mais
de 30 individuos por planta) podem ser encontradas entre os meses de outubro e
novembro na América Central, México e Caribe (Gladstone et al., 1994). No México,
estudos com cartdes adesivos mostraram que as maiores populagdes de D. maidis
ocorrem nos meses de outubro a fevereiro (estagdo seca) quando se planta o milho, com
coletas muito baixas de margo a setembro (estagdo chuvosa) (Barnes, 1954; Larsen et
al., 1992) e estes resultados mostraram certa sincronia entre crescimento da populagdo
de D. maidis e o desenvolvimento da cultura do milho (Todd et al., 1991). No Brasil,
esta praga aparece nos plantios normais a partir de outubro, e sua populagéo aumenta
nos plantios tardios (Fernandes & Balmer, 1990; Silva et al., 1991). Na regido de Sete
Lagoas/MG, o pico populacional desse inseto se d4 nos meses de mar¢o e abril,
aumentando a possibilidade da ocorréncia do enfezamento do milho safrinha (Waquil,
1997). No entanto, esta espécie tem sido coletada em milho em diversas regites do pais,

independente da época do ano (Oliveira, 1996).



A cigaminha-do-milho € considerada uma das mais sérias pragas do milho na
América Latina, e seu status de praga se deve a sua capacidade de transmitir, de forma
persistente e propagativa, o virus da risca do milho ("maize rayado fino virus"-MRFV) e
dois molicutes associados ao enfezamento do milho, Spiroplasma kunkelii Whitcomb et
al. ("corn stunt spiroplasma"-CSS) e o fitoplasma do milho ("maize bushy stunt
phytoplasma"-MBSP) (Nault, 1980; 1990). Em muitas regides, as perdas ocasionadas
pela incidéncia de doengas transmitidas por D. maidis podem ser esporadicas.
Entretanto, os danos podem ser bastante severos em dreas cultivadas com variedades
suscetiveis e, em especial, onde o milho € cultivado durante todo o ano, principalmente
se as plantas forem infectadas ainda no estagio de plantula. Desde o sul dos EUA e em
toda a América Latina, em paises como México, El Salvador, Nicaragua e Peru, séo
registradas relevantes quebras de producdo que, em alguns casos, podem chegar a 100%
(Gamez & Ledn, 1985; Nault,1990; Nault & Bradfute, 1979; Nault et al., 1981).

No Brasil, as doengas do milho associadas a virus e molicutes transmitidas por
D. maidis eram consideradas de pouca importincia (Kitajima & Nazareno, 1985;
Kitajima et al., 1984). No entanto, nos ultimos anos a incidéncia dos enfezamentos do
milho aumentou consideravelmente na regido Centro-Sul, especialmente em plantios
tardios (Fernandes & Balmer, 1990; Silva et al., 1991). Existem diversos relatos de
incidéncias elevadas dos enfezamentos e MRFV, e perdas expressivas de produgéo,
principalmente nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias e Parana (Folegatti et al.,
1997; Oliveira et al., 1998; Waquil et al., 1996), tornando-se enfermidades de grande
importdncia econdmica. Visando caracterizar os danos causados pelo complexo
enfezamento na cultura do milho, Massola Junior et al. (1999) trabalhando com dois
hibridos suscetiveis Dina 933e e XL-510, observaram que para cada 1% na incidéncia
dos enfezamentos ha um dano na producdo de 0,8% para ambos os hibridos e de 0,8 e
0,4% no peso de 1.000 grdos para Dina 933e e XL-510, respectivamente, mostrando que
essas enfermidades sdo capazes de provocar perdas quantitativas relevantes a cultura do
milho. No Tridngulo Mineiro e Goids, foram observadas altas incidéncias dos
enfezamentos palido e vermelho, que ocasionaram perdas expressivas de até¢ 100% da

produgdo. A constatagdo da suscetibilidade de muitos dos hibridos comerciais ao



complexo enfezamento no Brasil, indicam a necessidade de busca de alternativas para o

controle destas doengas (Oliveira et al., 1998).

2.2.3. Possiveis estratégias de sobrevivéncia de D. maidis na entressafra do milho

D. maidis desaparece dos campos de milho quando estes amadurecem (Nault,
1990), ndo tendo esta espécie 0 mesmo comportamento que uma congénere sua, D.
elimatus, que utiliza plantas do género Bromus L. ou outras plantas herbaceas que
crescem ao longo de cursos d'agua durante a entressafra (Barnes, 1954; Nault, 1985).
Nault (1990) sugeriu que as populagdes desta cigarrinha devem entrar em diapausa em
areas proximas ou migrar para areas de baixa altitude no México onde entranam em
diapausa ou que estas se deslocariam para areas de milho irrigado onde estabeleceriam
suas populagdes. Muitos insetos utilizam a diapausa como alternativa para escaparem de
condi¢des desfavoraveis (Denlinger, 1986; Masaki, 1980) como por exemplo a auséncia
da planta hospedeira. No entanto, a possibilidade de que a cigarrinha-do-milho entre em
diapausa ja foi descartada, assim como a permanéncia em restos culturais (Larsen et al.,
1992).

Migragdo e dispersdo parecem ser comportamentos especialmente importantes
para cigamnhas que utilizam um hospedeiro tdo impermanente como o milho (Nault,
1990) e esta tem sido apontada como a estratégia mais provavel para a sobrevivéncia da
cigarminha-do-milho durante a entressafra do milho. Estudos de laboratério mostraram
que cigarrinhas do género Dalbulus que sdo especialistas em milho, como D. maidis,
apresentaram maior resposta de fuga através do voo do que as espécies que se alimentam
em plantas perenes, € uma vez que, uma maior resposta de fuga pode ser uma medida da
tendéncia migratéria, esta parece ser uma estratégia utilizada por D. maidis (Heady &
Nault, 1985). Larsen et al. (1992) em coletas de campo com cartdes adesivos e estudos
de laboratério da capacidade de sobrevivéncia da cigarrinha-do-milho na auséncia de

alimentagdo e/ou agua, hipotetizaram que esta espécie possa sobreviver na entressafra
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em habitats adjacentes aos campos de milho, utililizando para isto apenas agua, sendo
portanto um migrante local.

D. maidis parece também ser dotada de capacidade de migragdo a longas
distancias. A epidemia de enfezamento palido ocorrido na Flérida em 1979 tem sido
atribuida a populagdes desta cigarrinha que provavelmente vieram das ilhas do Caribe
através do furacdo David (Bradfute et al., 1981). Taylor et al. (1993) estudaram a
atividade de voo de D. maidis e outras espécies do género, em condi¢des que simulavam
diferentes estagdes do ano no México Central, diferentes fotoperiodos e idade da planta
hospedeira. O comportamento de vdo desta cigamnha foi consistente com voOos
migratérios de inverno, os quais coincidem com o fim da safra do milho e com correntes
de ventos ("El Norte"). Estes autores sugeriram que estas correntes de vento poderiam
levar as popula¢des de D. maidis do México Central, onde o inverno € seco e com baixas
temperaturas, para a Costa do Golfo onde o milho de inverno € cultivado, € o caminho
inverso seria realizado pela corrente de vento denominada Zona de Convergéncia Inter-
Tropical, o que explicaria o aparecimento subito destas cigamnhas em plantulas de
milho no inicio da estagdo chuvosa.

Se pouco se sabe sobre a(s) estratégia(s) de sobrevivéncia de D. maidis na
entressafra do milho, pouco também se conhece sobre a sobrevivéncia dos patdgenos por
ela carregados (Nault, 1990; Larsen et al., 1992). Alguns estudos tém demonstrado que a
intima associa¢do entre D. madis e os patogenos por ela transmitidos, notadamente S.
kunkelii, pode resultar em mutuo beneficio para vetor e patégeno (Ebbert & Nault, 1994;
Madden & Nault, 1983; Nault, 1990). Em estudos com espécies de Dalbulus, observou-
se que D. maidis foi a Unica espécie que ndo teve a sua sobrevivéncia e fecundidade
afetada por infec¢do com S. kunkelii; no entanto, isto ocorreu em relagdo ao fitoplasma,
principalmente entre 20 € 29°C (Madden & Nault, 1983; Madden et al., 1984). Ebbert &
Nault (1994) investigaram a hipotese de que S. kunkelii poderia aumentar a capacidade
de sobrevivéncia de D. maidis em condi¢gdes que simulavam o inverno e auséncia da
planta hospedeira. Cigarrinhas infectadas com S. kunkelii tiveram sua sobrevivéncia
aumentada em temperaturas entre 10 e 20°C, sendo que este aumento foi mais

pronunciado nas fémeas, porém em temperaturas abaixo de zero este efeito ndo foi
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observado (Ebbert & Nault, 1994). Assim, esta associa¢do de mutuos beneficios entre D.
maidis e S. kunkelii, parece desempenhar um importante papel na estratégia de
sobrevivéncia de ambos, hospedeiro e patdogeno, na entressafra do milho (Ebbert &
Nault, 1994; Nault, 1990).

2.3. Migracdo em insetos

A migra¢do € um importante componente do ciclo de vida de muitos
organismos. Ndo somente por permitir que estes escapem de condigdes desfavoraveis,
mas também, por permitir a exploragdo de habitats criados por sucessivas ou estacionais
alteragées ambientais. O migrante pode assim fazer uso de recursos no espago € no
tempo e determinar através deste comportamento onde e quando se reproduzir (Dingle,
1985a). Os insetos apresentam pelo menos duas grandes vantagens como objeto para
estudos dos mecanismos e do significado adaptativo da migra¢do. A primeira seria o
tamanho reduzido o que facilita a criagio de um grande numero de individuos em
laboratorio. Estudos de laboratorio sobre a fisiologia € comportamento podem assim
serem comparados com os movimentos, ciclos sazonais, dindmica populacional, o que
permite uma melhor compreensdo do fendmeno. A segunda vantagem € a sua grande
diversidade taxondmica, que vem acompanhada de uma enorme diversidade de modos
de migracdo. Existem relatos de alguns ortopteros e lepidopteros, e outros relativamente
grandes insetos, que empreendem véos continentais e mesmo intercontinentais. Porém,
mais comum € ndo menos importante ¢ a migragdo empreendida por inimeros diminutos
insetos como os afideos, que movem-se por uma centena ou poucas dezenas de metros
(Dingle, 1985b; Kennedy, 1985).

Antes de mais nada € necessério fazer uma distingéo entre termos que muitas
vezes sdo empregados como sindnimos, "dispersdo” e "migra¢do". A dispersdo € um

fenomeno caracterizado pelo aumento da distancia média entre individuos, e isto € algo
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que pode ocorrer somente em uma popula¢do. No entanto, a migragdo ¢ um movimento
para além do habitat, e é algo que um individuo pode fazer (Southwood, 1981).

Um fendOmeno tdo complexo como a migragdo s6 pode entdo ser
compreendido através de uma visdo multidisciplinar, que envolve estudos nos campos
da genética, bioquimica, fisiologia e comportamento, ecologia pura e aplicada,
computagdo e modelagem, meteorologia e climatologia (Gatehouse, 1997). Por exemplo,
o fato de um individuo deslocar-se de um lugar para outro tem um significado ecoldgico,
no entanto, o motivo que o levou a fazé-lo € ecoldgico ou comportamental. Ja o
movimento fisico durante a migragdo ¢ um aspecto anatdmico e fisiologico, e por fim, as
conseqiiéncias deste movimento para o individuo e sua espécie € assunto para a evolugéo
(Taylor, 1985).

Durante o curso dos anos muitos autores tém proposto defini¢des para o
fendmeno migragdo sobre os mais diversos aspectos (Dingle, 1980; Johnson, 1963;
1969; Kennedy, 1961; Southwood, 1962; 1971; Taylor & Taylor, 1983), porém por se
tratar de um assunto que envolve uma enorme diversidade de organismos e
particularidades, nenhuma delas € totalmente satisfatoria, jA que muitas vezes sdo
baseadas em casos especificos, existindo entdo um sem nimero de excegdes. A
compreensdo do assunto migra¢do ndo € tarefa facil, ja que a mesma dependera das
caracteristicas do organismo em estudo, como o seu tamanho, 0 modo e meio pelo qual
se locomove, estratégia de vida dentre outras (Kennedy, 1985).

Para alguns insetos a migracdo pode estar associada a diapausa. Alguns
autores consideram a diapausa como tendo a mesma fung¢éo ecologica que a migragéo, e
esta poderia ser considerada uma "migra¢do no tempo", sendo ambas adaptagdes para se
enfrentar condi¢des adversas (Dingle, 1972; Taylor & Taylor, 1977). Portanto,
comportamentos como migra¢do e diapausa podem sincronizar a reprodu¢do com
condigdes favoraveis de disponibilidade de recursos no espago e no tempo (Southwood,
1977). Em outros casos uma ou outra pode ocorrer, geralmente a migracdo ocorre
quando as alteragdes ambientais sdo assincronicas, por outro lado as alteragdes

sincrOnicas do ambiente podem favorecer a diapausa (Solbreck, 1985).
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2.3.1. Migracéo por correntes de ventos

O fendmeno dos insetos utilizarem correntes de vento existentes em grandes
altitudes, tem sido observado em diferentes taxa, envolvendo insetos de todos os
tamanhos, desde diminutos como cigamnhas até os grandes insetos como gafanhotos e
mariposas, sendo que Hemiptera, Orthoptera e Lepidoptera tem sido os grupos mais
estudados (Gatehouse, 1997). O deslocamento dos insetos através destas correntes de ar
depende muito das condi¢Ges atmosféricas, que podem diferir radicalmente entre o dia e
a noite. Principalmente em dias claros, hd o aquecimento do solo e a formagdo de
correntes de convecgdo resultando numa circulagdo vertical do ar, e estas correntes
auxiliam os insetos na rapida ascensdo para altitudes onde possam ser transportados pelo
vento. No entanto, com o cair da noite, os ventos verticais cessam, € 0s migrantes que
decolam apos este periodo voam pelo seu préprio esforgo a altitudes de 100-2.000 m,
onde ventos muito rapidos podem carregi-los a longas distincias (Drake & Farrow,
1988). O potencial para deslocamentos através dos ventos de grandes altitudes €
substancialmente maior a noite do que de dia, e as espécies que necessitam migrar por
distancias apreciaveis em escala geografica, geralmente utilizam a migra¢do noturna
(Riley et al., 1995).

A decisdo de decolar, em migrantes diumos, parece envolver fatores
endogenos do inseto associado a fatores ambientais (especialmente temperatura, vento €
chuva), e estes apresentam fototaxia positiva (Blackmer & Byme, 1993). Em insetos de
migra¢do noturna, a decolagem se da geralmente pouco apos o crepusculo, associado a
baixa intensidade luminosa e também a temperatura (Dreisig, 1980). A decolagem pode
ser inibida por baixas temperaturas, ventos fortes e chuva (Riley et al., 1987; Riley et al.,
1995), portanto temperaturas elevadas e auséncia de precipitagdo sdo essenciais para o
inicio e manuten¢do do voo migratério (Carlson et al., 1992). Logo apds a decolagem
temos um rapido vo ascendente, que pode chegar a velocidades de até 1,5 m/s como em
Helicoverpa zea (Boddie) (Lingren et al., 1995). A altura de voo dos insetos de migragéo

diurna depende muito da temperatura, ou seja, do limiar de temperatura para a atividade
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de voo. A atividade de voo cessa e o inseto desce quando encontra uma temperatura
abaixo do seu limiar de temperatura para o vdo, e a densidade de insetos decresce com a
altitude (Drake & Farrow, 1988). Em insetos de migra¢do noturna a altitude alcancada
depende do comportamento do inseto. Em v6os de curta duragdo Nilaparvata lugens Stal
e outros delfacideos podem voar em temperaturas abaixo do seu limiar de voo (Riley et
al., 1987). A freqiiéncia de ocorréncia, o conhecimento das condi¢des atmosféricas e alta
incidéncia de orientagdo coletiva durante a migragdo, sugerem que Os migrantes
noturnos s@o os mais adaptados. A orientagdo no voo € dada pelo dngulo formado entre
dire¢do de orientagdo e a diregdo do vento, que geralmente ¢ menor que 90°. Muitos
insetos promovem um alinhamento mutuo com a diregdo do vento, uma vez que na
migragdo para longas distancias a chance de se encontrar um coespecifico de outra
origem para a reprodug@o € pequena, este alinhamento promove um aumento de chance
de individuos chegarem juntos em determinado local e se reproduzirem (Drake, 1983;
Riley et al., 1995).

Os vbos podem ter curta duragdo ou se estenderem por horas ou mesmo por
toda noite (Riley et al., 1987). Os fatores que determinam o fim da migragdo podem ser
baixas temperaturas, precipitagdo, localizagdo do habitat adequado, diminui¢do do
suprimento de energia, estado neurofisiologico, inibicdo do voo por intensidade
luminosa ou a combina¢do de ambos (Carlson et al., 1992; Pedigo, 1989). Para muitos
insetos, durante o v0o, o contraste entre o comprimento de onda emitido por areas
vegetadas e por areas onde o solo estd exposto pode ter papel importante na decisdo de
pousar em busca da planta hospedeira, interrompendo a migragdo (Prokopi & Owens,
1983).

A grande vantagem do uso dos ventos como veiculo de transporte é a
possibilidade de deslocamento a distdncias infinitamente maiores do que as alcangadas
pelo préprio esfor¢o de voo, e a despeito do fato dos insetos precisarem estar batendo as
asas constantemente durante o trajeto, o custo energético tem um impacto negligenciavel
na reprodugdo apds a migra¢do (Gunn & Gatehouse, 1993). O estudo das condigdes
meteorologicas juntamente com fatores biologicos, tais como época do ano em que o

inseto esta propicio a migrar; se este voa de dia, de noite ou ambos; temperatura minima
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para o voo; altura de voo; dentre outros, podem ser usados para prever as condigdes mais

adequadas para a migrag¢do de insetos de importéncia econdmica (Carlson et al., 1992).

2.3.2. Exemplos de comportamento migratério em insetos

A cigamnha-do-milho tem sido alvo de suspeitas a respeito de sua capacidade
de migracdo a longas distdncias, como exemplo, temos a epidemia de "corn stunt
spiroplasma" no sul da Florida em 1979, que provavelmente foi devido a cigarnnhas que
vieram das Ilhas do Caribe (Bradfute et al, 1981). Procurando relacionar a atividade de
vOoo com inferéncias para a migrag¢do, Taylor et al. (1993) realizaram estudos com trés
espécies do género Dalbulus. Para D. maidis, a atividade de voo foi altamente
crepuscular nas condi¢ées de verdo, o que € uma adaptagdo comportamental para voos
locais, pois as condi¢des atmosféricas sdo mais estdveis, o que favorece a busca da
copula, e de outras plantas, sem o risco de serem carregadas para longe da fonte de
recursos. Por outro lado, o meio da manhd € o periodo de maior instabilidade
atmosférica, o que permitiria a ascensdo das cigarrinhas e o encontro com ventos que
poderiam carrega-las por longas distdncias. Em condi¢des de outono as cigarrinhas
permaneceram com v0os crepusculares mas houve um incremento nos voos da manha, e
no inverno estes foram os voos predominantes. Neste mesmo estudo observou-se que o
comportamento de voo de D. maidis esta condicionado pelos niveis de luz e que em
fémeas estd também relacionado com a condig¢do da planta hospedeira. Estes autores
teorizaram que D. maidis utiliza ventos direcionados para o Golfo do México ("El
Norte") com a chegada do inverno, ja que em laboratério o comportamento de voo foi
condizente com estas condi¢gdes atmosféricas, uma vez que nesta regido o milho ¢
plantado com irrigagdo no inverno e primavera, e retornam ao sul dos EUA pelos ventos
no verdo (Zona de Convergéncia Inter-Tropical). No entanto, Larsen et al. (1992)
baseado em coletas com cartdes adesivos, e estudos de laboratorio da capacidade de

sobrevivéncia de D. maidis, e algumas de suas congéneres, na aus€ncia da planta
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hospedeira e em condi¢des que simulavam a estacdo chuvosa e seca no Meéxico,
sugeriram que D. maidis ¢ um migrante local. Esta cigarrinha abandonaria a cultura do
milho no final da safra, inicio da esta¢do seca, podendo sobreviver neste periodo em
habitats adjacentes apenas com agua, voltando aos campos de milho na estagdo chuvosa,
logo apds o plantio da nova safra do milho.

A cigamnha Empoasca fabae (Harris) € uma importante praga de diversas
culturas no leste e meio oeste dos EUA (Hogg, 1985). Esta cigamnha ndo sobrevive as
baixas temperaturas do inverno nestas regides e passa esta estagéo do ano no extremo sul
do pais. Alguns trabalhos, no entanto, tém mostrado que esta espécie pode sobreviver ao
inverno em pinheiros na regido norte. Quando se encontra no sul, durante o inverno, esta
cigamnha atinge um grande crescimento populacional em meados de abril e comego de
maio, quando entdo migram de volta para o leste e meio oeste dos EUA. O estimulo para
a migragdo € a diminui¢do do suprimento de alimento com a maturagdo e colheita das
plantas hospedeiras, principalmente hortalicas e legumes, associada com condigdes
atmosféricas (Pienkowiski & Medler, 1964). Carlson et al. (1992) investigaram o
movimento de migra¢do de E. fabae e concluiram que a distancia de aproximadamente
1.000 km, no caso estudado, foi coberta em um voo continuo de 24-36 h, ou dois ou trés
sucessivos vOos noturnos, € a terminagdo deste vOo era causada por precipitagdo,
diminuicdo das reservas de energia e abaixamento de temperatura.

N. lugens ¢ uma cigamnha que tem origem tropical, porém, em regido
temperada ndo consegue sobreviver a baixas temperaturas e a perda de sua planta
hospedeira durante o inverno. Grandes infesta¢des tém ocorrido no leste da Asia, norte
da China e Japdo, por vdos migratorios de longas distancias iniciados por estas
cigarrinhas de regides tropicais e subtropicais da Asia onde estas passam o inverno, o
que possibilita que explorem vastas regides de plantio de arroz durante todo o verdo, e
os prejuizos causados por estas cigarrinhas podem chegar a 400 milhdes de dolares
anuais. Este movimento que pode chegar de 750 a 1.200 km, € realizado com auxilio de
correntes aéreas que no verdo sopram no sentido sudoeste e oeste da Asia, havendo
evidéncias de voos de retorno no outono através de ventos que sopram para o sul (Holt

et al., 1996). De acordo com Wu et al. (1994) a propor¢éo de braquipteros e macrépteros
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em N. lugens é um importante indicador da propensdo da populagdo para migrar, esta
propor¢do por sua vez € dada em fungdo da qualidade nutricional do hospedeiro.
Durante a safra do arroz a maioria da populagédo é composta por individuos braquipteros.
Na senescéncia, com o decréscimo de aminoacidos essenciais como leucina e alanina,
aumenta-se muito o numero de individuos macropteros os quais irdo promover a
migragdo. Ao estabelecerem-se em wmna area, ao longo das geragdes o nimero de
braquipteros passa a ser maioria, sO6 havendo uma reversdo deste quadro no final da
safra.

As vantagens do voo para o escape de condigées desfavoraveis e colonizagdo
de novos habitats sdo dbvias, mas qual a vantagem da redugdo ou auséncia das asas, que
forcam o inseto a permanecerem sedentarios? A vantagem € que com a auséncia ou
redugdo das asas e dos musculos de v6o, mais energia pode ser canalizada para a
reprodu¢do, e a ocorréncia de histolise de musculos de voo apds a migragdo €
congruente com isto. Estes beneficios reprodutivos podem ser comprovados pelo fato de
que individuos com asas menores sdo mais fecundos e se reproduzem mais cedo (Zera,
1985). Assim, o polimorfismo de asas ¢ uma sindrome de caracteristicas resultando em
"morfos" que sdo adaptados para a reprodugdo/sedentarismo versus diapausa/migragdo
(Dingle, 1982).

Para a cigarrinha Prokelisia marginata (Van Duzze), estudada por Denno
(1985), a maior fecundidade dos braquipteros em relagdo aos macropteros ndo foi clara,
como ja havia sido relatado para pulgées (Dixon, 1972), porém diferenga significativa
foi observada no que tange ao periodo de pré-oviposi¢do, que em braquipteros foi bem
menor, ¢ também a idade em que fémeas iniciaram a reprodugdo. Outra observagdo foi
de cunho comportamental, notou-se que individuos macropteros eram mais "ativos" que
os braquipteros, abandonando a planta hospedeira ao menor distirbio. Portanto, estas
duas caracteristicas, imobilidade e inicio de reprodu¢do mais cedo, levam a uma melhor
exploragdo dos recursos oferecidos pela planta hospedeira por parte dos braquipteros em
relagdo aos macropteros. O fato das grandes explosdes de populagdes desta cigarrinha e
sérios danos estarem relacionados com individuos braquipteros € consistente com esta

hipétese (Denno, 1985). Neste mesmo estudo, esse autor observou que a resposta
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migratoria, ou seja a producdo de individuos macropteros propensos ao v0o, era mais
dependente da condi¢do nutricional da planta hospedeira do que da densidade
populacional, sendo os individuos macrépteros altamente capazes de distinguir, em
campo, plantas hospedeiras melhor nutridas o que resultaria em uma descendéncia maior
e mais fecunda. A producdo de individuos alados e braquipteros na cigamnha P.
marginata, com relagdo a qualidade da planta hospedeira, também foi estudada por
Denno et al. (1980), que observaram que este dimorfismo de asas ndo era devido a uma
simples regra genética. As condi¢des ambientais as quais o estagio ninfal € submetido, e
aqui se inclui a qualidade nutricional da planta hospedeira, guia os mecanismos que
selecionam o aparecimento de asas ou ndo. Assim, estudos de laboratorio mostraram que
ninfas de P. marginata submetidas a uma alimentag@o de baixa qualidade d&o origem a
individuos macropteros e a abundancia destes em plantas de alto valor nutritivo e a rara
presenga em plantas pobres em nutrientes é resultado da migrag&o.

Outro aspecto importante notado para cigamnhas em relagdo a planta
hospedeira, foi observado por Teraguchi (1986), em estudos realizados com armadilhas
adesivas e de sucgdo. Cigamnhas associadas com plantas perenes seriam menos
propensas a migracdo do que aquelas associadas com plantas anuais. Todos os
cicadelideos que apresentaram comportamento ndo migratério estavam associados a
plantas perenes, e cigarmnnhas associadas a plantas anuais amplamente distribuidas
parecem ser migratorias. A classificagdo das 23 espécies de cicadelideos coletadas,
quanto ao status de migrante ou ndo-migrante, foi baseada em diversos aspectos, como o
comportamento de v0o, ou seja a altura nas quais os mesmos foram capturados, status
reprodutivo de f€émeas (Sindrome oogénese-v6o0) e relagdo braquipteros/macropteros ou
a combinagdo de ambos (Teraguchi, 1986). Isto nos mostra que o entendimento do
processo de migragdo requer uma visdo mais globalizada dos aspectos que o envolvem.

A persisténcia do habitat tem sido identificada como um fator critico para a
evolugdo da migracdo e do dimorfismo de asas em insetos (Denno & Roderick, 1990;
Harrison, 1980). Em insetos, as asas tem diversas fun¢des como, a busca da copula,
localizagdo de habitat para alimentag@o, desenvolvimento ou diapausa. Denno et al.

(1991) estudaram diversas espécies de cigarmnhas (Delphacidae), que apresentavam
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dimorfismo de asas, quanto a influéncia da densidade populacional e persisténcia do
habitat na expressdo ou ndo de asas. Estes autores concluiram que para estas cigamnhas
a necessidade de asas para a busca da copula € inversamente proporcional a densidade
da populagdo. No entanto, em relagdo a deterioragdo do habitat esta € positivamente
correlacionada, pois as asas sdo a melhor forma de escape desta condigdo. Em muitas
espécies de cigarmnhas em habitats persistentes onde a copula, mesmo sob baixos niveis
populacionais, é obtenivel, a maioria dos machos sdo braquipteros, enquanto que
individuos da mesma espécie em habitat temporario sdo macropteros. Assim, a duragio
da estabilidade do habitat e reducdo na disponibilidade para copula, tem favorecido aos
altos niveis de migrag@o (macropteros) em habitats temporarios. Em estudos com seis
espécies de cigamnhas do género Dalbulus, Heady & Nault (1985) observaram que as
espécies associadas a hospedeiros anuais, ou seja um habitat mais instavel, apresentaram
maior resposta de fuga por voo, do que aquelas que se alimentavam em plantas perenes.
Assim a migragdo € provavelmente uma caracteristica comportamental de espécies de
Dalbulus, que como D. maidis, utilizam hospedeiros de crescimento estacional, uma vez
que a resposta de fuga pode ser também uma medida da tendéncia migratdria.

Os pulgdes sdo conhecidos como sérias pragas de muitas culturas. Muito se
comenta a respeito de sua capacidade de dispersdo aérea, que segundo Hardie (1989) a
curta ou a longa distdncia é regida por estimulos visuais. A propor¢do de individuos
alados e éapteros € influenciada pela condicdo de agregacdo no estdgio ninfal que
influencia o desenvolvimento de asas, musculatura de vdo, actmulo de reservas e
desenvolvimento de gonadas (Dixon & Howard, 1986). O estimulo para que os pulgdes
iniciem o vOo € uma resposta fototatica positiva de adultos tenerais a curtos
comprimentos de onda (< 500 nm) emitidos pelo céu, gradualmente, durante o vdo os
comprimentos de ondas maiores tornam-se mais atrativos (> 500 nm) como os exibidos
pelos vegetais, entdo eles cessam o voo e descem sobre as plantas (David & Hardie,
1988). Além da luminosidade, outro fator importante € a temperatura (Dry & Taylor,
1970; Halgren & Taylor, 1968). Evidéncias existem de que sobre certas condi¢des, 0s
afideos podem imprimir voos de longas distdncias, centenas de quildmetros sobre

desertos e oceanos. Tem-se argumentado que esta seja uma estratégia de colonizagdo de
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areas distantes, no entanto, a propor¢do do sucesso deste procedimento € desconhecido
(Hardie, 1989). Porém, Loxdale et al. (1993) propuseram que os movimentos a curtas
distdncias tem um maior impacto na populacdo e na distribuicdo de genétipos do que os
movimentos a longas distancias que sdo infreqtientes.

O fendmeno da migracdo € um assunto extremamente complexo, sendo
encontrado nos mais diversos organismos, desde diminutos insetos até aves, peixes e
grandes mamiferos. Dentro da classe insecta, no entanto, encontramos uma enorme
diversidade no modo e na escala da migragdo, que fornecem, sem duavida, uma
substancial gama de exemplos para o estudo deste fendmeno. Sabendo desta
complexidade, de maneira alguma a migragdo pode ser encarada ou definida
simplesmente sob o aspecto da fisiologia, ecologia, comportamento ou mesmo da
genética, evolugdo dentre outras, pois € um fendmeno multidisciplinar, mostrando em
cada um dos casos em que se estuda diferentes nuances destas diferentes areas de estudo.
A migragdo constitui-se num dos mais complexos e eficientes mecanismos utilizados
pelos insetos para contornar as adversidades impostas pelo ambiente, como as condi¢des
climaticas desfavoraveis, auséncia de plantas hospedeiras, competicdo intra e
interespecifica, dentre outras, e esta habilidade de se dispersar dos insetos ¢ também
responsavel pela ampla distribuicdo dos seus genes. Desta maneira, a migragdo nio pode
ser vista como um evento estanque dentro da historia de vida dos insetos e sim como
uma tentativa de sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie. Portanto, o conhecimento mais
profundo da migra¢do em insetos poderda fornecer subsidios para um melhor
entendimento do ciclo de vida dos mesmos e isto permitird, no caso dos insetos

considerados pragas, o delineamento de medidas preventivas de controle.

2.4. DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD-PCR)

Marcadores eletroforéticos sdo poderosas ferramentas que tém facilitado o

estudo de diversas areas da biologia, pura ou aplicada, cobrindo questdes de filogenia,
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evolugdo, ecologia e dindmica de populagdes (Symondson & Liddell, 1996).
Inicialmente, técnicas com o uso de proteinas, especialmente aloenzimas, eram as mais
empregadas, atualmente a aplicagdo desta técnica tem sido superada por aquelas
baseadas em DNA (Avise, 1994). O campo da biologia molecular tem se expandido
grandemente nos ultimos anos e muitos entomologistas tem desejado utilizar esta
ferramenta, ja que esta trds um novo nivel de resolugdo para estudos de ecologia e
taxonomia de insetos (Loxdale & Lushai, 1998) dentre outros.

A técnica da reagdo da polimerase em cadeia ("Polimerase Chain Reaction" -
PCR) (Saiki et al., 1988), um método que gera uma exponencial e seletiva amplificagdo
de um fragmento de DNA, pode ser usada para detecgédo e diferenciacdo de um grande
numero de organismos. Todavia, requer o prévio conhecimento da seqiiéncia de bases
para a confec¢do de dois primers, 0 que muitas vezes requer um substancial
investimento de tempo e recursos (Cenis et al., 1993). Por outro lado, a técnicade DNA
polimérfico amplificado ao acaso ("Random Amplified Polymorphic DNA" — RAPD ou
"Arbitrarily primed PCR — AP-PCR") (Welsh & McClelland, 1990; Willians et al.,
1990), uma técnica molecular baseada na PCR, utiliza um tnico primer com =10
nucleotideos de comprimento de seqiiéncia arbitraria, que anela-se em regides arbitrarias
do genoma e sintetiza multiplos produtos de amplificagdo, detectando polimorfismo na
auséncia de informacdo especifica da seqiiéncia de nucleotideos do DNA molde
(Willians et al.,, 1990). O primeiro passo para a utilizacdo desta técnica refere-se a
selecdo dos primers a serem utilizados, cuja escolha deve basear-se na seguinte ordem:
revelar diferengas, produzir bandas bem definidas e fornecer um padrdo reproduzivel
(Loxdale et al., 1996).

O RAPD-PCR é capaz de detectar a alteragdo de uma unica base no DNA
gen0mico, uma vez que a alteragdo em uma unica base do primer gera produtos de
amplifica¢@o totalmente diferentes, uma alteracdo em uma base do genoma pode levar a
ndo amplifica¢do de determinado fragmento. Mas isto ndo implica, no entanto, que todas
as amplificagdes sdo resultado do perfeito pareamento entre o primer e 0 DNA molde
(Williams et al., 1990; Thormann et al., 1994). Ponto importante refere-se ao

comprimento e propor¢édo dos nucleotideos G+C dos primers na amplificagdo gerada por
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RAPD-PCR. O minimo comprimento para o primer sio nove bases e a propor¢do
minima de G+C em cada primer para gerar niveis detectaveis de amplificagdo € de 40%
ou superior (Williams et al., 1990). As fontes de polimorfismo para marcadores RAPD-
PCR podem incluir dele¢des no sitio de anelamento do primer com o DNA gendmico,
insercdes entre os sitios de anelamento dos primers colocando-os a uma distancia maior
do que aquela suportada pela PCR ou inser¢des que alterem o tamanho do segmento de
DNA sem prevenir a amplificacdo (Willians et al., 1990). Marcadores moleculares do
tipo RAPD-PCR comportam-se como dominantes, ou seja, ndo € possivel distinguir se o
segmento de DNA amplificado provém de um loco heterozigoto (1 copia) ou
homozigoto (2 copias) (Carlson et al., 1991; Williams et al., 1990).

A técnica de RAPD-PCR oferece diversas vantagens sobre outros métodos
para estudo de variabilidade genética. Um ilimitado niimero de marcadores RAPD-PCR
podem ser gerados, ao contrario do que ocorre com marcadores isoenzimaticos que sdo
limitados a poucas regides do genoma e um limitado nimero de sistemas enzimaticos
podem ser utilizados, além do fato de que um vasto nimero de primers RAPD-PCR
podem ser sintetizados para analise de uma ampla variedade de espécies (Cenis et al.,
1993; Williams et al., 1990); nenhum trabalho preliminar € requerido, como o
isolamento de sondas clonadas de DNA, preparagdo de filtros para hibridizacdo;
marcadores RAPD-PCR podem simplificar a transferéncia de informagdo entre
pesquisadores € ¢ um método que permite automacdo (Williams et al., 1990). Com
relagdo a técnica chamada polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrigdo
(Restriction Fragment Lenght polimorphisms — RFLP) (Grodzicker et al., 1974), RAPD-
PCR apresenta como vantagens a rapidez, simplicidade e a ndo utilizagdo de materiais
radioativos e equipamentos caros (Cenis et al., 1993) além de gerar um niimero maior de
marcadores (Williams et al., 1990). No entanto, marcadores RFLP parecem ser mais
confiaveis do que RAPD-PCR para comparagées interespecificas, o que também parece
ser verdadeiro para casos de comparagdo intraespecifica que envolvam populagdes
muito distintas (Thormann et al., 1994). Como desvantagens do método temos que em
estudos filogenéticos ndo € possivel distinguir a origem gendmica (nuclear ou

citoplasmatica) dos fragmentos, a homologia das seqiiéncias das bandas com mesma
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mobilidade no gel ndo € conhecida (Thormann et al., 1994; Tingey & Tufo, 1993) ndo
sendo possivel dizer se bandas com mesmo peso molecular entre dois individuos
representariam um carater homoélogo (herdado de um ancestral comum) ou homoplastico
(carater que se desenvolveu independentemente dentro da populag¢do) (Pornkulwat et al.,
1998), ndo € possivel distinguir alelos heterozigotos dos homozigotos (Carlson et al.,
1991; Williams et al., 1990), sdo requeridas outras técnicas para a obten¢do de dados
Mendelianos (Loxdale & Lushai, 1998) e a reproducibilidade do método pode ser
influenciada pela enzima 7aqg DNA polimerase utilizada, quantidade de MgCh,
qualidade do DNA, o tipo de termociclador e método de extra¢do (Cenis et. al, 1993;
Loxdale & Lushai, 1998; Loxdale et al., 1996; Suazo et al., 1998).

RAPD-PCR € uma técnica simples, que requer pequenas quantidades de
material biolégico (Chan et al., 1999), o que € uma grande vantagem quando se trabalha
com insetos muito pequenos (Loxdale et al., 1996), sendo eficiente na deteccdo de
polimorfismo (Lin et al., 1999). E capaz de discriminar individuos de uma populaggo,
populagdes ou clones de uma espécie ou espécies de um género (Cenis & Beitia, 1994;
Guirao et al. 1997). Pode ser aplicado a espécimes de insetos conservados por longos
periodos, e é um método eficiente para se obter marcadores genéticos intraespecificos
sem qualquer conhecimento prévio de informagdes sobre a seqiiéncia do DNA da
espécie em estudo (Margaritopoulos et al., 1998). Tem sido utilizada em estudos de
estrutura genética de populagdes (Infante-Malachias, 1999; Lin et al., 1999), para
distinguir clones e biétipos em Auchenorrhyncha (Black et al., 1992; Cenis et al., 1993;
Quintero et al., 1998), na direta evidéncia de fluxo génico entre populagdes (Hoole et al.,
1999), na detecgdo de espécimes puros em relagdo aqueles onde houve introgressdo
genética (DeVerno et al., 1998), em mapeamento genético (Hunt & Page, 1995; Laurent
et al., 1998), na detecgdo da origem geografica de populagdes (Puterka et al., 1993;

Reyes & Ochando, 1998), em taxonomia (Cenis & Beita, 1994), dentre outras areas.
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2.4.1. Utilizacdo da técnica de RAPD-PCR em Entomologia

Dentre as varias técnicas moleculares atualmente utilizadas em estudos
bioldgicos, a técnica de RAPD-PCR tem tido grande impacto em entomologia (Loxdale
& Lushai, 1998; Loxdale et al., 1996), mostrando-se como uma importante ferramenta
na analise de variabilidade genética em insetos (Haymer, 1994). Um extenso numero de
estudos tem sido realizados com os mais diversos grupos de insetos € nas mais variadas
areas.

Skinner & Camacho (1995) estudaram a diversidade genética dentro de uma
populagdo da cigarrinha E. fabae e observaram um alto grau de heterogeneidade
genética nesta espécie. Os campos de alfafa tém uma gama muito grande de genoétipos
individuais e esta praga tem superado os esforgos da resisténcia de plantas. Isto
provavelmente ocorreu pois E. fabae tem sido capaz de manter altos niveis de
heterozigose em muitos locos através de acasalamentos ao acaso, conseguindo manter
esta variabilidade genética por geragdes durante o crescimento da cultura.

A forma de reprodugdo tem influéncia na estrutura genética das populagées
dos insetos. Puterka et al. (1993) relataram que em clones partenogenéticos de Diuraphis
noxia (Mordvilko) a descendéncia ndo diferia geneticamente de suas mdes. Estes
mesmos autores observaram pouca variagdo intrapopulacional em D. noxia de
individuos coletados no campo e ndo pertencentes a um mesmo clone, no entanto, a
técnica de RAPD-PCR foi capaz de uma boa discriminagido entre as populagdes. A
auséncia de variagdo genética dentro das populagdes poderia ser atribuida ao tipo de
reprodugdo e efeito fundador, ou seja, os poucos genotipos que chegam em uma area,
rapidamente dominariam este nicho através do seu bem desenvolvido mecanismo de
migragdo pelo véo e reprodugdo partenogenética (Puterka et al., 1993). Néao foi
encontrada relagdo entre a distancia geografica e a distancia genética nas popula¢des de
D. noxia dos EUA, o que provavelmente estaria mais em fung@o do estabelecimento ao
acaso de clones através do comércio do que através da migragdo (Puterka et al., 1993).

Auséncia de relagdo entre origem geografica e padrio RAPD-PCR para afideos também
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foram encontradas por Cenis et al. (1993). No entanto, o polimorfismo genético permite
a identificacdo da origem de populagdes de insetos recentemente introduzidas (Powell et
al., 1980). Puterka et al. (1993) sugeriram que as popula¢des de D. noxia da Franga,
Africa do Sul, México e EUA provavelmente tém a mesma origem, a Turquia. Shufram
et al. (1997) ndo encontraram nenhuma diferenga genética entre os 11 clones de D. noxia
nos EUA submetidos a analise por RAPD-PCR, o que levou-os a sugerir que ndo ha
nenhum indicativo de alteragdo do status biotipico de D. noxianos EUA.

Sunnucks et al. (1997) foram capazes de distinguir dois bidtipos de
Therioaphis trifolli (Monell) que se alimentam em alfafa e trevo na Australia, utilizando
além de varidveis como sobrevivéncia e reproducdo em diferentes hospedeiros,
morfologia, hidrocarbonetos presentes na cuticula, estudo dos cariétipos, o uso de
RAPD-PCR e DNA mitocondrial (citocromo oxidase). 7. trifolli que se alimenta de um
determinado hospedeiro, alfafa ou trevo, apresenta pouca variagdo genética, e estes
bi6tipos sdo geneticamente distintos. -

Myzus persicae (Sulzer) e M. nicotianae Blackman n3o puderam ser
separados com 100% de confiabilidade por RAPD-PCR em estudos realizados na
Grécia. No entanto, a discriminag@o destas em relagdo a outras espécies de pulgdes
utilizados como grupos externos foi bastante satisfatoria (Margaritopoulos et al., 1998).
Estes estudos ndo revelaram importantes variagdes genéticas entre clones com diferentes
origens, ciclo de vida ou planta hospedeira para o grupo M. persicae, sugerindo que as
barreiras fisicas na Grécia podem nio ter sido suficientes para promover o isolamento
genético entre as populagdes (Margaritopoulos et al., 1998). Ao contrario, Black et al.
(1992) trabalhando com outras espécies de pulgdes encontraram variagdo genética entre
bidtipos, populagdes e individuos em uma mesma planta.

Black et al. (1992) identificaram diferengas entre e dentro de quatro espécies
de pulgdes, Schizaphis graminum (Rondani), D. noxia, Acyrthosiphon pisum (Harris) e
Uroleucon ambrosiae (Thomas), mostrando diferengas genéticas entre bidtipos destas
espécies. Assim, RAPD-PCR poderia ser usado para rapida confirmag@o dos bidtipos e
para a procura de novos bidtipos em nivel de campo. A técnica de RAPD-PCR mostrou-

se extremamente util para a rapida identificacdo de polimorfismo genético em afideos, o
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que provavelmente se deve ao fato desta técnica amplificar preferencialmente regies
altamente varidveis do genoma destes insetos (Black et al., 1992). Da mesma maneira,
RAPD-PCR foi utilizada para estudo do grau de relagdo de diferentes grupos de afideos
e separagdo de diferente taxa ou de espécies proximas, € até mesmo de clones, e
mostrou-se como uma ferramenta muito til para o estudo da estrutura populacional,
diversidade genética entre e dentro de populagSes e migragdo em afideos (Cenis et al.,
1993). A presenga de parasitoides [Diaeretiella rapae (Mclntosh) e Lysiphlebus
testaceipes (Cresson)] em pulgdes também puderam ser detectados através de RAPD-
PCR (Black et al., 1992).

Lin et al. (1999) estudaram através de RAPD-PCR populagdes naturais da
cochonilha Daktulosphaira vitifolia (Fitch) coletadas em duas regides distintas, uma no
estado do Arizona onde avaliou-se trés populagdes e outra em Nova York onde avaliou-
se seis populagdes. As populagées de filoxera do Arizona se caracterizavam por serem
geograficamente isoladas e pela auséncia de migrantes alados. Estes dois fatores
guiaram o grande grau de divergéncia genética observado entre as trés populagdes € um
baixo nivel de variacdo dentro das populagdes, o que suporta a hipotese de que as
barreiras geograficas tém restringido o fluxo génico entre as populagées. Em Nova
York, as populagdes coletadas tinham relativa conexdo pela distribuigdo de plantas
hospedeiras e presen¢a de migrantes alados com um alto grau de recombinagdo sexual, o
que proporcionou em alguns casos maior similaridade entre individuos geograficamente
mais distantes do que entre aqueles geograficamente mais proximos. No entanto, a
magnitude do coeficiente de similaridade no Arizona foi similar ao de Nova York,
sugerindo que a separac¢do entre as duas regides pode ter ocorrido em escala de tempo
ecologica (décadas ou séculos). Os padrées RAPD-PCR foram completamente
diferentes entre as duas regides e o baixo coeficiente de similaridade (0,62) entre as duas
regides, indicam que estas duas populagées de filoxera sdo geneticamente distintas. Isto
reflete a grande distdncia geografica separando as populagdes, selegdo hospedeira, e
diferentes condigdes abioticas nas duas regides (Lin et al., 1999).

Na Espanha, biotipos de Bemisia tabaci (Gennadius) puderam ser claramente

distinguiveis por RAPD-PCR, mostrando a existéncia de dois diferentes tipos genéticos,
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bidtipo A e B. Os dados de RAPD-PCR para todas as populagdes do bidtipo B estudadas
mostraram um alto grau de similaridade genética (0,90), o que foi consistente com a
hipétese de que o biotipo B de B. tabaci tem sido amplamente disseminado pelo mundo
através de material de propagacdo contaminado (Guirao et al., 1997). Da mesma forma,
estes dois bidtipos puderam ser diferenciados na Coldmbia através de RAPD-PCR,
sendo este o primeiro registro do bidtipo B de B. tabaci neste pais (Quintero et al.,
1998).

Marcadores moleculares do tipo RAPD-PCR foram utilizados para estudos
genéticos de sete populagdes da mosca Cochliomyia hominivorax (Coquerel), seis do
Brasil e uma da Argentina. Dos 209 locos gerados, 198 foram polimédrficos, e estes
foram submetidos a cinco metodologias de analise. Os indices de similaridade
intrapopulacionais foram superiores a 0,7 e os interpopulacionais superiores a 0,5,
indicando que as populagdes foram similares. O calculo de heterozigosidade indicou que
a diversidade genética nas populagdes € baixa e a andlise de agrupamento ndo mostrou
forte diferenciagdo entre as populagdes (Infante-Malachias et al., 1999). No entanto, o
cadlculo do F'sty (Lynch & Milligan, 1994) mostrou subdivisbes genéticas nas
populagdes (F'sty= 0,122) o que indica que 12% da variag@o genética nestas moscas €
atribuida a moderada diferencia¢do entre as populagdes amostradas (Infante-Malachias
et al., 1999). Ao contrério das populagdes da América do Norte, que sdo extremamente
homogéneas, a variagdo encontrada entre as populagdes talvez se deva ao fato de que a
América do Sul seja provavelmente o centro de origem desta mosca e conseqiientemente
a variabilidade seja maior (Infante-Malachias et al., 1999).

A origem geografica de trés populagdes naturais da mosca-das-frutas Ceratitis
capitata (Wiedemann) foi comparada a uma populagdo de laboratério de origem
conhecida através de RAPD-PCR, RFLP de mtDNA e isoenzimas. As duas primeiras
técnicas proporcionaram o agrupamento da populagdo de laboratério com uma das
populagdes naturais cuja origem geografica era a mesma, o que sugeriu que estas
técnicas sdo mais confidveis para a detec¢do da origem de populagdes dessa mosca.
RAPD-PCR mostrou-se como uma técnica que permite facil discriminagdo entre as

populagdes, principalmente pela quantidade de marcadores obtidos (207) (Reyes &
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Ochando, 1998). Haymer & Mclnnis (1994) estudando populagdes de C. capitata
observaram que populagées de mesma origem geografica (naturais e de laboratdrio)
apresentavam o mesmo padrdo RAPD-PCR, e também sugeriram a boa discriminagéo
geografica de populagdes por esta técnica. De acordo com Baruffi et al. (1995), para
populagdes naturais de C. capitata de diversas partes do mundo, as técnicas de RAPD-
PCR e anilise enzimatica, forneceram resultados congruentes. No entanto, para analise
de populagdes de laboratorio, onde fatores interferem em fendmenos genéticos como a
deriva, os resultados foram bastante diferentes entre estas duas técnicas. Estes autores
observaram uma grande variabilidade genética para as populagdes de C. capitata através
de RAPD-PCR, provavelmente causadas por deriva genética e selegdo, no entanto um
decréscimo desta variabilidade foi registrado na Africa Central em relagdo a regides
periféricas ao seu redor, o que refor¢cou é hipotese de que esta deve ser a populagéo
tropical ancestral.

Para a mosca-das-frutas Anastrepha suspensa (Loew) foi demonstrada a
herdabilidade dos marcadores RAPD-PCR, que tem comportamento Mendeliano, e caso
caracteristicas comportamentais, como preferéncia hospedeira, estejam associadas a
marcadores moleculares, a identificagdo de genes para determinado comportamento
podera ser possivel. Assim, estes marcadores podem ser usados tanto para estudos de
dinAmica populacional como para responder questdes relacionadas com quarentena e
racas geograficas (Schnell et al., 1996). Ainda em Diptera, visando a diferencia¢do entre
espécies cripticas do género Drosophila Fallen do subgrupo pseudoobscura, Pascual &
Serra (1999) descreveram bandas RAPD-PCR espécie-especificas que puderam separar
claramente D. pseudoobscura Frolowa, D. persimilis Dobzhansky & Epling e D.
miranda Dobzhansky.

Trés ecotipos (univoltino, bivoltino e multivoltino) morfologicamente
indiferenciaveis da mariposa Ostrinia nubilalis (Hiibner), foram separados através de 21
bandas RAPD-PCR obtidas de 10 primers. Isto evidenciou uma possivel variagdo
genética entre estes ecotipos, € que esta técnica pode ser uma poderosa ferramenta para
identificagdo de variagdo intraespecifica nesta mariposa, podendo ser usada até mesmo

para se compreender se esta varia¢do se deve a dispersdo ou deriva genética (Pornkulwat
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et al., 1998). Xu et al. (1999) observaram extensa variabilidade genética entre e dentro
de seis populagdes do género Ostrinia na China, no entanto, detectaram que uma
populagdo de O. furnacalis Guenée ndo mostrou significativa diferenca genética das
outras cinco populagdes de O. nubilalis. Isto pode ter ocorrido por uma falha na correta
identificag@o taxonomica dos espécimes antes dos ensaios RAPD-PCR ou pelo fato de
que um periodo relativamente curto tenha se passado desde o processo de especiagédo e
nenhuma diferenca genética entre as duas espécies tenha ocorrido.

Duas espécies simpatricas de mariposa, Choristoneura fumiferana (Clemens)
e C. pinus Freeman, foram estudadas no Canada com base em marcadores RAPD-PCR
visando sua separagdo taxonOmica. Foram utilizados espécimes de museu com idades
variando entre 1 e 53 anos, e esta técnica permitiu a detec¢do de 9 bandas espécie-
especifica para C. fumiferana ¢ 8 para C. pinus. No entanto, alguns espécimes
mostraram algumas bandas espécie-especifica de ambas as espécies. Hibridos das duas
espécies apresentariam todas as bandas das duas espécies, em fungdo de um completo
padrdo aditivo, e isto ndo foi observado. Portanto, o que provavelmente ocorreu foi uma
introgressdo genética, ou seja, o cruzamento dos hibridos F1 com os parentais, o que
levou alguns espécimes a exibirem mais bandas de uma espécie do que de outra. A
auséncia de barreiras reprodutivas espaciais, temporais, fisicas ou fisiologicas para estas
duas espécies no Canada foram requerimentos bioldgicos basicos para que a introgressdo
genética tenha ocorrido (DeVerno et al., 1998).

Schreiber et al. (1997) identificaram trés marcadores RAPD-PCR especificos
para discriminagiio de populagdes da mariposa Lymantria dispar L. da Asia e da
América do Norte, as quais foram introduzidas da Europa. Reineke & Zebitz (1999)
utilizaram estes marcadores (dentre outros) e também analise da regido ITS-2, para
verificagdo da possivel introdu¢do ou migragdo de genotipos asiaticos para a Europa
Central. Os resultados com as duas técnicas mostraram-se diferentes. A andlise da regido
ITS-2 mostrou que esta migra¢do ou introducéo de L. dispar na Europa ndo ocorre, ao
contrario do que revelou o RAPD-PCR, e isto pode estar em fungdo, por exemplo, das

diferentes regides gendmicas analisadas pelas duas técnicas.
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Para a borboleta Papilio machaon L., estudos com aloenzimas e RAPD-PCR
revelaram um consideravel fluxo génico entre trés populagbes deste lepidoptero em
Broadland (Reino Unido). A analise de agrupamento, baseada em 109 locos génicos
RAPD-PCR encontrados, ndo permitiu a separa¢do clara dos individuos dentro das
populagdes as quais pertenciam. A hipétese de alto fluxo génico como conseqiiéncia de
altas taxas de migragdo entre as populagdes foi suportada pelo baixo valor de distancia
genética e falta de correlagdo entre genética e distancia geografica encontrados (Hoole et
al., 1999).

Vaughn & Antolin (1998) demostraram através de RAPD-PCR que a vespa D.
rapae mostra subdivisdes genéticas em pequena escala espacial, ou seja, populagées
localizadas em éareas situadas a distancias de 1 km ou menos sdo geneticamente distintas.
Esta divergéncia foi mantida em avaliagdes no ano subseqiiente, mostrando que cada
uma destas populagdes estariam adaptadas a exploragdo de uma micro-condi¢do
ambiental e a migragéo entre locais poderia leva-las a perda desta adaptabilidade.

Segundo Landry et al. (1993) em Trichogramma spp. a técnica de RAPD-PCR
poderia ser usada para rapida certificagdo e controle de qualidade destes insetos que sdo
criados massalmente. Além de monitorar a deriva genética entre as populagdes e
determinar o nimero minimo de individuos para se comeg¢ar uma criacdo massal, com
um bidtipo desejavel, mantendo a integridade da criagdo por longo tempo.

Nos EUA, populagdes do himendptero Cephus cinctus Norton de duas
regides, Montana e Dakota, foram avaliadas via RAPD-PCR para medida de variagdo
genética dentro e entre as populagdes (Lou et al., 1998). Observou-se diferengas entre as
populagées e regides e uma grande variagdo genética foi observada dentro das
populagdes, sugerindo que isto aumentaria a chance de uma rapida adaptagdo as novas
condigées ambientais, o que seria particularmente importante para esta espécie que
apresenta uma baixa longevidade e um limitado potencial de dispersdo (Lou et al.,
1998).

Visando diferenciar abelhas africanas e européias, Suazo et al. (1998) testaram
700 primers e obtiveram cinco deles capazes de detectar diferengas, embora nenhum

deles tenha sido diagndstico, ou seja, ndo estiveram presentes em todos os individuos da
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populagdo testada. Esta pequena propor¢do de primers encontrados sugere que RAPD-
PCR ndo deve ser usado como um marcador genético diagndstico em abelhas.

Aljanabi et al. (1998) observaram que a técnica de RAPD-PCR prové um
eficiente método para diferenciagdo dos parasitéides Trissolcus teretis Johnson, T .urichi
Crawford e T. basalis (Wollaston) encontrados em soja. Com relagdo ao parasitoide
Telenomus podisi Asheamed a similaridade dentro da populagdo avaliada foi superior
0,78 e o baixo polimorfismo genético observado sugere que as populagdes parecem ser
muito homogéneas dentro de uma area de soja, podendo o RAPD-PCR ser usado para
analisar populagdes geograficas e resolver eventuais questdes taxondmicas a respeito da
espécie (Aljanabi et al., 1998). Em Hymenoptera, RAPD-PCR também tem sido
utilizado para construgdo de mapas genéticos, como para Irichogramma brassicae
Bezdenko (Laurent et al., 1998) e para Apis mellifera L. (Hunt & Page, 1995).

Silveira et al. (1998) estudaram popula¢des do gafanhoto Schistocerca pallens
(Thunberg) do Nordeste e do Brasil Central através de RAPD-PCR e encontraram uma
alta variabilidade genética intrapopulacional, no entanto, a analise de agrupamento nio
permitiu uma distinta separacdo dos individuos destas regides geograficas, também
observaram baixo polimorfismo entre os isolados do fungo Metarhizium flavoviride
Gams & Rozspal utilizado no controle desta praga.

Estudos com RAPD-PCR e aloenzimas permitiram a separagdo de trés
espécies de besouros, Meligethes viridescens (Fabr.), M. czwalinai Reitter € uma nova
espécie. A divergéncia genética obtida sugere um cenario evolutivo, através de
isolamento geografico, partindo de uma populagdo polifaga ancestral, dando origem a
duas linhagens com diferentes niveis de especializagdo da alimentagéo larval (Audisio et
al., 2000).

RAPD-PCR tem se mostrado como uma das técnicas moleculares mais
amplamente empregadas em Entomologia. Como uma importante ferramenta, tem
ancorado diversas hipoteses e ajudado a elucidar inimeras ddvidas nas mais variadas
areas. O sucesso desta técnica pode ser atribuido primariamente a rapidez para obtengdo

dos resultados e o baixo custo se comparado com outros métodos (Loxdale et al., 1996).
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2.4.2. Preservacio de DNA para anilises genéticas

Acidos nucléicos, apesar de menos reativos quimicamente do que proteinas,
sdo também vulneraveis a alteragGes oxidativas e hidroliticas. Embora a taxa de reagdo
seja relativamente lenta, alteragdes estruturais na molécula de DNA podem ocorrer
extensivamente se este for estocado por longos periodos sob condi¢des desfavoraveis
(Dessauer et al., 1996). Segmentos de DNA altamente degradado tem sido isolado de
amostras mumificadas, espécimes de museu, de amostras preservadas em alcool, tratadas
com 4cido picrico ou cloreto de mercurio, fixados por longos periodos na auséncia de
tampdo ou em excesso de formaldeido (Dessauer et al., 1996; Goelz et al., 1985). A
quantidade de DNA extraido de espécimes mortos ha muito tempo € da ordem de 5-20%
do que se pode extrair de espécimes frescos, sendo a maioria do DNA de fita simples e
degradado em fragmentos de 200-300 pares de bases, embora alguns fragmentos com
>1Kb de tamanho podem estar presentes (Houde & Braun, 1988). Algumas das técnicas
moleculares baseadas na PCR podem fazer uso de amostras de DNA com algum grau de
degradacgdo (Reiss et al., 1995), no entanto, técnicas como RAPD-PCR requerem um
DNA integro, apesar de alguns autores terem relatado sucesso no uso desta técnica com
espécimes de museu (DeVerno et al., 1998; Reineke & Zebitz, 1999).

Devido a muitos obstaculos que freqiientemente limitam a possibilidade de se
utilizar espécimes frescos em analises genéticas, € ja que a extracdo do DNA e
subseqiiente amplificagdo via PCR podem ser drasticamente alterada pelo método
utilizado para matar e preservar os espécimes em estudo (Austin & Dillon, 1997), a
importancia de métodos adequados para a preservagdo de amostras tem aumentando
muito (Dessauer et al., 1996; Post et al., 1993). No entanto, poucos estudos tém sido
realizados visando a utilizagdo de DNA extraido de insetos mantidos em algum método
de preservacdo (Austin & Dillon, 1997; Dillon et al., 1996; Logan, 1999; Post et al.,
1993; Reiss et al., 1995). Em alguns outros organismos, como vertebrados, estes estudos

também tém sido realizados (Bramwell & Burns, 1988; Goelz et al., 1985; Oakenfull,
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1994; Smith et al., 1987), porém, os resultados nem sempre sdo aplicaveis a insetos
(Logan, 1999; Post et al., 1993).

Post et al. (1993) estudaram alguns métodos de preservagéo para o diptero
Simulium damnosum Theobald. Os melhores métodos foram nitrogénio liquido, etanol
absoluto a 4°C e amostras dessecadas em silica gel. Resultados semelhantes foram
obtidos por Dillon et al. (1996) com as espécies de Hymenoptera, Venturia canescens
(Gravenhorst) e Leptomastix dactylopii Howard. Outros métodos como formol salino
(10%) e espécimes de museu ndo forneceram quantidades de DNA detectaveis e o DNA
de espécimes em solugdo de Carnoy (etanol: 4cido acético — 3:1), metanol ou propanol
mostrou-se muito degradado (Post et al., 1993).

No besouro Amara glacialis (Manner-heim), a estocagem dos espécimes a
—80°C foi a mais satisfatoria, bons resultados também foram conseguidos em tampdo de
extragdo. Em etanol a temperatura ambiente, o DNA foi preservado por
aproximadamente 73 dias, no entanto, em etil acetato e solugdo de Carnoy o mesmo ndo
se preservou (Reiss et al., 1995).

Para duas espécies de Odonota, Enallagma civile (Hagen) e Hetaerina
americana (F.), os espécimes receberam uma injecdo de acetona no térax e foram
mantidos neste fixador por 24 horas antes de serem secos ao ar (Logan, 1999). Este
método permitiu a preservagdo do DNA, ndo se observando efeitos da acetona ou tempo
de preservacdo, na extragdo, amplificacdo e seqiienciamento posteriores (Logan, 1999).
Alguns métodos quimicos de secagem também foram utilizados com sucesso para V.
canescens € L. dactylopii (Austin & Dillon, 1997).

As alteragdes estruturais nos acidos nucléicos podem ser prevenidas
mantendo-se 0 DNA, ou as amostras do qual o mesmo serd extraido, em baixas
temperaturas e na auséncia de oxigénio. A desidratagdo, altas concentragdes de sais e
EDTA para inibir as nucleases sdo fatores adicionais que estabilizam o DNA (Dessauer
et al., 1996) e também a manutengdo de um pH entre 8,0 e 9,0 para se evitar o pH 6timo
para enzimas degradativas como as lipoliticas e lipoxigenases (pH entre 5,0 e 6,0) e

DNAses nucleares (pH em torno de 7,0) (Ferreira & Grattapaglia, 1996).



3. MIGRACAO COMO UMA ESTRATEGIA DE SOBREVIVENCIA DE
Dalbulus maidis (DeLONG & WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE)
DURANTE A ENTRESSAFRA DO MILHO NO BRASIL CENTRAL

RESUMO - A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, ¢ uma das principais pragas do
milho (Zea mays L.) na América Latina por transmitir trés patdgenos associados ao
enfezamento do milho: Spiroplasma kunkelii Withcomb et al., o fitoplasma do milho
("maize bushy stunt phytoplasma" - MBSP) e o virus da risca ("maize rayado fino virus"
- MRFV). Por ser o milho o tnico hospedeiro conhecido de D. maidis no Brasil, esta
cigarrinha parece ter duas alternativas para sua sobrevivéncia na entressafra da cultura,
migragdo e/ou dorméncia em restos culturais ou areas adjacentes. Para investigar estas
possibilidades, populagdes de D. maidis foram monitoradas quinzenalmente através de
cartdes adesivos amarelos dupla face (7x12 cm) por periodos que variaram de 15

a 29 meses, no municipio de Anastacio/MS. Esta regifio ¢ caracterizada por areas

extensas de pastagens e por apresentar pequenas areas de plantio de milho com um
longo periodo de entressafra (6-7 meses). O monitoramento foi realizado em cinco areas
representando duas situagbes distintas: a) areas (I e II) onde o milho era plantado
anualmente a partir de outubro; e b) areas (III, IV, Va e Vb) de pastagem, onde o milho
ndo era plantado ha pelo menos 5 anos. Simultaneamente, realizou-se um
monitoramento também em Piracicaba/SP, em uma area onde o milho ¢ plantado
continuamente por todo ano (area VI). Em cada uma das areas, foram colocados 16 a 18
cartdes dentro da area onde o milho foi plantado (inclusive nas areas de pastagem), em

trés alturas (0,5, 1,5 € 2,5 m), além de 4 outros cartdes (0,5 e 1,5 m) posicionados em
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vegetagdo arborea adjacente ao plantio do milho (areas I, II e Va) e 8 placas de metal
amarelas adesivas (30x30 cm) em alturas de 7, 13 e 16 m (area VI). Espécimes de D.
maidis foram coletados em plantios de milho em todas as areas estudadas, mas ndo na
vegetacdo adjacente aos plantios (coletas com cartdes, com rede de varredura ou
succionador motorizado); espécimes também foram capturados nas alturas de 7, 13 e 16
m, em Piracicaba/SP. Picos populacionais simultdneos foram observados no periodo de
julho a outubro em todas as areas de Anastacio/MS, quando ndo havia milho no campo;
estes picos foram maiores nas areas onde o solo encontrava-se exposto pela aragéo e/ou
gradagem. Verificou-se inversdo da razio sexual em favor das fémeas no inicio e final
da safra do milho, e em coletas de entressafra nas areas de Anastacio/MS, mas ndo em
Piracicaba/SP. A ndo captura de D. maidis na vegetagdo adjacente aos campos de milho
e sua coleta em todos os plantios de Anastacio/MS, inclusive nas areas de pastagem (III,
IV, Va e Vb) onde o milho ndo era cultivado ha varios anos, € também em alturas
superiores a 7 m, reforgam a hipétese de que adultos de D. maidis podem migrar longas
distancias, possivelmente através de correntes de vento, para localizagdo de novos
plantios e sobrevivéncia na entressafra do milho. O grande nimero de espécimes
coletados em areas onde o solo estava arado sugere que este pode ser um estimulo
importante na escolha da area para o pouso por adultos migrantes de D. maidis.

PALAVRAS-CHAVE: cigarrinha-do-milho, vetor, Zea mays, ecologia.

MIGRATION AS A STRATEGY FOR SURVIVAL OF Dalbulus maidis (DeLONG
& WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE) DURING CORN
OVERSEASON IN CENTRAL BRAZIL

SUMMARY - The corn leathopper, Dalbulus maidis, is one of the main pests of maize
(Zea mays L.) in Latin America, because it is the vector of three pathogens associated
with the corn stunt disease: Spiroplasma kunkelii Withcomb et al. (corn stunt

spiroplasma - CSS), maize bushy stunt phytoplasma (MBSP) and the maize rayado fino
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virus (MRFV). Because maize is the only known host of D. maidis in Brazil, this
leathopper might use two possible strategies for survival during crop overseason:
migration or dormancy in cultural remains or adjacent areas. To investigate these
possibilities, populations of D. maidis were monitored biweekly through two-sided
yellow sticky card traps (7x12 cm) for periods that varied from 15 to 29 months, in the
region of Anastacio, State of Mato Grosso do Sul (MS). This region is characterized by
extensive areas of pastures and small areas of maize plantings with a long overseason
period (6-7 months). The survey was accomplished in five areas representing two
different situations: a) areas (I and II) where a single maize crop is planted annually in
the spring; and b) areas (III, IV, Va and Vb) of perennial pastures, where maize had not
been planted in the previous 5 years. A similar and simultaneous survey was carried out
in Piracicaba/SP, in one area where maize is grown year round (area VI). In each one of
the areas, 16 to 18 yellow card traps were placed within the plot where maize was
planted (including in the pasture areas), at three different heights (0,5, 1,5 and 2,5 m). In
addition, 4 other cards (at 0,5 and 1,5 m) were placed in arboreal vegetation adjacent to
the maize plantings in Anastacio (areas I, II and Va) and 8 yellow sticky plates (30x30
cm) were distributed at the heights of 7, 13 and 16 m in Piracicaba (area VI). Specimens
of D. maidis were collected in maize plantings in all areas studied, but not in the
vegetation adjacent to the plantings (sampling with yellow sticky cards, sweeping net or
portable suction trap); specimens were also captured at the heights of 7, 13 and 16 m in
Piracicaba/SP. Simultaneous population peaks were observed in the period of July to
October in all of the areas of Anastacio/MS, when there was no maize in the field; these
peaks were higher in the areas where the soil had been plowed recently. Sexual ratio was
inverted in favor of females both at the onset and at the end of the crop season, as well
as during maize overseason in the areas of Anastacio/MS, but not in Piracicaba/SP.
Some facts such as the absence of D. maidis in the vegetation adjacent to the maize
fields and its capture in all of the plantings of Anastacio/MS, including in the pasture
areas (III, IV, Va and Vb) where the maize had not been cultivated for several years, as
well as trapping of flying adults at 16 m, reinforce the hypothesis that adults of D.

maidis migrate long distances, possibly through wind currents, for location of new
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plantings and survival in the corn overseason. The great number of specimens collected
in areas where the soil had been plowed suggests that plowing can be an important cue
in the choice of the area for landing by migratory adults of D. maidis.

KEY WORDS: corn leathopper, vector, Zea mays, ecology

3.1. INTRODUCAO

A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott), que tem como
centro de origem o Meéxico (Nault & DeLong, 1980), encontra-se amplamente
distribuida desde o sul dos EUA até a Argentina (Nault, 1990; Oman, 1948),
provavelmente em fungdo de sua grande mobilidade (Gamez, 1983) e associagdo com o
milho cultivado cuja distribuicdo pelas Américas foi guiada pelo homem (Triplehorn &
Nault, 1985). D. maidis tem sido relatada como a tunica espécie do género Dalbulus
DeLong no Brasil (Oliveira, 1996) e como a espécie de cigarrinha mais abundante em
milho (Oliveira, 1996; Waquil, 1997). A despeito de seus danos diretos pela suc¢do de
seiva (Bushing & Burton, 1974; Waquil, 1997), sua grande importadncia estd na
capacidade de transmitir de forma persistente e propagativa trés patégenos do milho,
Spiroplasma kunkelii Whitcomb et al. ("corn stunt spiroplasma"- CSS) agente causal do
enfezamento palido, o fitoplasma do milho ("maize bushy stunt phytoplasma"- MBSP)
agente causal do enfezamento vermelho e o virus da risca ("maize rayado fino virus"-
MRFYV), o que levou esta cigarrinha a ser considerada como a mais séria praga do milho
na América Latina (Nault, 1980; 1990).

No Brasil, estudos com este vetor e patdgenos associados sdo incipientes. Por
outro lado, no México e América Central varios estudos tém sido realizados com D.
maidis no que diz respeito a biologia, relagdes filogenéticas, comportamento, morfologia
e transmissdo de fitopatdgenos. Especula-se que esta cigarrinha seja o tinico hospedeiro

de entressafra para os patogenos por ela carregados (Ebbert & Nault, 1994), porém
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curiosamente pouco se sabe a respeito de como D. maidis sobrevive na entressafra do
milho (Larsen et al., 1992).

Mecanismos de sobrevivéncia de D. maidis a condigdes desfavoraveis, como
o periodo de entressafra do milho, podem envolver trés estratégias: hospedeiros
altemativos, dorméncia e/ou migrag@o. No inverno seco do México Central, D. elimatus
(Ball) que também se alimenta de milho, estabelece populagdes em planta¢Ges de trigo
irrigadas ou em algumas plantas daninhas como Bromus laciniatus Beal € B. inermis
Leyss (Barnes, 1954). Em outras regides do México, D. maidis pode ser encontrada em
pequenas populagdes em teosintos (Zea spp.) perenes (Triplehorn & Nault, 1985).
Entretanto, esta ndo parece ser a estratégia adotada por D. maidis para sobrevivéncia na
entressafra na maior parte da América Latina, uma vez que os teosintos sdo plantas
restritas ao sul de Jalisco (México) e a cigarrinha-do-milho tem ampla distribuigdo pelas
Américas. Além disso, a gama de plantas hospedeiras de reprodugdo e desenvolvimento
relatada para D. maidis é restrita ao milho, teosintos e Tripsacum dactyloides (L.)
(Barnes, 1954; Larsen et al., 1992; Nault, 1980; Pitre et al., 1966). A permanéncia em
restos culturais do milho também é refutada (Larsen et al., 1992). A dorméncia, embora
muitos a julguem como uma estratégia tnica de insetos de zona temperada, é¢ também
comum em insetos de regides tropicais (Denlinger, 1986; Masaki, 1980); por exemplo,
alteragdes qualitativas em plantas de milho podem induzir diapausa em Busseola fusca
(Fuller) (Usua, 1973) e Chilo spp. (Scheltes, 1978). Para D. maidis e suas congéneres no
Meéxico, no entanto, este fendmeno ndo ocorre (Larsen et al., 1992).

Algumas evidéncias apontam uma possivel estratégia migratéria para D.
maidis. A migragdo e dispersdo parecem ser mecanismos relevantes para espécies que,
como D. maidis, exploram um habitat ndo permanente como o milho (Nault, 1990).
Estudos do comportamento de fuga tém demonstrado que D. maidis e D. elimatus,
especialistas em milho, sdo mais sensiveis a disturbios, estando mais propensas ao voo
do que outras espécies de Dalbulus, que utilizam gramineas perenes, talvez em funcdo
de que as primeiras necessitem buscar habitat alternativo na entressafra do milho (Heady
& Nault, 1985). Larsen et al. (1992) utilizaram cartdes adesivos amarelos para o

monitoramento de popula¢des da cigarrinha-do-milho e capturaram altas populagées de
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D. maidis no final da safra do milho, quando este ja estava seco. Observaram também
que a segunda gera¢do de fémeas, criadas em condi¢des que simulavam o outono,
poderiam sobreviver até dois meses sem alimento e td0 somente com suprimentos de
agua, donde concluiram que esta espécie € uma migrante local, passando do milho para
outro habitat préximo, na entressafra, e retornando ao campo de milho no ano seguinte.
Por outro lado, a migra¢do a longas distancias também parece ser possivel. Esta hipotese
€ sustentada por episddios como a epidemia de CSS no sul da Florida em 1979,
supostamente ocasionada por cigarrinhas que teriam migrado das Ilhas do Caribe
(Bradfute et al, 1981). Taylor et al. (1993) estudaram a atividade de voo da cigamnha-
do-milho e mais duas espécies do género Dalbulus, em condi¢ées de laboratério que
simulavam diferentes fotoperiodos, condi¢des de planta hospedeira e diferentes estagdes
do ano no México Central. Observaram que D. maidis possui um comportamento de vdo
consistente com vdos migratérios de inverno, o que coincidiria com correntes de vento
("El Norte™) que levariam estas cigarrinhas das regides altas do México Central, onde o
inverno € frio e seco, para regides de baixa altitude proximas ao Golfo, onde chuvas de
inverno e primavera sio comuns € onde o miho € plantado extensivamente. O
aparecimento subito de D. maidis no inicio da esta¢do chuvosa, logo ap6s o plantio do
milho no México Central, por sua vez, coincidiria com a chegada da corrente de vento
denominada Zona de Convergéncia Inter-Tropical, que traz as chuvas do golfo do
MEéxico para as regides centrais.

Se D. maidis possui habito migratério, e se este € apenas local ou a longas
distancias, € algo que tem sido especulado e para o qual existem algumas evidéncias.
Porém, evidéncias mais contundentes poderiam ser obtidas se algumas das seguintes
perguntas pudessem ser respondidas:

- Considerando-se a hipotese de que as populag¢des de D. maidis sdo todas locais (Larsen
et al., 1992), seria esperada a ocorréncia desse inseto logo ap6s o plantio do milho em
regido isolada de grandes cultivos, em area onde esse cereal ndo era cultivado?

- Nesta mesma regido, em areas onde o milho é cultivado em pequenas lavouras, uma

unica vez por ano e onde a entressafra se extende por 6-7 meses, seria esperada a
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observagdo da cigarrinha-do-milho na entressafra, em vegetacdo adjacente ou habitats
proximos?

- Qual € a época exata em que D. maidis chega na cultura do milho, antes, durante ou
apOs a germinagdo das plantas?

- D. maidis pode ser coletada em alturas maiores do que aquelas que as cigarrinhas
geralmente utilizam para v6os triviais em busca de alimento e de um parceiro para
copula?

Buscando responder a essas perguntas, realizou-se um monitoramento
extensivo da ocorréncia e atividade de D. maidis na regido de Anastacio/MS, onde
predominam pastagens perenes € o milho € plantado em pequena escala, havendo uma
entressafra prolongada, e também em Piracicaba/SP, em drea onde o milho € cultivado o

ano inteiro.

3.2. MATERIAL E METODOS

O experimento teve duragdo de 29 meses, e foi instalado no municipio de
Anastacio/MS (20°29'01" S; 55°4825" W e 160 m de altitude), com cinco areas
experimentais, sendo que duas das quais foram avaliadas por apenas 28 e 15 meses.
Outro municipio envolvido neste estudo foi Piracicaba/SP (22°43'31" S; 47°38'57" W e

547 m de altitude), contando com uma area experimental que foi avaliada por 28 meses.

3.2.1. Caracteristicas das dareas experimentais

Em Anastacio/MS, foram escolhidas duas areas (I e II) onde se fazia um tnico

plantio anual de milho, e trés areas de pastagens perenes (III, IV e V) onde o milho néo
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era cultivado ha mais de S anos (Figuras 1 e 2; Apéndice 1). As areas III, IV e V eram
distantes pelo menos 20 km das areas I e II (Figura 2).

a) area I: propriedade rural localizada a ~30 km do centro urbano, com éreé de
~20 ha. Aproximadamente 3-4 ha eram dedicados ao plantio anual do milho ha pelo
menos S anos. Vegetacdo nativa (principalmente gramineas) com arvores de pequeno
porte proximo a area do experimento, além de outras culturas como banana e capim
elefante, e algumas areas de pastagem. Apds as duas safras do milho do experimento
plantou-se o feijdo;

b) érea II: propriedade rural localizada a #30 km do centro urbano, com area
de ~20 ha, onde aproximadamente 3-4 ha eram dedicados ao plantio do milho em tnica
safra anual, ha pelo menos 5 anos. Presenga de mata, com arvores de grande porte,
proxima a area do experimento, além de pastagem. No primeiro ano do experimento
plantou-se feijdo ap6s o milho e no segundo, melancia;

c) area III: propriedade rural a ~8 km do centro urbano, com area de ~70 ha
utilizados para pastagem (braquidria). Plantio de milho mais préximo em um raio
superior a 20 km. Nesta 4rea o milho foi plantado apenas no primeiro ano do
experimento; a partir do segundo ano a area foi utilizada para pastagem (braquidria).
Mata de médio porte proxima a area do experimento, com presenga de algumas arvores e
arbustos dentro da area experimental;

d) area I'V: propriedade rural a 10 km do centro urbano, com area de ~70 ha
utilizados para pastagem (braquidria). Plantio de milho mais proximo em um raio
superior a 20 km. Nesta area o milho foi plantado nos dois anos do experimento; na
entressafra a area permaneceu coberta por vegetagdo nativa (principalmente gramineas).
Plantios de melancia, tomate, beringela, pimentdo, dentre outros, préximos a area do
experimento;

e) area V: propriedade rural a ~5 km do centro urbano, com area de ~70 ha
utilizados para pastagem (braquidria). Plantio de milho mais préximo em um raio
superior a 20 km. Esta area foi avaliada por 15 meses, sendo subdividida em duas éreas,

Va e Vb, distanciadas de 500 m. Na area Va, apds o plantio do milho cultivou-se feijdo
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de porco; a area Vb permaneceu coberta por pastagem (braquidria) durante todo o
experimento. Plantio de banana e mandioca, além de uma area de mata de médio porte
proximos a area Vb; area Va era cercada por pastagem (braquidria).

Em Piracicaba/SP foi estabelecida a area VI no campo experimental do
Departamento de Genética da ESALQ/USP, onde o milho € plantado de forma
escalonada durante todo o ano, em dreas contiguas ao talhdo experimental (Figura 2). No
primeiro ano do experimento, apés o plantio do milho, o solo permaneceu coberto por

plantas daninhas; no segundo ano cultivou-se o feijao e milho em consorcio.

Anastacio/MS

Piracicaba/SP

Figura 1. Localiza¢do das areas experimentais em Anastacio/MS, e Piracicaba/SP, com a
distancia aproximada entre os municipios € entre as areas.
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Figura 2. Croquis das areas experimentais. A) area I, B) area II, C) area III, D) area IV,

E) area Va, F) area Vb, todas localizadas no municipio de Anastacio/MS e G)
area VI, no municipio de Piracicaba/SP. Os niimeros de 1-8 indicam a posigdo
dos vergalhdes onde foram colocados os cartdes adesivos amarelos (7x12 cm)
e as placas de metal amarelas (30x30 cm) com cola "sticky". Os cartdes
adesivos foram posicionados nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m nos vergalhdes 1,
3,4, e6de A-E, 1l e3 em F e 1-6 em G, e nas alturas de 0,5 ¢ 1,5 m nos
vergalhGes 2, 5, 7e 8 de A-E e 2 € 4 em F. Em G, o nimero 7 indica a posi¢do
das placas de metal amarelas colocadas nas alturas de 7, 13 (2 placas) e 16 m
(4 placas). N indica o Norte magnético.




3.2.2. Coletas com cartoes adesivos

Em cada uma das é4reas experimentais foram colocados 16 cartdes adesivos
amarelos dupla face (7x12 cm) (Olson Products, Medina, Ohio, EUA), uma vez que o
amarelo € a cor mais atrativa para D maidis (Todd et al., 1990a,b). Os cartdes foram
amarrados a hastes de metal (20 cm) soldadas a vergalhdes de ferro (1,2 cm de
didmetro), em alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m do nivel do solo (Apéndice 1). As faces dos
cartdes foram posicionadas com orientagdo Norte-Sul, por ser essa a diregdo
predominante dos ventos na regido. Os vergalhdes foram dispostos em duas linhas
paralelas de 3, distanciadas de 30 m, sendo esta mesma distancia respeitada entre os
vergalhGes na linha, formando um retangulo de 1800 m?, dentro das 4reas destinadas ao
plantio do milho (Figura 2). Nos vergalhdes intermedidrios de cada uma das 2 linhas,
foram colocados cartdes adesivos apenas nas alturas de 0,5 e 1,5 m. Uma excegdo foi a
area Vb que conteve apenas 10 cartdes dispostos em 4 vergalhdes: dois com as alturas de
0,5, 1,5 e 2,5 me doiscom as alturas de 0,5 e 1,5 m. Nas areas I, I e Va também foram
colocados 4 cartdes adesivos no interior das matas adjacentes, dispostos em dois
vergalhdes nas alturas de 0,5 e 1,5 m (Figura 2).

Na area VI (Piracicaba/SP), foram também colocadas 2-4 placas de metal
amarelas (30x 30 cm) com cola "sticky" nas duas faces, em alturas de 7, 13 ¢ 16 m em
uma caixa d'dgua localizada proxima a area experimental.

Os cartdes adesivos e as placas foram trocados a cada 15 dias durante todos os
meses do experimento, inclusive na entressafra, sendo levados ao laboratorio para
triagem e contagem do numero de espécimes de D. maidis coletados e determinagdo da

razio sexual.
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3.2.3. Plantio do milho

A partir de outubro de cada ano, foi realizado o preparo convencional do solo,
adubagdo (NPK 4:14:8) e plantio do milho (variedade BR-106) em todas as areas, com
exce¢do da area Vb, nos locais onde estavam locadas as armadilhas adesivas, em area

minima de 2000 m?.

3.2.4. Procedimentos de entressafra

ApoOs a safra do milho nas areas I-V, foram efetuadas numerosas amostragens
de cigamnhas através de rede entomoldgica e succionador motorizado na vegetacdo
(principalmente gramineas) proxima as dreas experimentais, além de inspecdo visual nos
restos culturais, visando a detec¢do de possiveis héabitats ou hospedeiros alternativos de

D. maidis. Todas as coletas com cartdes adesivos foram mantidas na entressafra.

3.3. RESULTADOS

Um total de 21.709 espécimes de D. maidis (Apéndice 2) foram coletados em
6.034 cartdes adesivos amarelos avaliados nas seis areas experimentais no decorrer de
todo o periodo de avaliagdo. Nas placas de metal amarelas com cola "sticky", colocadas
em Piracicaba/SP, foram coletados 125 espécimes em um total de 392 placas avaliadas
(Tabela 1). D. maidis foi coletada em todas as areas experimentais (Figuras 3-6),
inclusive nas areas de pastagem (III, IV e V) onde o milho ndo havia sido cultivado por

no minimo 5 anos. Nas areas I, Il e VI a cigarrinha-do-milho foi coletada quase que
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Tabela 1. Numero total e média de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo
adesivo amarelo (7x12 cm) e placa de metal amarela nas seis areas

experimentais, durante todo o estudo.

Municipio Armadilha Area Total de Média por
cigamnhas cartdo/placa

Anastacio/MS  Cartdo adesivo (7x12 cm) I 5.184 4,5
II 5.725 4,96

I 578 0,63

v 2.672 3,00

Va 1.096 1,79

Vb S5 0,18

Piracicaba/SP  Cartéo adesivo (7x12 cm) Vi 6.399 6,39
Placas de metal (30x30cm) VI 125 0,32

ininterruptamente durante todo o periodo do estudo (Figuras 3 e 6). Nas areas III, IV e
Va a coleta de D. maidis se concentrou durante o periodo em que o milho foi cultivado,
havendo periodos de menor coleta quando ndo havia milho no campo, intercalado por
periodos onde ndo se observou a presenga desta cigarrinha (Figuras 4 € SA). Na area Vb
detectou-se apenas um pico de coleta (Figura 5B). Observou-se a coleta de D. maidis em
alturas de 7, 13 e 16 m através das placas de metal amarelas (Figura 7). O total de
cigarmnhas coletadas foi maior nas areas I, I e VI do que nas demais areas, o que pode
ser comprovado pela média de cigarrinhas coletadas por cartdo adesivo (Tabela 1).

Em Anastacio/MS, simultaneamente em todas as areas avaliadas, observou-se
um aumento no numero de cigarnnhas coletadas nos meses de julho e agosto de 1998 e
1999. Em nenhuma das éareas havia milho plantado neste periodo, e estes picos de coleta
foram extremamente altos na area II onde o solo, nos dois anos, se encontrava
completamente preparado (arado e gradeado), sem nenhum tipo de cobertura vegetal
(Figura 3B). Picos de coleta de D. maidis foram observados em praticamente todas as
areas todas as vezes que o solo foi preparado seja para o plantio do milho, de outra
cultura como o feijdo ou para a reforma de pastagem (Figuras 3-6), porém a quantidade
de cigarrinhas foi varidvel dependendo da época do ano em que este preparo do solo foi

feito. Em outubro de 1998, picos populacionais simultineos da cigarnnha-do-milho
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também foram observados em todas as areas (com exce¢do da Vb), quando também ndo
havia mitho no campo (com excec¢do da area Va), e mais uma vez este pico foi maior nas
areas onde o solo se encontrava preparado (Figuras 3-6). Na darea situada em
Piracicaba/SP (area VI), onde o milho é plantado praticamente o ano todo, uma maior
quantidade de cigamnhas foi coletada em relagdo as demais dreas avaliadas; nesta area o
preparo do solo também parece ter certa influéncia sobre o montante de espécimes
coletados.

Diferencas nas coletas de machos e fémeas da cigarrinha-do-milho foram
observadas em todas as areas. Nas areas de I a V em Anastacio/MS, a quantidade de
machos coletados foi superior a de f€meas durante a safra do milho (Figuras 8-10).
Entretanto, nos periodos que antecederam o plantio, no final da safra e durante os picos
de coleta fora da safra do milho a quantidade de f€meas coletadas foi maior ou muito
proxima a de machos, com raras excegdes (Figuras 8-10). Em Piracicaba/SP, no entanto,
a quantidade de machos coletados foi sempre superior a de f€meas, havendo algumas
poucas datas de coleta em que estas capturas se igualassem (Figura 11). Nas placas de
metal amarelas, o total de fémeas coletadas f"oi maior que o de machos, e estas
representaram 69% do total coletado, sendo que a maioria (75%) dos espécimes foi
capturada a 16 m de altura.

Com relagdo a altura de captura com cartdes adesivos, a maioria dos
espécimes de D. maidis foram coletados a 0,5 m do nivel do solo (Figuras 12-15). Este
padrdo se manteve em todas as dreas e épocas do ano, exceto durante o cultivo do milho,
onde a partir do meio da safra a captura a 1,5 m comegou a aumentar e via de regra
superou a captura a 0,5 m, possivelmente devido ao crescimento das plantas de milho. A
captura a 2,5 m manteve-se em niveis muito baixos durante todas as épocas avaliadas e
em todas as areas, nunca chegando a ser a altura de captura predominante. Os niveis de
captura a 2,5 m s6 apresentaram algum aumento durante picos populacionais muito altos
ou em algumas areas no final da safra do milho (Figura 12). Em todos os picos
populacionais fora da safra do milho, principalmente nos picos ocorridos nas datas em
que o solo estava preparado, a captura a 0,5 m foi muito maior que nas outras alturas, em

todas as 4reas avaliadas (Figuras 12-15).
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Figura 3. Nimero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo
amarelo no municipio de Anastacio/MS, em areas onde o milho era plantado
uma vez por ano: A) area I e B) area II (periodo de agosto/97 a dezembro/99).
[J cultura do milho, M outra cultura que ndo o milho ou plantas daninhas e
preparo do solo.
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Figura 4. Niimero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo

amarelo no municipio de Anasticio/MS, em dreas onde o milho ndo era
plantado ha pelo menos 5 anos: A) area III (periodo de agosto/97 a
dezembro/99) e B) area IV (periodo de setembro/97 a dezembro/99). [ cultura
do milho, M outra cultura que ndo o milho ou plantas daninhas e B preparo do
solo.
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Figura 5. Nimero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo
amarelo no municipio de Anastacio/MS, em &reas onde o milho ndo era
plantado ha pelo menos 5 anos: A) area Va e B) area Vb (periodo de
setembro/98 a dezembro/99). [J cultura do milho, M outra cultura que no o
milho ou plantas daninhas e @ preparo do solo.
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amarelo no municipio de Piracicaba/SP, em éarea onde o milho era plantado
continuamente. Area VI (periodo de setembro/97 a dezembro/99). L[] cultura
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solo.
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Figura 7. Nimero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por placa de metal

amarelas com cola "sticky", no municipio de Piracicaba/SP, nas alturas de 7,
13 e 16 m (periodo de fevereiro/98 a fevereiro/00). A) fémeas e B) machos.
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Figura 8. Numero médio de adultos fémeas e machos de Dalbulus maidis coletados por
cartdo adesivo amarelo no municipio de Anastacio/MS, em areas onde o milho

era plantado uma vez por ano: A) area I e B) area II (periodo de agosto/97 a
dezembro/99).
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Figura 9. Numero médio de adultos fémeas e machos de Dalbulus maidis coletados por

cartdao adesivo amarelo no municipio de Anastacio/MS, em areas onde o milho
nao era plantado ha pelo menos 5 anos: A) area III (periodo de agosto/97 a
dezembro/99) e B) area IV (periodo de setembro/97 a dezembro/99).
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Figura 10. Namero médio de adultos fémeas e machos de Dalbulus maidis coletados por
cartdo adesivo amarelo no municipio de Anastacio/MS, em areas onde o milho
nao era plantado ha pelo menos 5 anos: A) area Va e B) area Vb (periodo de

setembro/98 a dezembro/99).
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Figura 11. Numero médio de adultos fémeas e machos de Dalbulus maidis coletados por
cartio adesivo amarelo no municipio de Piracicaba/SP, em area onde o
milho era plantado continuamente. Area VI (periodo de setembro/97 a

dezembro/99).
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Figura 12. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo

amarelo nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m, no municipio de Anastacio/MS, em

areas onde o milho era plantado uma vez por ano: A) area I e B) area II
(periodo de agosto/97 a dezembro/99).
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Figura 13. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartio adesivo
amarelo nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m, no municipio de Anastacio/MS, em
areas onde o milho nio era plantado ha pelo menos 5 anos: A) area III
(periodo de agosto/97 a dezembro/99) e B) area IV (periodo de setembro/97 a
dezembro/99).
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Figura 14. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo
amarelo nas alturas de 0,5, 1,5 € 2,5 m, no municipio de Anastacio/MS, em
areas onde o milho n3o era plantado ha pelo menos 5 anos: A) area Va e B)
area Vb (periodo de setembro/98 a dezembro/99).
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Figura 15. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo
amarelo nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m, no municipio de Piracicaba/SP, em
area onde o milho era plantado continuamente. Area VI (periodo de
setembro/97 a dezembro/99).

A quantidade de espécimes de D. maidis coletados também variou em relagao
a posi¢do em que as armadilhas foram dispostas nas areas. Em certas areas houve uma
ou mais posigdes em que a coleta foi maior que nas outras; no entanto, esta maior
captura n3o se deu somente nesta posi¢ao em determinado periodo, ou seja, sempre que
houve o aumento na coleta de cigamnhas nestas posigdes aumentou-se também a
captura nas outras posigdes, comparativamente em niveis menores (Figuras 16-19). Com
relagdo a orientagdo dos cartdes, ndo foram observadas diferengas entre as coletas no

lado norte ou lado sul (Figuras 20-23).
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Figura 16. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo
amarelo em diferentes posigoes (ver Figura 2), no municipio de

Anastacio/MS, em areas onde o milho era plantado uma vez por ano: A) area
I e B) area II (periodo de agosto/97 a dezembro/99).
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Figura 17. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo
amarelo em diferentes posigdes (ver Figura 2), no municipio de
Anastacio/MS, em areas onde o milho ndo era plantado ha pelo menos 5 anos:
A) area II (periodo de agosto/97 a dezembro/99) e B) éarea IV (periodo de
setembro/97 a dezembro/99).
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Figura 18. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo
amarelo em diferentes posicoes (ver Figura 2), no municipio de

Anastacio/MS, em areas onde o milho ndo era plantado ha pelo menos 5 anos:
A) érea Va e B) area Vb (periodo de setembro/98 a dezembro/99).
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Figura 19. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartdo adesivo
amarelo em diferentes posigdes (ver Figura 2), no municipio de
Piracicaba/SP, em 4rea onde o milho era plantado continuamente. Area VI
(periodo de setembro/97 a dezembro/99).
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Figura 20. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados nas faces norte e sul

dos cartes adesivos amarelos, no municipio de Anastacio/MS, em areas onde

o milho era plantado uma vez por ano: A) area I e B) area II (periodo de
agosto/97 a dezembro/99).
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. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados nas faces norte e sul
dos cartdes adesivos amarelos, no municipio de Anastacio/MS, em areas onde
o milho ndo era plantado ha pelo menos 5 anos: A) area III (periodo de
agosto/97 a dezembro/99) e B) area IV (periodo de setembro/97 a
dezembro/99).
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Figura 22. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados nas faces norte e sul
dos cartdes adesivos amarelos, no municipio de Anastacio/MS, em areas onde
o milho ndo era plantado ha pelo menos 5 anos: A) area Va e B) area Vb
(periodo de setembro/98 a dezembro/99).
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Figura 23. Numero médio de adultos de Dalbulus maidis coletados nas faces norte e sul
dos cartdes adesivos amarelos, no municipio de Piracicaba/SP, em area onde
o milho era plantado continuamente. Area VI (periodo de setembro/97 a
dezembro/99).

Nas areas L, IT e Va, cartdes adesivos amarelos foram também colocados em
quatro pontos no interior de matas adjacentes as areas experimentais (Figura 2), nas
alturas de 0,5 e¢ 1,5 m. Um total de 584 cartdes foram avaliados durante todo o estudo e
apenas trés espécimes da cigamnha-do-milho foram coletadas nestes pontos. Durante a
entressafra do milho nas areas situadas em Anastacio/MS, foram realizadas buscas
minuciosas de possiveis habitats alternativos, ou mesmo de outras plantas
(principalmente gramineas) que servissem como hospedeiros de D. maidis, pelo menos
para a alimentagdo. A observagdo visual de locais proximos a cursos d'agua, bem como
o exame de restos culturais e de vegetagdo de grande porte adjacentes as areas
experimentais, ndo nos permitiu a observagdo de adultos ou ninfas de D. maidis. Coletas
realizadas com rede de varredura e com succionador motorizado nas gramineas e outros
tipos de vegetagdo nas bordas dos talhdes experimentais proporcionaram a coleta de
> 1.800 cicadelideos, no entanto, nenhum espécime da -cigarrinha-do-milho foi

encontrado. Por outro lado, alguns espécimes de D. maidis foram coletados com rede de
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varredura na 4rea II, em setembro de 1999, quando a cobertura vegetal (melancia)

representava aproximadamente 6% da area e o restante (94%) do solo descoberto.

3.4. DISCUSSAO

O municipio de Anastacio/MS foi escolhido para a realizag@o deste estudo por
estar dezenas de quilometros distante de grandes areas produtoras de milho, e se
caracterizar por um longo continuo de pastagens, onde o milho, hospedeiro primario de
D. maidis, é plantado em pequenas areas, uma unica vez ao ano, havendo um periodo
prolongado de entressafra (6-7 meses). Além disso, a regido apresenta muitas
propriedades rurais onde o milho ndo ¢ plantado hd muitos anos, constituidas de
pastagens perenes. Por outro lado, a area situada no municipio de Piracicaba/SP possui
caracteristica de um habitat mais estdvel para a cigamnha-do-milho, pois nela o milho
vinha sendo cultivado durante todo ano, sob irrigagdo, em éreas vizinhas ao talhdo
experimental, propiciando uma fonte continua de recurso alimentar.

O primeiro estudo de flutuagdo populacional de D. maidis foi realizado por
Barnes (1954) em Jaloxtoc, México, em area onde o milho foi plantado em pequenas
parcelas durante um ano. Amostragens semanais foram realizadas utilizando-se uma
caixa de coleta e apenas as fémeas foram computadas. Larsen et al. (1992) estudaram a
flutuagdo populacional de D. maidis em Jalisco, México, através de coletas com cartdes
adesivos amarelos dupla face, trocados a cada 1-2 semanas, no periodo de um ano e
meio, em trés dreas com caracteristicas distintas. Estes dois estudos mostraram que no
México as maiores populagdes da cigarrinha-do-milho ocorrem quando se planta o
milho nos meses de outubro a fevereiro (estag@o seca), com coletas muito baixas no
periodo de margo a setembro (estagdo chuvosa). Estes resultados mostraram uma certa
sincronia do crescimento da popula¢do de D. maidis com o desenvolvimento da cultura

do milho (Todd et al., 1991).
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No presente estudo, D. maidis pOde ser capturada durante todo ano, em
algumas areas em niveis populacionais bastante altos mesmo quando ndo havia milho no
campo, como por exemplo no periodo de entressafra de abril a outubro dos anos de 1998
e 1999, nas areas I e II de Anastacio/MS (Figuras 3A e B). A presenca de D. maidis
nestas areas durante a entressafra pode ser atribuida, pelo menos em parte, a presenga
abundante de rebrotas de milho, que cresceram de sementes caidas ao solo depois da
colheita, em meio a cultura subseqiiente, no caso o feijjio ou plantas daninhas. No
cartucho destas rebrotas foi possivel a observagdo de numero significativo de D. maidis.
Rebrotas de milho sdo comuns principalmente em areas de pequenos agricultores, onde a
utilizagdo de herbicidas nédo € pratica comum.

No caso da area VI, além das rebrotas, o fato de haver sempre plantios de
milho proximos a area do experimento pode ter contribuido para a coleta da cigarmnha-
do-milho no curto periodo de entressafra. Na regido de Anastacio/MS, o periodo de
entressafra (abril a outubro) se caracteriza por baixa precipitagdo (principalmente de
junho a agosto), e ao contrario do que ocorre no México, as temperaturas médias neste
periodo, apesar de mais baixas do que as de novembro a margo, sdo superiores a 20°C;
essas caracteristicas fornecem uma condig¢do climatica favoravel para D. maidis no caso
da presenga do milho. O maior nimero de espécimes coletados nas areas I, II e III
(Tabela 1) foi provavelmente devido ao maior tamanho de suas areas de cultivo (> 4 ha);
nas areas III, IV e Va o talhdo de cultivo se restringiu a %2000 mZ. No caso da area VI, a
presenga continua de milho nos talhdes adjacentes também pode ter contribuido para o
maior nivel de coleta dentre todas as areas estudadas.

Se as populagdes de D. maidis em Anastacio/MS sdo mantidas no periodo de
entressafra as custas de rebrotas, como se explica o fato da cigarnnha-do-milho ter
aparecido na area Vb (Figura 5B), onde ndo se plantou o milho (portanto ndo havia
rebrotas), e em numero elevado em todas as areas por ocasido do preparo do solo
(Figuras 3-6), quando as rebrotas sdo eliminadas? A resposta para esta pergunta pode ser
a migra¢do a longas distancias. Alguns estudos tém apontado uma possivel estratégia
migratoria para D. maidis. Nault (1990) salientou que a migragdo pode desempenhar

papel importante no ciclo de vida de espécies que utilizam hospedeiros efémeros como €
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o milho para D. maidis. As cigamnhas adultas que aparecem subitamente em pléntulas
de milho no México Central provavelmente tenham origem em milho irrigado plantado
em regides de baixa altitude durante a entressafra da cultura (Nault, 1985). Taylor et al.
(1993) estudaram a atividade de voo da cigarrinha-do-milho e observaram que f€meas
respondem diretamente a condigdo da planta hospedeira e machos ao nivel de
luminosidade. Segundo estes autores, a cigarrinha D. maidis possui um comportamento
consistente com vdos migratérios de inverno coincidindo com correntes de vento que
poderiam leva-la para regiées onde se cultiva milho de inverno.

Os nossos resultados sustentam a hipotese de uma estratégia migratoria para
D. maidis, fornecendo algumas evidéncias adicionais, tais como o aparecimento subito
da cigamnha-do-milho em Anastacio/MS, em &reas de pastagens onde o milho ndo
havia sido plantado hé anos e localizadas a dezenas de km de pequenas areas de milho
no municipio, como por exemplo as areas I e II. Os picos populacionais que ocorreram
simultaneamente em todas as areas em Anastacio/MS nos meses de julho e agosto de
1998 e 1999, inclusive na area Vb onde o milho ndo chegou a ser plantado e cuja area
permaneceu coberta por pastagem, representa outra evidéncia. Vale salientar que no ano
de 1999 procurou-se fazer um controle das rebrotas na entressafra do milho em todas as
areas, mas mesmo assim quantidades apreciaveis de cigamnhas foram coletadas. O
fendmeno de migragdo a longas distdncias tem sido bem documentado para outras
cigarrinhas como Empoasca fabae (Harris) (Carlson et al., 1992; Pienkowiski & Medler,
1964), Nilaparvata lugens Stal (Holt et al., 1996) e Macrosteles quadrilineatus Forbes
(Hoy et al., 1992).

Os meses de julho e agosto marcam a época de colheita do milho safrinha, que
¢ plantado nos meses de fevereiro a abril, apos a colheita da safra convencional em
diversas regides como norte de Sdo Paulo, Tridngulo Mineiro, Parana, Goias e Mato
Grosso. Nos especulamos que as populagdes de D. maidis capturadas em Anastacio/MS,
nos meses de inverno (julho/agosto) podem estar vindo de regides produtoras de milho
safrinha situadas a dezenas ou centenas de quildmetros, apos a perda de seu hospedeiro.
Estas evidéncias concordam com as conclusées de Taylor et al. (1993) de que D. maidis

¢ um migrante de inverno, cuja atividade de voo, principalmente de fémeas, esta
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relacionada a condig¢do da planta hospedeira, e de Larsen et al. (1992) que observaram
picos de coleta da cigarrinha-do-milho no inverno, logo apés a seca do milho,
concluindo que estes eram vdos de exddo.

Alguns autores tém relatado o aparecimento subito de adultos D. maidis em
plantulas de milho, logo apds a germinagdo, no México (Nault, 1985) e América Central
(Gamez & Lebn, 1985). E de relevante importancia o fato de termos registrado o
aparecimento de populagdes desta cigarmnha antes das plantas de milho terem
germinado, e com raras exce¢des, aumento significativo no nimero de cigaminhas
capturadas sempre que o solo esteve exposto por praticas como a ara¢do ou gradagem
(Figuras 2A e B). Prokopi & Owens (1983) ressaltaram que o processo de detecgdo
visual da planta hospedeira por insetos, depende da distancia relativa do inseto em
relagdo a fonte de recursos. Para insetos que estejam sendo levados por correntes de
vento, distantes da planta hospedeira, o campo visual logo abaixo € perceptivel como um
padréo de claro e escuro bastante diferente do padrédo de intensidade e espectro emitido
pelo céu, e este pode lhe proporcionar uma noc¢do de velocidade e direcdo do
movimento. O contraste entre regides cobertas por vegetagdo e regides onde o solo esta
exposto pode ser detectado por regides especificas do olho composto de insetos que
estejam voando; conseqiientemente, o contraste entre o comprimento de ondas emitido
pelo solo e o da vegetagdo pode ser um importante estimulo para os insetos detectarem a
distancia, regides vegetadas e solo exposto (Prokopi & Owens, 1983). Para muitos
afideos, mosca branca e lepidopteros, o pouso na planta hospedeira é mais freqiiente
quando esta encontra-se rodeada por solo exposto do que por outro tipo de vegetagdo
(Rausher, 1981; Smith, 1976). Para D. maidis este contraste entre a vegetacdo e solo
exposto (aragdo e/ou gradagem) parece ser um ponto decisivo que determina o local
onde as cigarrinhas devem pousar. Este fendmeno € particularmente importante quando
0 contraste entre solo exposto e vegetacdo coincide com épocas que a cigarrinha-do-
milho supostamente apresenta grandes fluxos de migrag¢do (meses de agosto e julho), o
que pode ser confirnado pelo nimero extremamente alto de cigarrinhas coletadas na
area II (Figura 3B) neste periodo nos anos de 1998 e 1999. Embora o contraste solo-

vegetacdo potencialize a propensdo das cigarrinhas ao pouso em determinada area, este



73

ndo deve ser o unico fator condicionante, uma vez que a captura de D. maidis aumentou
em todas as areas, inclusive em Vb (Figura SB) onde o solo ndo esteve exposto € o
milho ndo foi plantado.

Ja que a migragdo € um processo onde o dispéndio de energia € grande, o
pouso em areas onde o solo estd exposto sem a detecg¢@o visual da planta hospedeira,
parece ser uma estratégia de risco para D. maidis, que aparentemente envolve enormes
populagdes da cigarrinha para maximizar a possibilidade de encontro de plantas de
milho. Por outro lado, resultados encontrados por Larsen et al. (1992) sugerem que D.
maidis criadas em condi¢gdes que simularam o final da safra do milho no México,
principalmente f€émeas, podem sobreviver um periodo apreciavel de tempo na auséncia
da planta hospedeira, tendo apenas como recurso disponivel a agua. Este pode ser um
dos mecanismos utilizados por D. maidis a espera do surgimento da planta hospedeira
adequada, no caso o milho.

A atragdo de insetos fitéfagos diumos pelo amarelo pode ser explicado pela
capacidade que estes insetos tém em discnminar o comprimento de onda dominante
emitido pela vegetagdo (com pico entre 500-580 nm) de outros objetos (picos menores
500 nm ou maiores que 580 nm) (Kennedy et al., 1961), sendo que o amarelo seria um
super estimulo semelhante ao da vegetagdo, emitindo um pico de energia em um mesmo
comprimento de onda em que o espectro visivel dos insetos reconhece a vegetagdo,
porém em intensidade muito maior (Prokopi, 1972). Desta forma, o processo de
localizagdo da planta hospedeira por D. maidis parece seguir o modelo exposto por
Prokopi & Owens (1983), em que durante o vdo, o contraste entre regido vegetada e ndo
vegetada seria o estimulo para o pouso do inseto, e estando no solo a uma pequena
distancia da planta hospedeira, o comprimento de onda dominante de luz refletida seria o
fator mais importante de atragdo. Todd et al. (1990a) estudaram a importancia da cor
como estimulo para a cigarrinha-do-milho encontrar a planta hospedeira, e observaram
que a cor amarela foi a mais atrativa para 0. maidis. No entanto, outros fatores como
compostos quimicos volateis e/ou de contato podem ser necessarios para manter a
cigarrinha na planta hospedeira e estimular comportamento de alimentagdo e oviposi¢do

(Backus, 1985). Assim, a coleta de um niimero elevado de D. maidis nas épocas em que
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o solo estava exposto, pode dever-se ao fato de que nesta situagdo os cartdes adesivos
amarelos mostravam-se como a Unica fonte de atragdo para a cigarrinha-do-milho,
levando-as a congregarem macigamente para 0s mesmos.

De todas as areas avaliadas em Anastacio/MS, a area II foi a que apresentou
os maiores picos populacionais durante o preparo do solo (Figura 3B). Em relagdo as
areas de pastagem (III, IV e V), este local teve uma dimensdo de area cultivada muito
maior, ou seja, maior quantidade de solo esteve exposto sendo o contraste entre area
vegetada e ndo vegetada conseqlientemente maior. Entretanto, em relagdo a area I que se
encontrava relativamente proxima (Figura 1), esta diferenga no tamanho da darea
cultivada praticamente ndo existiu. Entdo como se explicaria a diferenga de coleta entre
as areas I e II durante os picos populacionais por ocasido do preparo do solo? A resposta
pode estar no tipo de preparo do solo. Na area I, o solo para o plantio era preparado
incorporando-se restos culturais, onde muita matéria orgénica ficava sobre o solo,
enquanto que na area II o preparo deixava o solo completamente nu, possivelmente
acentuando a situagdo de contraste criada (solo nw/'vegetagdo adjacente); o tipo de solo,
principalmente a cor, também pode ter exercido alguma influéncia. Por outro lado, a
area III foi a que apresentou os menores niveis de coleta de cigarmnhas durante todo o
estudo. Esta area se caracterizou por ser mais "fechada", com presenga de arvores de
grande porte ao redor e de algumas arvores e arbustos no interior da area experimental, o
que possivelmente tenha dificultado a localizagdo da mesma por D. maidis.

Outra evidéncia de que a migragdo € parte integrante do ciclo vital de D.
maidis foi a captura de espécimes em alturas de 7, 13 e 16 m em Piracicaba/SP.
Cigamnhas geralmente voam em velocidade maxima de lm/s, o que € suficiente para
sua dispersdo local, sendo carregadas pelo vento todas as vezes que atingem zonas onde
a velocidade do vento excede a sua velocidade de voo (Taylor, 1974). Alguns insetos
utiizam os ventos como meio de transporte durante a migragdo, cruzando
deliberadamente a interface onde sua velocidade de voo € menor que a velocidade do
vento para o inicio da migragdo, mantendo-se nesta corrente de vento por atividade
continua de voo e voando para baixo ou cessando a atividade de vdo para voltar a

camada de ar onde possa voar por esforgo proprio (Teraguchi, 1986). Portanto, a coleta
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de D. maidis em alturas superiores a 7 m, sugere que estas cigarrinhas estavam sendo
carregadas pelo vento. A sua captura foi causada provavelmente por interceptagdo ao
acaso pelas placas adesivas amarelas, jA& que nesta situagdo as cigamnhas ndo
conseguem controlar a diregdo do vOo e a atragdo pela cor amarela ndo poderia ter sido o
fator preponderante na coleta; assim, supde-se que o nimero de cigarrinhas dispersas
nestas correntes de vento seja elevado. A maior propor¢do de captura de cigarrinhas
nestas alturas se deu entre os meses de dezembro e margo, € 0s maiores picos ocorreram
nos meses de margo de 1998 e fevereiro de 1999 e 2000, épocas que coincidiram com o
final da primeira safra do milho.

A mudanga na razdo sexual de captura de cigarrinhas no decorrer das
diferentes épocas do ano funciona como um indicativo do status de migrante. Com
relagdo a isso, observou-se um certo padrdo para D. maidis em todas as areas de
Anastacio/MS. Durante a safra do milho, o numero de machos coletados foi sempre
maior que o de fémeas (Figuras 8-11). Isto provavelmente se explica pelo fato de que
machos de cigarrinhas apresentam uma tendéncia de maior movimentagdo entre plantas,
em fungdo de seu comportamento de corte (Teraguchi, 1986, Hunt & Nault, 1991), tendo
entdo maiores probabilidades de serem atraidos e capturados pelos cartdes adesivos do
que as fémeas, as quais tendem a permanecer mais tempo sobre as plantas executando
atividades como a postura. Estudos sobre o comportamento de fuga de D. maidis
indicaram que os machos exibem, através do voo, maior resposta a disturbios mecénicos
do que fémeas, possivelmente devido ao menor tamanho apresentado pelo machos
(Heady & Nault, 1985). Mesmo logo ap6s a emergéncia dos adultos, quando estas
diferengas de tamanho néo sdo tdo acentuadas, as f€émeas parecem ser menos moéveis. No
entanto, a propor¢do de fémeas nas coletas aumentou nos periodos que antecederam o
plantio do milho, no final da safra do milho ou nos picos populacionais por ocasido do
preparo do solo (Figuras 8-11). Esta inversdo na razio sexual em relagdo ao periodo da
cultura do mitho ¢ congruente com a hipotese de migragdo. Os primeiros individuos que
chegam na cultura (os migrantes), ou sobre o solo exposto pela ara¢do e gradagem,
seriam em sua maioria fémeas, as principais responsaveis pela coloniza¢do inicial da

cultura; por outro lado, no final da safra do milho as fémeas estariam em maior numero e
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com maior atividade para empreender o vOo migratério. Larsen et al. (1992) sugeriram
que fémeas de D. maidis seriam mais bem adaptadas do que machos para enfrentar a
entressafra, podendo sobreviver utilizando apenas agua, ao menos por um periodo de
tempo e, se a copula ocorre antes da entressafra, apenas fémeas seriam necessarias para
suportar este periodo. Estes autores registraram que 18 de um total de 25 adultos de D.
maidis coletados no México na entressafra do milho, eram fémeas. Da mesma forma,
Flinn et al. (1990) propuseram que a diferen¢a na razdo sexual pode ser fungdo da
capacidade de sobrevivéncia diferenciada entre os sexos durante a migra¢do. Fémeas de
E. fabae, entre 4,4 e 15,6°C, podem sobreviver de 30-50% mais tempo do que machos
na auséncia de alimento ou 4gua (Decker & Cunningham, 1967). Para Taylor et al.
(1993), fémeas potencialmente emigrantes se acasalariam antes do €xodo, atrasando
deste modo a emigragdo, aumentando a proporgdo de fémeas durante este periodo. Nas
coletas realizadas em alturas superiores a 7 m em Piracicaba/SP, verificou-se que 69%
dos espécimes de D. maidis coletados eram fémeas; este fato € consistente com as
observagdes de Teraguchi (1986) de que fémeas de muitas espécies de cigamnhas sdo
mais capturadas por armadilhas em maiores alturas do que machos, pois estas
armadilhas capturam mais migrantes do que nio migrantes.

Um fato interessante ¢ que na area VI situada em Piracicaba/SP, em quase
todo o periodo amostrado (exceto julho 1998 e novembro a dezembro de 1999), a
propor¢do de fémeas coletadas foi sempre inferior a de machos, ndo havendo inversdo
na razio sexual. Heady & Nault (1985) observaram que populagdes de D. maidis de
areas onde o milho € plantado continuamente demostraram significativamente menor
resposta de fuga do que as de areas onde o milho cresce estacionalmente. Estes autores
sugeriram que a permanéncia do habitat tem papel decisivo no grau de resposta de fuga,
sendo este comportamento de vOo um possivel indicativo da tendéncia migratoria de D.
maidis. Baseado na hipotese proposta por Heady & Nault (1985), nds sugerimos que a
ndo inversdo na razéo sexual ocorrida em Piracicaba/SP, se deveu ao fato de que nesta
area o plantio continuo do milho proporcionou a cigarrinha-do-milho um habitat mais

estavel do que nas areas situadas em Anastacio/MS, tendo as fémeas uma menor
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resposta de fuga, ou uma menor tendéncia migratoria, sendo assim menos capturada que
os machos.

Em relagdo a altura de coleta, esperava-se que as coletas a 0,5 € 1,5 m
representassem os individuos que estivessem desempenhando atividades terrestres
(vegetativas ou triviais) como a busca de um parceiro para a copula, ou a passagem de
uma planta a outra na busca de sitios de alimentacdo e oviposi¢do, € que as coletas a 2,5
m representassem os possiveis migrantes. No entanto, observou-se que a maioria dos
individuos foram coletados a 0,5 m em todas as areas e épocas; as excegdes ocorreram a
partir do meio safra do milho em que, via de regra, a coleta a 1,5 m superou a coleta a
0,5 m. No inicio da safra do milho, enquanto as plantas estdo pequenas, as cigarrinhas
sdo mais atraidas pelos cartdes situados a 0,5 m; a medida que as plantas crescem, os
voos realizados entre uma planta e outra passam a colocar os cartdes situados a 1,5 m
dentro do campo visual de D. maidis e estes passam a coletar mais espécimes. A coleta a
2,5 m permaneceu em baixos niveis em todas as areas e todas as épocas (Figuras 12-15).
Desta forma, o baixo nivel de coleta a 2,5 m contraria a hipotese migratoria para D.
maidis ? Como discutido anteriormente, o principal estimulo para os possiveis migrantes
que estdo em vOo parece ser o contraste entre regides vegetadas e ndo vegetadas
(Prokopi & Owens, 1983), e ndo a direta detec¢do visual da planta hospedeira.
Hipoteticamente, individuos migrantes de D. maidis executariam um voo vertical
direcionado para o solo e a partir dai, na busca da planta hospedeira, passariam a ser
atraidos visualmente pela colora¢do amarela dos cartdes adesivos, estando aqueles
situados a 0,5 m mais proximos do campo visual destes insetos. Ao que parece, 0s vO0OS
empreendidos pela cigarmnha-do-milho excedem os 7 m, como verificado em
Piracicaba/SP, e talvez a altura de 2,5 m ndo seja adequada a captura de possiveis
migrantes.

Larsen et al. (1992) propuseram que D. maidis ¢ um migrante local que voa
para habitats adjacentes aos campos de milho no final da safra, retornando a estes
campos no ano seguinte, € que os adultos podem sobreviver a entressafra utilizando-se
de hospedeiros alternativos ou apenas de agua por um certo periodo. Entretanto, os

resultados obtidos em Anastiacio/MS sugerem que esta espécie pode utilizar-se de
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migracdo para localizagdo e colonizagdo de novos cultivos de milho em locais distantes.
Durante os 29 meses em que este estudo foi desenvolvido, observou-se a captura de
apenas trés espécimes da cigarrinha-do-milho em vegetagdo adjacente as areas I e I, nas
quais o milho € plantado anualmente. Além disso, as observa¢des visuais em habitats
contiguos as areas experimentais, bem como a coleta com rede entomologica e
succionador motorizado em gramineas nestas mesmas 4reas no periodo de entressafra,
ndo permitiram observar nenhum espécime de D. maidis. Registrou-se ainda o
aparecimento de D. maidis em todas as areas de pastagem (é4reas III, IV e V) onde o
milho ndo havia sido plantado em anos anteriores, o que ndo seria esperado caso as
populagdes de D. maidis fossem todas locais. A utilizagdo de plantas hospedeiras
alternativas como outras espécies de Zea L. e também de Tripsacum L., que sdo comuns
no México e América Central (Nault, 1990; Pitre et al., 1966; Triplehom & Nault,
1985), € uma hipdtese remota ja que estas ndo s@o plantas amplamente distribuidas no
Brasil.

A migracdo € provavelmente uma caracteristica comportamental necessaria as
espécies de Dalbulus que, como D. maidis, utilizam milho onde este € cultivado
estacionalmente (Heady & Nault, 1985). A instabilidade e sazonalidade do habitat
parecem condicionar este comportamento, pois espécies de cigarrinhas associadas a
culturas anuais amplamente distribuidas tendem a ser mais migratérias (Teraguchi,
1986). As evidéncias reunidas no presente estudo permitem inferir que a migragdo a
longas distdncias € uma possivel estratégia de D. maidis para a sobrevivéncia na
entressafra do milho, particularmente em regides do Brasil onde ndo se cultiva o milho
fora de €poca, na "safrinha" ou no inverno (irrigado). Estudos genéticos com algumas
populagdes de D. maidis através de marcadores moleculares do tipo RAPD-PCR
também apoiam esta hipdtese (Capitulo 4).

As informagdes obtidas neste estudo s@o particularmente importantes quando
se pensa no delineamento de estratégias de manejo da cigarrinha-do-milho. O fato de
que espécimes dessa praga chegam as areas antes do plantio da cultura e j& se encontram
infectivos com molicutes (Capitulo 6), e que o tipo de preparo do solo e as rebrotas tém

efeito significativo na colonizagdo inicial e manuten¢éo de popula¢des de cigarrinhas na



79

area durante a entressafra, ja indica algumas varidveis que poderiam ser manejadas
visando diminuir a popula¢do inicial desse inseto vetor, que € considerado um dos

principais problemas em milho na América Latina.



4. VARIACAO GENETICA ENTRE E DENTRO DE ALGUMAS POPULACOES
DE Dalbulus maidis (DeLONG & WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE)
NO BRASIL

RESUMO - Para cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, uma das mais importantes
pragas do milho (Zea mays L.) da América Latina e cuja importancia no Brasil vem
apresentando aumento crescente, alguns estudos tém sugerido que a migragdo a longas
distancias pode ser uma estratégia de sobrevivéncia na entressafra do milho. Estudos
prévios revelaram significativas diferengas morfolégicas entre populagdes do Nordeste e
do Centro-Sul do Brasil. Nesta pesquisa, padronizou-se a metodologia RAPD-PCR para
estudos com D. maidis e utilizou-se desta técnica para se avaliar a estrutura genética de
populagdes desta cigarrinha de uma microregido do Brasil Central, municipio de
Anastacio/MS, coletadas nas safras 1997/98 e 1998/99 em dois sistemas distintos: a)
areas onde se faz um unico plantio anual de milho ha pelo menos S anos e b) areas de
pastagem onde o milho ndo era plantado hd pelo menos 5 anos; e também de cinco
populagdes de uma macroregido, quatro municipios do Centro-Sul (Chapecd/SC, Bom
Jardim da Serra/SC, Anastacio/MS e Piracicaba/SP) e um do Nordeste (Mossor6/RN) do
Brasil. Foram avaliados 10 espécimes por populagdo e 10 primers foram utilizados para
a realizagdo dos trés ensaios RAPD-PCR, sendo que cada primer mostrou um padrdo
diferente. Para as sete populagdes de Anastacio/MS da safra 1997/98 foram obtidos 134
locos sendo 105 polimoérficos (78,36%); o indice de similaridade tanto dentro como
entre as populagdes foi superior a 0,72. Na safra 1998/99, em seis populagdes avaliadas,
181 locos foram registrados com 148 polimorficos (81,77%) e indices de similaridade,

inter e intrapopulacionais, superiores a 0,71. A andlise de agrupamento ndo permitiu a
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unido dos espécimes dentro de suas popula¢Ses originais, havendo uma distribui¢c@o
aleatdéria dos mesmos, independente da safra, area ou data em que foram coletados. Para
as cinco popula¢des do Centro-Sul/Nordeste foram gerados 163 locos com 125 dos quais
polimoérficos (76,69%), sendo a similaridade entre e dentro das popula¢des superior a
0,73. Entretanto, a andlise de agrupamento separou os espécimes da populagcdo do
Nordeste em um grupo unico, enquanto que os do Centro-Sul misturaram-se
aleatoriamente. A técnica de RAPD-PCR mostrou-se bastante tutil no estudo da estrutura
genética de populagdes de D. maidis. Nossos resultados sugerem que o fluxo génico
entre as populagdes de D. maidis do Centro-Sul, mediado pela migracdo a longas
distancias, € bastante alto e que a populagdo do Nordeste, apesar da alta similaridade
com as populagdes do Centro-Sul, encontra-se geneticamente isolada destas populagdes
por algum tipo de barreira geografica ourauséncia de correntes de vento, € que esta
divergéncia genética pode ser um dos componentes da diferenga morfolégica observada
entre populagdes destas duas regides.

PALAVRAS-CHAVE: Cigarrinha-do-milho, marcador molecular, RAPD-PCR, fluxo

génico, migracdo.

GENETIC VARIATION AMONG AND WITHIN SOME POPULATIONS OF
Dalbulus maidis (DeLONG & WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE) IN
BRAZIL

SUMMARY - For the corn leathopper, Dalbulus maidis, one of the most important
pests of maize (Zea mays L.) in Latin America and whose importance in Brazil is
increasing, some studies have suggested that migration can be a survival strategy in the
corn overseason. Previous studies revealed significant morphologic differences among
populations of the Northeast and of the Center-South of Brazil. In this research, RAPD-
PCR was used to evaluate the genetic structure of D. maidis populations of a

microregion of Central Brazil, in Anastacio locality of, State of Mato Grosso do Sul
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populations were sampled in crop seasons of 1997/98 and 1998/99, in two different
systems: a) areas where a single annual planting of maize had been done in the same plot
in the previous S years and b) isolated pasture areas where maize had not been planted in
the previous 5 years. Five populations of a macroregion, collected from different
localities in the Center-South (Chapec6/SC, Bom Jardim da Serra/SC, Anastacio/MS
and Piracicaba/SP) and Northeast (Mossor6/RN) of Brazil. were also compared ten
specimens were evaluated for population and 10 primers were used for the
accomplishment of three RAPD-PCR assays, where each primer showed a different
pattern. In the crop season of 1997/98, 134 loci were obtained for the seven populations
of Anastacio/MS 105 (78.4%) were polymorphic; the similarity index within as well
among the populations was > 0.72. In 1998/99, 181 loci were registered in six evaluated
populations, and 148 (81.8%) were polymorphic; similarity indexes, within and among
populations, were >0.71. The grouping analysis did not allow the union of the specimens
within their original populations; specimens from different populations were all mixed
and no pattern related to crop season, collection dates or location was detected. For the
five populations of the macroregion, 163 loci were generated and 125 (76.7%) were
polymorphic; the similarity among and within populations was > 0.73. However, the
grouping analysis separated the specimens of the population from the Northeast in a
single group, while the ones of the Center-South region were mixed randomly. The
technique of RAPD-PCR was shown to be quite useful in the study of genetic structure
of D. maidis populations. Our results suggest that the gene flow among the populations
of D. maidis of the Center-South, mediated by the migration at long distances, is rater
high. The population of the Northeast, in spite of its high similarity with the populations
of the Center-South, appears to be genetically isolated by some type of geographical
barrier or absence of wind currents. This genetic divergence might be one of the factors
underlying the morphologic difference reported for populations of these two regions in a
previous study.

KEY WORDS: Corn leathopper, molecular marker, RAPD-PCR, gene flow, migration.
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4.1. INTRODUCAO

O fendmeno de variagdo morfolégica entre populagdes de uma mesma espécie
de regides geograficamente distintas tem sido documentado para muitos insetos
(McNab, 1971; Murphy, 1985; Oliveira, 1996). Estudos de laboratério tém demonstrado
que fatores como temperatura, comprimento do dia e idade da planta hospedeira
concorrem para diferengas no tamanho, peso e pigmentagdo de adultos de cigarmnhas,
como demostrado para Empoasca fabae (Harris) (Simonet & Pienkowski, 1980) e
Graminella nigrifrons (Forbes) (Larsen et al., 1990). Estes fatores podem variar muito
de uma regido geografica para outra, podendo contribuir significativamente para
diferengas morfologicas observadas entre populagdes. Entretanto, o componente
genético também pode estar atuando nestas diferengas morfologicas. Neste contexto,
torna-se importante analisar as estratégias usadas pelos insetos para enfrentar uma
condi¢do adversa como a auséncia da planta hospedeira. A utilizagdo de plantas
hospedeiras alternativas, a permanéncia em restos culturais ¢ a dorméncia, tém sido
apontadas como possiveis estratégias para cigarrinhas e outros insetos (Barnes, 1954;
Delinger, 1986; DeLong & Caldwell, 1935). A migragéo a longas distancias é uma outra
alternativa que tem sido observada em algumas espécies de cigarrinhas como E. fabae
(Harris) (Carlson et al., 1992), Nilaparvata lugens Stal (Holt et al., 1996) Sogatella
furcifera Horvath (Kisimoto & Sogawa, 1995) e Macrosteles quadrilineatus Forbes
(Hoy et al., 1992). A migragdo parece ser especialmente importante para cigarrinhas que
utilizam hospedeiros anuais e que sdo monofagas ou oligofagas (Heady & Nault, 1985;
Teraguchi, 1986). Portanto, variagdes morfolégicas entre populagdes podem ter um
componente genético e estratégias como a migragdo podem ter um impacto significativo
neste componente genético, dentro destas populagdes.

Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) € uma espécie amplamente distribuida
pelas Américas, alimentando-se principalmente de milho (Zea mays L.) (Nault, 1990).
Por ser vetora de importantes patégenos da cultura, tem sido considerada como a mais

importante praga do milho na América Latina (Nault, 1980; 1990). Em estudos com
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diversas populagées de D. maidis no Brasil, Oliveira (1996) observou diferengas
morfolégicas significativas entre populagées coletadas no Nordeste e Centro-Sul, sendo
as populagées do Nordeste menores, menos pesadas € com menor pigmentagdo do
exoesqueleto. Diferengas morfoldgicas em laboratdrio para esta espécie também foram
registradas por Larsen et al. (1994). Pouco se sabe a respeito das estratégias de
sobrevivéncia desta cigarnnha na entressafra do milho no México ou no Brasil, mas
existem evidéncias de que ocorre migragdo a longas distdncias (Taylor et al., 1993;
Capitulo 3).

A biologia molecular tem se expandido grandemente nos ultimos anos e para a
entomologia, assim como para outras areas bioldgicas, tem proporcionado um novo
nivel de resolucdo para estudos envolvendo diversas areas do conhecimento (Loxdale &
Lushai, 1998). Para o estudo genético de populagdes existe hoje uma poderosa
ferramenta, a técnica de DNA polimoérfico amplificado ao acaso ("Random Amplified
Polymorphic DNA" — RAPD ou "Arbitrarily primed PCR" — AP-PCR) (Welsh &
McClelland, 1990; Willians et al., 1990) que utiliza um unico primer curto (=10
nucleotideos), que anela-se em regides arbitrarias do genoma e sintetiza multiplos
produtos de amplificacdo através da reagdo da polimerase em cadeia ("Polimerase Chain
Reaction" - PCR) (Saiki et al., 1988). O método permite a detecgdo de um grande
numero de polimorfismos de DNA, na auséncia de informagdo especifica da seqiiéncia
de nucleotideos do DNA molde (Willians et al., 1990). RAPD-PCR € uma técnica
simples, que requer pequenas quantidades de material biolégico (Chan et al., 1999), o
que é uma grande vantagem quando se trabalha com organismos pequenos, como sdo
muitos insetos (Loxdale et al., 1996). Esta técnica tem sido amplamente empregada em
entomologia em estudos de populagées (Black et al., 1992; Cenis et al., 1993; Guirao et
al., 1997; Infante-Malachias et al., 1999; Lin et al., 1999; Puterka et al., 1993; Skinner &
Camacho, 1995). Para D. maidis, estudos anteriores com marcadores moleculares
visaram principalmente a busca de informagdes a respeito da filogenia do género, como
nos trabalhos com isoenzimas (Triplehorn et al., 1990) e DNA mitocondrial (Dietrich et

al., 1998).
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Neste trabalho padronizou-se a metodologia de RAPD-PCR para estudos com
D. maidis e utilizou-se a técnica para avaliar a estrutura genética de populagdes dessa
cigarrinha de uma microregido do Brasil Central e também de cinco municipios de uma
macroregido (Centro-Sul e Nordeste), visando-se obter informa¢des do nivel de fluxo
génico entre populagdes e subsidios para embasamento de estudos de migragéo

(Capitulo 3) e variagdo morfologica (Oliveira, 1996) dessa espécie.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Areas em estudo

O estudo em nivel de microregido foi realizado no municipio de
Anastacio/MS em cinco locais com as seguintes caracteristicas: a) areas I e II:
propriedades rurais de ~20 ha, com cerca de 3-4 ha dedicados ao plantio do milho em
unica safra anual ha pelo menos 5 anos; b) areas III, IV e V: propriedades rurais com
areas de ~70 ha ocupados por pastagem (braquidria), sem plantio de milho ha mais de 5
anos. O milho foi plantado nestas areas nos anos de 1997/98 e 1998/99 (Tabela 2, Figura
24). No estudo macroregional, cinco municipios de quatro regides do Brasil foram
envolvidos: Chapec6/SC e Bom Jardim da Serra/SC da regido Sul, Anastacio/MS da
regido Centro-Oeste, Piracicaba/SP da regido Sudeste e Mossor6/RN da regido Nordeste
(Tabela 2, Figura 24).
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Tabela 2. Locais e datas de amostragem de popula¢des de Dalbulus maidis em milho em
e em Anastidcio/MS nas safras 1997/98 e

cinco municipios Brasileiros

1998/99.
Brasil Anastacio/MS
Municipios Safra 1997/98 Safra 1998/99
Lat. (S) Lon.(W) Alt.(m) Data Area Data Area”® Data

Chapecé6/SC 27°05'47"  52° 37' 06" 674 17/03/98 IA 15/12/97 1A 09/12/98

Bom J. Serra, SC  28°20'13"  49°37'29"  1.245  04/01/99 IB  20/0598 IB  08/02/99

Anastdcio/MS 20°29'01"  55° 48 25" 160  09/12/98 HA  15/12/97 1IB  08/02/99

Piracicaba/SP 22°43'31"  47° 38 57" 547  22/03/99 1B  07/03/98 IVA  09/12/98

Mossor6/RN 0S°11'15" 37°20'39" 16 11/06/99 A 15/01/98 IVB  08/02/99
IVA 15/01/98 VB  09/12/98
IVB  20/05/98

" Areas I e II - plantio do milho em tinica safra anual ha pelo menos 5 anos; areas III, IV

e V — areas de pastagem sem plantio de milho ha mais de 5 anos, nas quais o milho foi

plantado nos anos de 1997/98 e 1998/99;

? As letras ao lado da identificagdio das 4reas indicam A — inicio da safra do milho e B-

meio ou final da safra.

4.2.2. Obtencio de cigarrinhas

No municipio de Anastacio/MS, sete populagdes de D. maidis foram

amostradas na safra do milho de 1997/98 nas areas I, II, IIT e IV e seis na safra 1998/99

nas areas I, II, IV e V, em duas fases distintas da cultura: inicio da safra e meio ou final
da safra (Tabela 2). Para os municipios de Chapecé/SC, Bom Jardim da Serra/SC,

Anastacio/MS, Piracicaba/SP ¢ Mossoré/RN apenas uma amostragem foi realizada

durante a safra, totalizando cinco populagdes. As cigarnnhas foram coletadas com



87

Mossord/RN

Anastacio/MS

Chapecd/ SC
Bom Jardim da Serra/SC

Escala 1:15000000

0 600km
w

Figura 24. Localizagfo geografica dos municipios de coleta de populagdes de Dalbulus
maidis no Brasil e das areas localizadas em Anastacio/MS, com a distancia

aproximada entre as mesmas.
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aspirador bucal diretamente do cartucho das plantas de milho e transportadas vivas ao
laboratorio, onde foram mortas e mantidas a —20°C até o momento da extragdo do DNA.
Uma excec¢do foi a populagdo de Mossor6/RN, cujos espécimes foram mantidos em
alcool 70% no transporte ao laboratorio e, apos uma pré-lavagem em agua destilada por
Smin e em TE (10 mM de Tris e Im M de EDTA; pH 8,0) por 1,5 h sob agitagdo,
também foram armazenados a —20°C. Para os ensaios foram tomados, aleatoriamente e

sem sexagem, 10 espécimes de D. maidis por populagdo.

4.2.3. Extragdao do DNA

Trés ensaios foram realizados separadamente, o primeiro com as sete
populagdes coletadas na safra 1997/98 em Anastacio/MS, o segundo com as seis
populagdes da safra 1998/99 de Anastacio/MS e o terceiro com as cinco populagdes
coletadas nas quatro regides brasileiras (Chapec6/SC, Bom Jardim da Serra/SC,
Anastacio/MS, Piracicaba/SP e Mossor6/RN). Em cada um dos ensaios, 10 espécimes de
cada popula¢do foram submetidos individualmente a extra¢do do DNA gendmico total,
seguindo-se o protocolo modificado de Raeder & Broda (1985). Os espécimes foram
colocados em tubos de microcentrifuga (1,5 ml), macerados em presenca de 300 pl de
tampdo de extra¢do e incubados a 65°C por 30 min. Em seguida, foram feitas trés
extragdes organicas com: fenol, fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Nas trés extragdes, acrescentou-se 300 pl de cada
solvente, centrifugou-se a 14.800 g por 10 min e recolheu-se o sobrenadante. O DNA foi
precipitado da fase aquosa, ao final da extracdo, pela adi¢do de igual volume de alcool
isopropilico e de NaCl para uma concentra¢do final de 0,3 M. As amostras foram
mantidas em freezer (-20°C) por no minimo 12 h. A sedimenta¢do foi feita por
centrifugagdo a 14.800 g por 10 min. O DNA foi lavado com &lcool etilico 70%, seco ao

ar, ressuspendido em 20 pl de TE e armazenado em freezer (-20°C) até a quantificagdo.
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O DNA total de cada espécime foi quantificado pela fluorescéncia de uma
aliquota de 2 ul de DNA extraido ap6s mistura com o pigmento Hoescht 33258 Dye
(Cesarone et al., 1979), utilizando-se fluorimetro Versa Fluor (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA 94547, USA) ou pela comparagdo com lambda DNA (20 ng/ul) (Gibco
BRL) em gel de agarose 0,8% (Sambrook et al., 1989).

4.2.4. Otimizacio das condicoes de amplifica¢iao

Visando determinar a condigdo 6tima para amplificagdo do DNA de D. maidis
via RAPD-PCR, foram realizados testes com os seguintes componentes da reagdo:
a) quantidade de DNA molde, variando de 3 a 21 ng com incremento de 3 ng;
b) concentragdo de cloreto de magnésio (MgCly), variando de 0,5 a 5 mM com
incremento de 0,5 mM; c) nucleotideos (ANTP's) (Pharmacia), variando de 100 a 400
UM com incremento de 50 uM; d) primer, variando de 0,10 a 0,40 pM com incremento
de 0,05uM; e e) enzima 7aqg DNA polimerase (Pharmacia); variando de 1 a S U com
incremento de 1 U. Os valores acima referem-se a concentragdo final de cada reagente

para uma rea¢do RAPD-PCR.

4.2.5. Amplificacio via RAPD-PCR

A amplificagdo foi realizada em um volume final de 20 ul contendo 6 ng de
DNA; 4 mM de MgCl; 0,25 mM de dNTP; 0,3 uM do primer e 1 unidade de 7ag DNA
polimerase, adicionando-se ao final 30 ul de 6leo mineral. Como controle negativo foi
utilizada uma amostra que continha todos os reagentes, exceto DNA de cigarminha. As

reagSes foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown,
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MA 02172, USA) nas seguintes condi¢des de amplificagdo: 92°C por 5 min (1 ciclo),
92°C por 40 s, 40°C por 1,5 min e 72°C por 2 min (40 ciclos) e 72°C por 5 min (1 ciclo).
Vinte e quatro primers foram testados inicialmente para a selegdo daqueles que
proporcionassem amplificagdes mais robustas e reproduziveis; 10 primers selecionados

foram utilizados para o estudo com D. maidis nos trés ensaios (Tabela 3).

Tabela 3. Seqiiéncia de bases de todos os primers testados e daqueles que foram

efetivamente utilizados nos estudos com popula¢des de Dalbulus maidis.

Primer’ Seqiiéncia N®bases Primer Seqiiéncia N¢
bases

OPA-01* * 5-AGACGGCTCC-3' 10 CK-06 S-GCTTCGATACG-3' 11
OPA-04*  5'-AATCGGGCTG-3' 10 CK-09 S'-TCACGATGCA-3' 10
OPA-07* 5-GAAACGGGTG-3' 10 CK-12 5'-CGACGTTCAA-3' 10
OPA-11*  5'-CAATCGCCGT-3' 10 CK-16 5'-ATCGATCGAG-3' 10
OPA-16* 5-AGCCAGCGAA-3' 10 F-06 5'-GGGAATTCGG-3' 10
OPA-18* S5-AGGTGACCGT-3' 10 F-07 5-CCGATATCCC-3' 10
OPC-02* 5-GTGAGGCGTC-3' 10 F-08 5'-GGGATATCGG-3' 10
OPC-05* S-GATGACCGCC-3' 10 F-10 5'-GGAAGCTTGG-3' 10
OPE-11* 5-GAGTCTCAGG-3' 10 H-01 5'-GGTCGGAGAA-3' 10
OPE-14*  5-TGCGGCTGAG-3' 10 H-02 S-TCGGACGTGA-3' 10

OPC-0t S-TTCGAGCCAG-3' 10

OPC-04 S-CCGCATCTAC-3' 10

OPC-06 5'-GAACGGACTC-3' 10

OPC-18 S'-TGAGTGGGTG-3' 10

* Pimers selecionados para os estudos com a cigamnha-do-milho;
! Primers sintetizados pela Gibco BRL do Brasil;
2 Primers sintetizados pela MWG-Biotech (Miami FL, EUA);

Apés a adi¢do de 3 pl do tamp@o de corrida, 20 pl das amostras amplificadas
foram aplicados em gel de agarose 1,4% e submetidas a eletroforese em tampido TBE
(100 mM Tris, 83 mM H3;Bo; e | mM EDTA). A eletroforese foi conduzida a 3,5 V/cm
por 3.5 h. O gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (1 pg/ml de solugdo) por
aproximadamente 1 h, fotografado sob luz U.V.com filme branco e preto NeoPan ASA
100 (Fuji Photo Film da Amazo6nia Ltda, Manaus, AM 69075-000, Brasil), sendo a foto
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revelada e ampliada em papel Kodabrome II RC (Kodak da Amazdnia Ind. Com. Ltda,
Manaus, AM 69075-000, Brasil). Realizou-se também captura pelo sistema de
documentagdo de gel “Eagle Eye II" (Stratagene, La Jolla, CA 92037, USA), para a
estimativa dos pesos moleculares dos locos amplificados. Para se evitar problemas
relacionados com a variagdo no nimero e intensidade dos produtos de amplificagdo, a
comparagdo entre a mobilidade das bandas foi feita somente dentro de um mesmo gel e

baseados em uma mesma reagdo de RAPD-PCR.

4.2.6. Analise dos dados

Baseando-se nas fotografias dos g€is, apenas as bandas mais visiveis e
reproduziveis foram usadas como marcadores (Roderick, 1996), sendo que bandas com
mobilidade similar aquelas detectadas no controle negativo ndo foram registradas
(Thormann et al., 1994). Em cada um dos trés ensaios foi gerada uma matriz bindria (1,
presenga de banda e 0, auséncia de banda) (Apéndices 3, 4 e 5) e, utilizando-se o
programa NTSYS-pc versdo 1.7 (Exeter Software, Setauket, New York) (Rolf, 1992),
foram construidas matrizes de similaridade utilizando-se o indice de Jaccard (J) (Sneath
& Sokal, 1973). Este indice ndo considera a auséncia simultdnea de marcador em dois
individuos como medida de similaridade e ¢ dado pela férmula J = A/(N-D), onde A
representa o numero de presengas simultdneas dos marcadores em dois individuos, N
significa o total de presenga ou auséncia de marcadores e D, o niimero de auséncias
simultdneas dos marcadores em dois individuos. Baseado nestas matrizes foi feita uma
andlise de agrupamento via UPGMA ("unweighted pair group method of arithmetic
means") utilizando-se 0o NTSYS-pc versdo 1.7.



92

4.3. RESULTADOS

Amplificagdes bastante visiveis e robustas foram conseguidas com todas as
concentragdes de DNA de D. maidis testadas, entre 3 € 21 ng. Estabeleceu-se nesse
estudo uma quantidade de 6 ng por reagdo como padrdo para a execugdo de todos os
ensaios. Amplificagées marginais foram obtidas com concentragées de MgCl, inferiores
a 3 mM e o melhor padrdo de amplificagcdo foi com 4 mM. Com relagdo as dNTPs, a
melhor concentragdo foi de 250 uM; acima deste valor o numero de bandas foi reduzido,
ndo havendo amplificagdo com 400 uM. Para o primer, concentragdes acima de 0,30 pM
mostraram-se satisfatorias. Com relag@o a enzima 7ag DNA polimerase as amplificagdes
foram adequadas para todas as concentragdes testadas, tendo sido selecionada a
concentragdo de 1 U.

Todos os 24 primers testados mostraram-se capazes de amplificagdo do DNA
de D. maidis e destes, 10 primers foram selecionados para o estudo das populag¢des por
apresentarem um grande numero de produtos de amplificacdo distinguiveis e
reproduziveis (Tabela 3), sendo que cada um dos primers produziu um unico perfil
RAPD-PCR. Um mesmo DNA foi amplificado em diferentes reacdes RAPD-PCR com
os 10 primers selecionados e a reproducibilidade foi alta, ndo havendo grandes
diferencas nos perfis gerados, exceto por algumas bandas de alto peso molecular que
variaram de uma rea¢do a outra; porém, estas ndo foram consideradas neste estudo.
Muitos locos génicos foram amplificados de forma consistente, com pesos moleculares
estimados entre 200 e 2.600 pares de bases (Figuras 25-27). Locos populag¢do-especifico
ndo foram encontrados para nenhuma das populagdes de D. maidis estudadas, e em

nenhuma das populagdes foram encontradas duas cigarrinhas com genotipo idéntico.
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Figura 25. Produtos da amplificagdo de DNA de Dalbulus maidis via RAPD-PCR pelo
primer OPA-07, em gel de agarose 1,4%. Dez espécimes avaliados de cada
uma das 7 populagdes amostradas no municipio de Anastacio/MS (areas IA,
[B, IIA, IIB, IIIA, IVA e IVB), na safra 1997/98. M - marcador (100 base-pair
Ladder) (Pharmacia) e C - controle negativo (todos os componentes da rea¢io
menos o DNA).
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IA IB [1B
MT 2 3 45678 9101 23 4567 89101 2345678 910CCM

IVA IVB VB
MT 2345 67 89101234567 89101234567 8910CCM

Figura 26. Produtos da amplificagdo de DNA de Dalbulus maidis via RAPD-PCR pelo
primer OPE-14, em gel de agarose 1,4%. Dez espécimes avaliados de cada
uma das 6 populagdes amostradas no municipio de Anastacio/MS (areas IA,
B, IIB, IVA, IVB e VB), na safra 1998/99. M - marcador (100 base-pair
Ladder) (Pharmacia) e C - controle negativo (todos os componentes da reagdo
menos o DNA).
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Figura 27. Produtos da amplificagdo de DNA de Dalbulus maidis via RAPD-PCR pelo
primer OPC-05, em gel de agarose 1,4%. Dez espécimes avaliados de cada
uma das 5 populagdes amostradas nos municipios de Chapeco/SC, Bom
Jardim da Serra/SC, Anastacio/MS, Piracicaba/SP e Mossor¢/RN. M -
marcador (100 base-pair Ladder) (Pharmacia) e C - controle negativo (todos
os componentes da reagdo menos o DNA).
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Os 10 primers utilizados geraram 134 locos para as populagdes coletadas em
Anastacio/MS na safra 1997/98, dos quais 105 foram polimérficos (78,36%). O indice
de similaridade entre os espécimes destas populagdes variou de 0,606 (entre os
espécimes IIA-5 e IIA-9) a 0,918 (entre os espécimes IIB-1 e [IB-2), sendo a média de
0,769. A similaridade média dentro de cada populagdo variou de 0,723 (IIA) a 0,802
(IVB) (Tabela 4) e a similaridade interpopulacional variou de 0,743 (IIA x IIIA) a 0,787
(IB x IVB) (Tabela 5). Na safra 1998/99, 181 locos foram registrados ¢ 148 (81,77%)
foram polimorficos; a similaridade entre os espécimes destas populagdes foi de 0,525
(entre os espécimes VB-6 e VB-7) a 0,881 (entre os espécimes IB-4 e IIB-2) com uma
média de 0,737, a similaridade média intrapopulacional variou de 0,719 (VB) a 0,795
(IIB) (Tabela 4) e a similaridade entre as popula¢des foi de 0,714 (IB x VB) a 0,765 (IIB
x IVA) (Tabela 5). Finalmente, para as cinco populagdes coletadas em diferentes regices
do Brasil registraram-se 163 locos, sendo 125 polimorficos (76,69%). Entre os
espécimes das populagdes o indice de similaridade variou de 0,616 (entre os espécimes
Anastéacio-6 e Piracicaba-10) a 0,894 (entre os espécimes Mossoro-2 e Mossoro-6);
dentro das populagdes foram observadas similaridades entre 0,750 (Anastacio/MS) e
0,807 (Mossord, RN) (Tabela 4), e entre as populagdes este indice variou de 0,735
(Anastacio/MS x Mossor6/RN) a 0,763 (Chapec6é/SC x Bom Jardim da Serra/SC)
(Tabela 5).

Para as populagdes coletadas em Anastacio nas safras 1997/98 e 1998/99, a
andlise de agrupamento ndo permitiu a unido dos espécimes em suas populagdes
originais (Figuras 28 e 29). Observou-se uma distribui¢do aleatéria dos espécimes em
agrupamentos que ndo tiveram relagdo com a area ou data de coleta das populagdes.
Quando estas areas foram agrupadas entre si (Figura 31A e B), a unido também foi
aleatdria, ndo havendo agrupamento nem mesmo de populagbes coletadas na mesma
area e safra em datas diferentes. Para as populagdes coletadas em diversas regiées do
Brasil, a andlise de agrupamento reuniu claramente os espécimes coletados em
Mossor6/RN em um tnico grupo (Figura 30), enquanto que nas outras populagdes os
espécimes formaram grupos aleatérios contendo espécimes das varias localidades de

coleta. Quando o agrupamento foi feito em relagdo a populagdo como um todo (Figura
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31C), as localidades do Sul (Chapec6/SC ¢ Bom Jardim da Serra/SC) formaram um
primeiro grupo, seguido por Piracicaba/SP, Anastacio/MS, e por tltimo, a populagdo de
Mossor6/RN.

Tabela 4. Valores médios do indice de similaridade de Jaccard (J), baseado em
marcadores RAPD-PCR, pela comparagdo dos padrées RAPD-PCR dos
individuos, dentro de cada populagdo de Dalbulus maidis amostrada em

diferentes municipios Brasileiros € na regifo de Anastacio/MS.

Brasil Anastiacio/MS

Safra 1997/98 Safra 1998/99

Municipios J Area'”? J Area'”? J
Chapecd/SC 0,769 IA 0,771 IA 0,730
Bom J. Serra, SC 0,779 IB 0,780 IB 0,723
Anastacio/MS 0,750 ITA 0,723 IIB 0,795
Piracicaba/SP 0,769 IIB 0,776 IVA 0,756
Mossoré/RN 0,807 IITA 0,769 IVB 0,726
IVA 0,777 VB 0,719

IVB 0,802

" Areas I e II - plantio do milho em tnica safra anual ha pelo menos 5 anos; areas III, [V
e V — areas de pastagem sem plantio de milho ha mais de 5 anos, nas quais o milho foi
plantado nos anos de 1997/98 e 1998/99;

* As letras ao lado da identificagiio das 4reas indicam A — inicio da safra do milho e B-

meio ou final da safra.



Tabela 5. Valores médios do indice de similaridade de Jaccard (J), baseado em marcadores RAPD-PCR, pela comparagdo dos
padrdes RAPD-PCR dos individuos, entre as populagdes de Dalbulus maidis amostrada em diferentes municipios

Brasileiros e na regido de Anastacio/MS.

Municipios brasileiros Anasticio/MS
Areas?’(Safra 1997/98) Areas?? (Safra 1998/99)
CHA BJS ANA PIR MOS IA IB IIA IIB IIIA IVA IVB IA. IB IIB IVA IVB VB
CHA' - IA - IA -
BJS 0,763 - IB 0771 - IB 0,727 -
ANA 0,744 0,758 - A 0,744 0,753 - IIB 0,755 0,760 -
PIR 0,757 0,749 0,740 - B 0,770 0,778 0,754 - ‘ IVA 0,738 0,740 0,765 -
MOS 0,737 0,751 0,735 0,739 - IIIA 0,764 0,769 0,743 0,772 - | IVB 0,730 0,726 0,760 0,735 -
IVA 0,768 0,781 0,752 0,776 0,770 - VB 0,716 0,714 0,744 0,723 0,715 -

IvB 0,779 0,787 0,760 0,786 0,780 0,782 -

! Municipios: CHA — Chapec6/SC; BJS — Bom Jardim da Serra/SC; ANA - Anastacio/MS; PIR — Piracicaba/SP e MOS -
Mossor6/RN

2 Areas I e II - plantio do milho em unica safra anual h pelo menos 5 anos; areas III, IV e V — 4reas de pastagem sem plantio de
milho ha mais de 5 anos, nas quais o milho foi plantado nos anos de 1997/98 e 1998/99;

3 As letras ao lado da identificagdo das 4reas indicam A — inicio da safra do milho e B- meio ou final da safra.
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Figura 28. Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard (J),
gerado a partir de marcadores RAPD-PCR de 10 espécimes de Dalbulus
maidis de cada uma das 7 populagdes amostradas no municipio de

Anastacio/MS (areas IA, IB, IIA, IIB, IIIA, IVA e IVB), na safra 1997/98.
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Figura 29. Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard (J),
gerado a partir de marcadores RAPD-PCR de 10 espécimes de Dalbulus
maidis de cada uma das 6 popula¢gdes amostradas no municipio de
Anastacio/MS (areas IA, IB, I[IB, IVA, IVB e VB), na safra 1998/99.
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Figura 30. Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard (J),
gerado a partir de marcadores RAPD-PCR de 10 espécimes de Dalbulus
maidis de cada uma das 5 populagdes amostradas nos municipios de
Chapec6/SC, Bom Jardim da Serra/SC, Anastacio/MS, Piracicaba/SP e
Mossord/RN.
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Figura 31. Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard (J),
gerado a partir de marcadores RAPD-PCR para populagdes de Dalbulus
maidis. (A) sete populacdes coletadas em Anastacio/MS na safra 1997/98; (B)
seis populagdes coletadas em Anastacio/MS na safra 1998/99; e (C) cinco
populagdes coletadas nos municipios de Chapecé/SC, Bom Jardim da
Serra/SC, Anastacio/MS, Piracicaba/SP e Mossord/RN.
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4.4. DISCUSSAO

Embora a técnica RAPD-PCR através do polimorfismo de DNA apresenta-se
como uma importante ferramenta para o estudo populacional de insetos, diversos fatores
podem alterar a reproducibilidade de produtos RAPD-PCR (Loxdale & Lushai, 1998;
Infante-Malachias et al.,1999). Portanto, a padroniza¢do de metodologia para analise do
DNA € um passo decisivo para obtengéo de resultados confidveis. Observou-se para D.
maidis que as diferentes concentragdes de DNA utilizadas ndo diferiram quanto a
quantidade e intensidade dos locos amplificados, assim como também observaram
Hodge et al. (1995) com o fungo Zoophthora radicans e Koller et al. (1993) com
cultivares de macd. No entanto, para a mosca Cochliomyia hominivorax (Coquerel),
houve um decréscimo na intensidade de bandas em concentragdes acima de 40 ng e
padrdes ndo reproduziveis abaixo de 0,2 ng (Infante-Malachias et al., 1999). A
concentracdo de MgCl, afetou significativamente os produtos de amplificagdo, e
mostrou-se como um fator importante na reproducibilidade dos ensaios RAPD-PCR
(Infante-Malachias et al., 1999); influéncia na quantidade de locos amplificados também
foi observada para dNTPs e primer. As concentragées de Tag DNA polimerase néo
mostraram influéncia significativa na amplificagdo do DNA de D. maidis. O DNA de
cada organismo parece receber influéncia diferenciada das concentragdes dos reagentes
utilizados em reagGes RAPD-PCR. Assim, a otimizagdo desses reagentes deve ser o
primeiro passo no estudo de um determinado organismo via RAPD-PCR, bem como a
selegdo dos primers a serem utilizados (Loxdale et al., 1996).

Neste estudo observou-se que a propor¢do de locos polimoérficos nos trés
ensaios ficou entre 76,69 e 81,77% o que demonstra que a variabilidade genética
existente dentro da espécie D. maidis é relativamente alta. A forma de reprodugdo tem
influéncia na estrutura genética das populagdes de insetos (Puterka et al., 1993). Para a
cigarminha E. fabae, que tem reprodugdo sexuada, a proporgdo de locos polimorficos em
estudos com marcadores RAPD-PCR foi de 88% (Skinner & Camacho, 1995), por outro

lado, em populagdes partenogenéticas da cochonilha Daktulosphaira vitifoliae (Fitch) no
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Arizona (EUA), esta proporgéo foide 14,5% (Lin et al., 1999). A exemplo do que ocorre
em E. fabae (Skinner & Camacho, 1995), a reprodugdo sexuada com acasalamentos
aleatorios parece ser um dos fatores responsaveis pela manuten¢do da alta variabilidade
genética encontrada em D. maidis.

Com relagdo aos ensaios em nivel de microregido, realizados com as
populagdes coletadas em Anastacio/MS, os indices de similaridade foram superiores a
0,71 ndo havendo uma maior similaridade dentro ou entre as populagdes, tanto na safra
de 1997/98 como em 1998/99. A andlise de agrupamento mostrou que os espécimes,
independente da éarea ou data de coleta, agruparam-se aleatoriamente. A regido de
Anastacio/MS caracteriza-se por um longo continuo de pastagens, onde o milho,
hospedeiro primario de D. maidis, ¢ plantado uma vez por ano em pequenas areas; este
municipio esta localizado a uma distancia significativa de grandes regies produtoras de
milho. Nas duas safras, das areas escolhidas para o estudo em Anastacio/MS, haviam
duas onde o milho era plantado uma vez por ano a partir de outubro e duas areas isoladas
onde o milho nunca havia sido plantado. O aparecimento de D. maidis em todas as areas
apos o plantio do milho e em outras ocasides, em grandes picos populacionais, até
mesmo quando ndo havia milho no campo (Capitulo 3), sugere que esta espécie migra a
longas distancias. A ocorréncia de migragdo pode ser um fator determinante para a
grande homogeneidade observada entre as populagdes de D. maidis coletadas em
diferentes areas em Anastacio/MS. A migragdo tende a aumentar o fluxo génico entre
populagdes, contribuindo para a manutencdo da variabilidade genética e a perda da
correlagdo entre genética e origem geografica (Hoole et al., 1999), particularmente onde
a auséncia de barreiras geograficas permite a chegada de populagées de outras regides. A
hipétese de Larsen et al. (1992) de que D. maidis ¢ um migrante local cujas as
populagdes voam para habitats adjacentes aos campos de milho ao final da safra,
retornando a estes campos na safra seguinte, ndo parece se aplicar a regido de
Anastacio/MS. A alta similaridade observada entre as populagdes de Anastacio/MS é
mais consistente com a hipdtese de migragdo, ja que populagdes locais e isoladas tendem

a apresentar maior divergéncia genética entre si (Vaughn & Antolin, 1998).
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No estudo em nivel de macroregido, nas cinco populagdes coletadas em quatro
grande regides brasileiras, a similaridade média dentro das populagdes foi maior que
0,75, o que sugere que individuos de uma mesma populagdo representariam um certo
estreitamento genético (Haymer et al., 1997). Os valores de similaridade média entre as
populagdes foram bastante altos e sempre superiores a 0,73, com excegdo da populagéo
de Anastacio/MS, em que o indice intrapopulacional em alguns casos foi inferior aos
interpopulacionais. Apesar da grande similaridade entre e dentro das populagdes a
anilise de agrupamento permitiu a separagdo dos espécimes de Mossor6/RN em um
unico grupo, sendo que a média de similaridade dentro desta populagdo mostrou-se a
mais alta (0,81), enquanto que os espécimes das outras populagdes se misturaram. Por
outro lado, o agrupamento das populagées como um todo mostrou uma certa unido das
populagdes por distdncia geografica. Oliveira (1996) estudou populagdes de D. maidis
de 27 localidades e quatro regides brasileiras (Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste),
incluindo populag¢des de Piracicaba/SP, Anastacio/MS e Chapecd/SC, tendo constatado
diferengas morfologicas significativas entre as populagdées do Nordeste e do Centro-Sul.
O fato de termos observado a separag@o da populagcdo de Mossor6/RN, proveniente do
Nordeste do Brasil, das demais populagées do Centro Sul, € congruente com as
diferengas morfologicas observadas entre as populagdes destas regides. Assim, o
componente genético parece estar contribuindo para estas diferengas morfologicas, além
de fatores ambientais como temperatura, umidade relativa, precipitagdo e outros
(Oliveira et al., 1996). Em relagdo as outras populagdes, o fato de os espécimes terem se
misturado, ndo se agrupando em suas populagdes originais, mais uma vez reforca a
hipotese de que a migrag@o a longas distdncias através de correntes de vento seja parte
da estratégia de sobrevivéncia desta espécie, como tem sido sugerido por alguns autores
(Taylor et al., 1993; Capitulo 3), proporcionando uma maior troca génica entre estas
populagdes. Talvez exista algum tipo de barreira geogréifica, ou mesmo auséncia de
correntes de vento especificas entre a regido Nordeste ¢ o Centro Sul, impedindo que
estas popula¢Ges se misturem, o que levaria a diferenciagées genéticas entre as mesmas.
Triplehorn et al.(1990), através de estudos com isoenzimas, encontraram maior

similaridade entre duas popula¢des de D. maidis, uma proxima a cidade do México e
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outra mais ao sul do México, do que com as demais populagdes, e sugeriram que a
similaridade era devido ao fato desta ser uma possivel rota migratoria para a cigarrinha-
do-milho na entressafra da cultura.

A cigamnha-do-milho tem como centro de origem o Meéxico (Nault &
DeLong, 1980) e de l& espalhou-se pelas Américas acompanhando a propria
dissemina¢do do milho, seu hospedeiro primario. Maior heterogeneidade sdo esperadas
entre as populagdes dentro de seus centros de origem (Baruffi et al., 1995; Infante-
Malachias et al., 1999). O fato das populagdes do Brasil analisadas apresentarem indices
de similaridade altos pode ser também conseqii€éncia de que todas as populagdes aqui
existentes sdo descendentes de popula¢des vindas do México as quais trouxeram apenas
parte da variabilidade genética 14 existente.

A técnica de RAPD-PCR mostrou-se bastante promissora para estudos com
populagdes de D. maidis, provendo de forma rapida e eficiente uma grande quantidade
de informag¢des que podem servir de base para explicar variagdes morfologicas entre
populagdes e dar sustentagcdo a hipotese migratdria para esta espécie. Estudos mais
abrangentes envolvendo um maior niimero de populagdes, principalmente da regido
Nordeste do Brasil, sdo necessarios para que se possa afirmar que estas popula¢des sdo
realmente isoladas das do Centro-Sul, bem como investigar as possiveis causas deste
isolamento como, por exemplo, a existéncia de algum tipo de barreira geografica ou
mesmo a auséncia de correntes de vento, as quais sdo primordiais para movimentos de

longas distancias por insetos diminutos como D. maidis.



5. COMPARACAO DE METODOS DE PRESERVACAO DE Dalbulus maidis
(DeLONG & WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE) PARA USO EM
RAPD-PCR

RESUMO - A preservagdo adequada do DNA de um determinado organismo € um dos
pontos cruciais para o sucesso no uso de técnicas moleculares como RAPD-PCR. Foram
avaliados oito métodos de preservagdo da cigamnha-do-milho, Dalbulus maidis:
congelamento (-20°C), alcool etilico 70% (-20°C e temperatura ambiente); alcool etilico
absoluto (-20°C e temperatura ambiente); secagem ao ar; e preservagdo em tampdo de
extragdo (inseto inteiro e macerado). A intervalos de 10-30 dias, o DNA foi extraido,
quantificado e amplificado via RAPD-PCR pelo primer OPA-04, sendo a qualidade do
DNA extraido observada em gel de agarose 0,8%. Apds 210 dias de preservagdo, o
congelamento (-20°C) mostrou ser a melhor técnica, ndo diferindo significativamente do
método padrdo, DNA extraido de material fresco, em nenhuma das datas avaliadas.
Quantidades satisfatorias de DNA também foram obtidas dos insetos conservados em
alcool etilico absoluto (-20°C), alcool etilico 70% (-20°C) e tampdo de extragdo (inseto
inteiro e macerado). Insetos conservados em alcool etilico absoluto (temperatura
ambiente), em alcool etilico 70% (temperatura ambiente) e secos ao ar mostraram-se
improprios para RAPD-PCR apos 120, 60 e 10 dias de armazenamento,
respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: cigarrinha-do-milho, marcador molecular, conservagdo de

DNA, técnica de armazenamento.
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COMPARISON OF PRESERVATION METHODS OF Dalbulus maidis (DeLONG
& WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE) FOR USE IN RAPD-PCR

SUMMARY- The appropriate preservation of DNA of a certain organism is one of the
crucial points for the success in the use of molecular techniques like RAPD-PCR. Eight
methods of preservation of the corn leathopper, Dalbulus maidis were tested: freezing
(-20°C), ethyl alcohol 70% (-20°C and room temperature); absolute ethyl alcohol (-20°C
and room temperature); air-dry; and preservation in extraction buffer (whole and
homogenized insect). At intervals of 10 to 30 days, the leathopper DNA was extracted,
quantified and amplified through RAPD-PCR by the primer OPA-04; the quality of
extracted DNA was observed on a 0,8% agarose gel. After 210 days of preservation,
freezing (-20°C) showed to be the best method, not differing significantly from the
control (extracted DNA of fresh specimens) on any of the evaluation dates. Satisfactory
quantities of DNA were also obtained from insects conserved in absolute ethyl alcohol
(-20°C), ethyl alcohol 70% (-20°C) and extraction buffer (whole and homogenized
insect). Insects conserved in absolute ethyl alcohol (room temperature), ethyl alcohol
70% (room temperature) or air-dry conditions were inappropriate for RAPD-PCR after
120, 60 and 10 days of storage, respectively.

KEY WORDS: Corn leathopper, molecular marker, DNA conservation, storage
technique.

5.1. INTRODUCAO

Técnicas moleculares tornaram-se ferramentas importantes no estudo genético
de populagdes naturais de varios organismos. Entre elas estd a técnica de DNA
polimorfico amplificado ao acaso ("Random Amplified Polymorphic DNA" - RAPD),

desenvolvida de forma independente por dois grupos de pesquisadores nos EUA (Welsh
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& McClelland, 1990; Willians et al., 1990). Embora algumas técnicas baseadas na
reagdo da polimerase em cadeia ("Polimerase Chain Reaction" - PCR) (Saiki et al.,
1988) produzam resultados satisfatorios utilizando-se DNA em pequenas quantidades e
com algum grau de degradagdo (Reiss et al., 1995), outras, como RAPD, exigem um
DNA integro, sendo que espécimes frescos constituem a melhor fonte de material
genético para este tipo de estudo. E comum em Entomologia o intercAmbio de materiais
entre pesquisadores e também a coleta de espécimes em regides distantes. No entanto, a
manutengdo de espécimes vivos até o momento do processamento visando andlise
genética € invidvel na maioria dos casos. Assim, torna-se necessario que estes insetos
sejam mortos € convenientemente conservados até o momento de sua manipulagdo em
laboratorio.

Alguns estudos tém sido realizados para determinar o efeito de diferentes
métodos de preservacdo na quantidade e qualidade do DNA (Bramwell & Burns 1988;
Goelz et al., 1985; Smith et al., 1987); entretanto, a maioria deles foi realizada com
tecidos de vertebrados, sendo que os resultados ndo s@o necessariamente aplicaveis a
insetos (Logan, 1999; Post et al., 1993). Alguns métodos de preservagdo t€ém sido
testados para insetos, como solugdo de Carnoy, silica gel, etanol, metanol, propanol, etil
acetato, etileno glicol, formalina, secagem ao ar, amil acetato, xileno, congelamento,
acetona, tampdo de extragdo, entre outros (Austin & Dillon, 1997; Dillon et al., 1996;
Logan, 1999; Post et al., 1993; Reiss et al., 1995), mas os resultados mostraram certas
diferengas dependendo do grupo de insetos ou mesmo do estadio de desenvolvimento
estudado, o que dificulta e torna questionavel uma extrapolagdo de resultados entre
diferentes grupos taxondmicos (Dillon et al., 1996).

O presente estudo teve por objetivo comparar alguns métodos simples de
preservagdo da cigarminha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott), visando
estudos de variabilidade genética em populagdes desse inseto, a partir de espécimes
coletados em regides distantes. Avaliou-se a eficiéncia quantitativa e qualitativa de
preservagdo do DNA dos espécimes por cada um dos métodos, apds sucessivos periodos

de armazenamento, bem como a performance das amostras em relagdo a técnica de

RAPD-PCR.
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5.2. MATERIAL E METODOS

Os espécimes de D. maidis utilizados neste estudo foram obtidos de uma coldnia
formada a partir de individuos coletados em Piracicaba/SP e mantida sobre plantulas de
milho, em laboratdrio, por mais de 15 geragdes. Todos os espécimes foram avaliados

previamente quanto a uma possivel contamina¢do por parasitoides.

5.2.1. Métodos de preservaciao

Oito métodos de preservagdo foram utilizados neste estudo. Espécimes de D.
maidis foram coletados vivos e submetidos, simultaneamente, a cada um dos seguintes
métodos de preservagdo: (A) congelamento dos insetos em freezer (-20°C); (B) élcool
etilico 70% (temperatura ambiente); (C) alcool etilico 70% (-20°C); (D) alcool etilico
absoluto (temperatura ambiente); (E) alcool etilico absoluto (-20°C); (F) insetos
mantidos a seco em placa de Petri (temperatura ambiente); (G) insetos inteiros mantidos
individualmente em tubos de microcentrifuga com 300 pl de tampdo de extra¢do (200
mM Tris-HCl, pH 8,0; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA e 1% SDS) (temperatura
ambiente); e (H) insetos macerados mantidos individualmente em tubos de

microcentrifuga com 300 pl de tampao de extragdo (temperatura ambiente).

5.2.2, Extragio do DNA

A intervalos de tempo de 10 a 30 dias, trés espécimes de D. maidis de cada
um dos oito métodos de preservagdo foram retirados e submetidos a extragdo do DNA

gendmico total, seguindo-se o protocolo modificado de Raeder & Broda (1985). Como
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padrdo de comparagdo foi extraido, ao final do ensaio (210 dias), o DNA de trés
espécimes frescos. Os espécimes foram colocados em tubos de microcentrifuga (1,5 ml),
macerados em presenga de 300 ul de tampdo de extragdo e incubados a 65°C por 30 min.
Em seguida, foram feitas trés extragdes organicas com fenol, fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) e cloroformio:dlcool isoamilico (24:1). Nas trés extragdes
acrescentou-se 300 pl de cada solvente, centrifugou-se a 14.800 g por 10 min e
recolheu-se o sobrenadante. O DNA foi precipitado da fase aquosa ao final da extragdo,
pela adicdo de igual volume de alcool isopropilico e de NaCl para uma concentragéo
final de 0,3 M. As amostras foram mantidas em freezer (-20°C) por no minimo 12 h. A
sedimentagdo foi feita por centrifugacdo a 14.800 g por 10 min. O DNA foi lavado com
alcool etilico 70%, seco ao ar, ressuspendido em 20 pl de TE (10 mM de Trise 1 mM de
EDTA; pH 8,0) e armazenado em freezer (-20°C) até a quantificagdo. No caso dos
métodos de preservagdo que envolveram o uso de alcool como fixador, os espécimes
foram submetidos a um pré-tratamento para reidratagdo antes da extrag@o, que consistiu
na lavagem dos espécimes em agua destilada por 5 min e em TE por no minimo 1,5 h
sob agitacdo.

O DNA total de cada espécime foi quantificado pela fluorescéncia de uma
aliquota de 2 pul de DNA extraido ap6s mistura com o pigmento Hoescht 33258 Dye
(Cesarone et al., 1979), utilizando-se fluorimetro Versa Fluor (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA 94547, USA). Ap6s a quantificagdo, as amostras de DNA foram diluidas
em TE para 3 ng/ul. Quantidades muito pequenas de DNA nas amostras (geralmente < 1
ng) ndo puderam ser medidas com precisdo pelo fluorimetro e ocasionalmente foram
obtidas leituras negativas. Nestes casos, a quantidade de DNA foi corrigida para zero.
Para a observagdo da integridade do DNA extraido, uma aliquota de 1 pl do DNA total
das amostras, diluida em 6 pl de tampdo de corrida, foi analisada por eletroforese em
tampdo TBE (100 mM Tris; 83 mM H3;Bo; e 1 mM EDTA). A eletroforese foi
conduzida a 3,5 V/cm por 1 h, em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio (1
pg/ml de gel) e fotografado sob luz U.V. com filme branco e preto NeoPan ASA 100
(Fuji Photo Film da Amazonia Ltda, Manaus, AM 69075-000, Brasil).
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5.2.3. Amplificacido via RAPD-PCR

Nas reagoes RAPD utilizou-se o primer OPA-04 (5-AATCGGGCTG-3')
(Operon Technologies, Alameda, CA 94501, USA). A amplifica¢do foi realizada em um
volume final de 20 pul contendo 6 ng de DNA; 4 mM de MgCly; 0,25 mM de dNTP; 0,3
uM do primer e 1 unidade de 7ag DNA polimerase, adicionando-se ao final 30 pl de
6leo mineral. Como controle negativo foi utilizada uma amostra que continha todos os
reagentes, exceto DNA de cigamnha. As reagdes foram realizadas em termociclador
PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, MA 02172, USA) nas seguintes condi¢des de
amplificagdo: 92°C por 5 min (1 ciclo), 92°C por 40 s, 40°C por 1,5 min e 72°C por 2
min (40 ciclos) e 72°C por 5 min (1 ciclo).

Ap0s a adi¢do de 3 ul do tampdo de corrida, 20 pl das amostras amplificadas
foram aplicados em gel de agarose 1,4%, procedendo-se a eletroforese em tampdo TBE
por 3,5 h. A eletroforese e a captura fotografica foram efetuadas como descrito
anteriormente. Realizou-se também a captura pelo sistema de documentacdo de gel
“Eagle Eye II” (Stratagene, La Jolla, CA 92037, USA), para estimativa dos pesos

moleculares dos locos amplificados.

5.2.4. Analise dos dados

Com os dados de quantidade de DNA total de cada espécime, para cada uma
das datas de extragdo, realizou-se andlise de variancia (ANOVA); as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), através do programa "Statistical Analysis
System" V. 6.08 (SAS Institute, 1993). Devido a heterogeneidade de variancia, os dados

de cada data de extragdo foram submetidos a um tipo de transformac¢do que melhor os

ajustassem ao modelo normal; as transformag¢Ges utilizadas foram: log (x+1), Vx+1,
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1 +1)? . 3 : 3
A o (x+1)" e }/m Para a comparag¢do de cada um dos métodos de preservagéo

com o método padrdo (quantidade de DNA obtida de espécimes frescos), utilizou-se o

teste de Dunnett (P < 0,05) (SAS Institute, 1993).
5.3 RESULTADOS

Baseando-se nas leituras obtidas pelo fluorimetro (Tabelas 6 e 7), o método de
extragdo utilizado neste estudo mostrou-se eficiente para D. maidis, ja que as
quantidades de DNA obtidas foram suficientes para realizagdo de analises por RAPD-
PCR.

A andlise de varidncia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, mostrou que
apos 1 dia do inicio do armazenamento todos os tratamentos forneceram quantidades de
DNA semelhantes ao padrdo (Tabela 6). A partir dos 10 dias, a quantidade de DNA
extraido de material seco ao ar, em éalcool etilico absoluto e alcool etilico 70%, ambos a
temperatura ambiente, mostraram-se significativamente inferiores ao método padrdo. O
método de congelamento ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao método
padrdo durante todo o experimento. Os demais métodos mostraram certa irregularidade e
diferiram significativamente do método padrdo em algumas datas de extragdo: alcool
etilico 70% (-20°C) aos 10, 80, 120 e 210 dias; alcool etilico absoluto (-20°C) aos 10, 60
e 80 dias; tampdo de extragdo (inseto inteiro) aos 20, 40, 60, 70, 80, 90, 100 e 210 dias e
tampdo de extragdo (inseto macerado) aos 80 e 100 dias. O teste de Dunnett, que apenas

compara os tratamentos com o padrdo, confirmou estes resultados.



Tabela 6. Quantidades médias (+ desvio padrdo da média) de DNA gendémico total (ng DNA/ul TE) extraida por espécime de D.

maidis, apds periodos de armazenamento de 1 a 70 dias, sob diferentes métodos de preservagéo.

Periodo de armazenamento (dias)

Método 1 10 20 30 40 50 60 70
Padrio-espécimes frescos 105+5a°  105+5a’  105+5a’  105+5a°  105+5a’  105+52°  105+5a°  105+5a°
Congelamento (-20°C) 76+5 a* 71+16 ab* 65+8 ab*  84+15 ab* 101+1 a* 57+23 ab* 118+2 a* 90+20 a*
T. E. (ambiente)’ 54+9 a* 58+5 ab* 79+9 a* 38+15abc* 79+25ab* 45+6 ab*  95+16ab*  76+25 a*
T. E. (ambiente)? 60+11 a* 56+20ab*  35+16bc 33+10 abc* 31+11bcd 49+15ab* 28+2 dc 30+8 bc
Alcool absoluto (-20°C) 73+15 a* 39+4 b 60+4 ab* 11743 a* 72+18abc* 80+17a* 3349 bed 50+1 ab*
Alcool 70% (-20°C) 78+7 a* 39+5 b 52+3 ab*  95+33 ab* 43+7 abcd* 81+38ab*  79+35abc*  44+4 ab*
Alcool absoluto (ambiente) 97+3 a* 36+11b 14+2 ¢ 2746 bc 2046 cd 15+8 be 22+4 cd 1243 cd
Alcool 70% (ambiente) 68+8 a* 24+6 be 1141 ¢ 13+3 cd‘ 15+5 d 8+1 be 2141 cd 4+2 d
Seco ao ar 110+2 a* 5t4 ¢ 0 d 0 d 0 e 0 c 0 d 0 e
P 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0003 0,0001 0,0001 0,0001

F 9,5 28,7 18,9 17,2 7,0 10,8 39,8 124,5
Graus de liberdade 8ell 8el8 8el8 8el8 8el8 8el8 8el8 8ell

! Tampdo de extragdo (inseto macerado).

? Tampdo de extragio (inseto inteiro).

3 Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
* Indica nenhuma diferenga significativa em relagdo ao método padrdo (DNA extraido de espécimes frescos)

pelo teste de Dunnett (P < 0,05)

141!



Tabela 7. Quantidades médias (+ desvio padrdo da média) de DNA gendmico total (ng DNA/ul TE) extraida por espécime de D.

maidis, ap6s periodos de armazenamento de 80 a 210 dias, sob diferentes métodos de preservagéo.

Periodo de armazenamento (dias)

Método 80 90 100 120 140 160 180 210
Padrio-espécimes frescos 105+5a°  105+5a°  105+5ab’  105+5a’  105+5a’  105+5a’  105+5a°  105+52’
Congelamento (-20°C) 73+8 ab* 128+1 a* 131+1 a* 94+18 ab* 140+2 a* 96+11 a* 100+1 a* 10244 a*
T. E. (ambiente)’ 3749 cd 73+15 a* 28+3 dc 67+15 ab* 34+7 a* 61+8 a* 92+18 a* 64+3 ab*
T. E. (ambiente)’ 3443 cd 2349 b 19+6 d 67+16 ab* 41+5 a* 62+12 a* 53+5 a* 3745 ¢
Alcool absoluto (-20°C) 46+4 be 65+31 a* 59417 be* 59+3 ab* 4443 a* 68+13 a* 88+9 a* 82+4 a*
Alcool 70% (-20°C) 43+14bcd 6643 a* 49+4 be*  40+1 b 64+25 a* 59+19 a* 68+7 a* 43+10 be
Alcool absoluto (ambiente) 20+1 d 1343 b 14+3 d 8+1 ¢ 4+2 be 3+2 be 442 b 3+1 d
Alcool 70% (ambiente) 342 e 2+1 ¢ 242 e 341 d 242 b 4+1 b 241 ¢ 2+1 d
Seeco ao ar 0 e 0 d 0 e 0 e 0 ¢ 0 c 0 c 0 d
P 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
F 64,3 80,5 633,3 32,5 44,9 55,9 68,2 452,4
Graus de liberdade 8el8 8el8 8e 18 8el8 8el8 8e 18 8el8 8ell

" Tampdo de extragdo (inseto macerado).

2 Tampdo de extragdo (inseto inteiro).

3 Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

* Indica nenhuma diferenga significativa em relagdo ao método padrido (DNA extraido de espécimes frescos)
pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

Sl
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Um exemplo representativo da qualidade do DNA extraido pode ser
observado na Figura 32. Com 1 dia apds o inicio do estudo, observou-se uma boa
qualidade do DNA extraido em todos os tratamentos (colunas 7-14). Entretanto,
nenhuma banda pdéde ser visualizada no gel para os tratamentos alcool etilico 70%
(colunas 16, 24 e 32) e alcool etilico absoluto (colunas 18, 26 e 34) sob temperatura
ambiente, bem como para espécimes secos ao ar (colunas 20, 28 e 36), apds 70, 120 e
210 dias, devido a baixa quantidade de DNA obtida ou a degradagdo total do acido
nucléico nesses tratamentos.

Com excegdo do tratamento em que os espécimes foram conservados a seco,
onde a partir dos 10 dias ndo foram observados produtos de amplifica¢do (Figura 33B, C
e D coluna 8), todos os tratamentos mostraram amplificagdo via RAPD-PCR bastante
satisfatoria (Figura 33). Foram amplificados de forma consistente um nimero razoavel
de locos génicos, cujos pesos moleculares foram estimados entre 200 e 2.600 pares de

base.
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Figura 32. DNA gendmico total em gel de agarose 0,8%, extraido de Dalbulus maidis
armazenado sob diferentes condi¢des. Colunas 1-5, padrio Lambda DNA
(Pharmacia) (20, 50, 80, 110 e 150 ng); 6, material fresco; 7, 15, 23 e 31,
congelamento (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 8, 16, 24 e 32, alcool
etilico 70% (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 9, 17, 25 e
33, alcool etilico 70% (-20°C) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 10,
18, 26 e 34, alcool etilico absoluto (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias,
respectivamente); 11, 19, 27 e 35, alcool etilico absoluto (-20°C) (1, 70, 120 e
210 dias, respectivamente); 12, 20, 28 e 36, seco ao ar (1, 70, 120 e 210, dias
respectivamente); 13, 21, 29 e 37, tampido de extragio (inseto inteiro)
(ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 14, 22, 30 e 38, tampéo
de extragdo (inseto macerado) (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias,
respectivamente).
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Figura 33. Produtos da amplificagdo de DNA de Dalbulus maidis via RAPD-PCR pelo
primer OPA-04 em gel de agarose 1,4%, a partir de individuos armazenados
por periodos sucessivos sob diferentes condi¢des. (A) 1 dia; (B) 70 dias; (C)
120 dias e (D) 210 dias. Coluna 1, marcador (100 base-pair Laedder)
(Pharmacia); 2, material fresco; 3, congelamento; 4, élcool etilico 70%
(ambiente); 5, élcool etilico 70% (-20°C); 6, alcool etilico absoluto
(ambiente); 7, alcool etilico absoluto (-20°C); 8, seco ao ar; 9, tampdo de
extragdo (inseto inteiro) (ambiente); 10, tampdo de extragdo (inseto
macerado) (ambiente); 11, controle negativo (todos os componentes da
reacdo menos o DNA) e 12, marcador (Kilobase™ DNA marker)
(Pharmacia).
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5.4. DISCUSSAO

A técnica de RAPD-PCR € uma importante ferramenta na analise da estrutura
e diversidade genética em populagdes naturais (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Diversos
estudos baseados em marcadores RAFD-PCR com populagdes de insetos oriundos do
campo tém sido realizados, como por exemplo, andlise da diversidade genética entre e
dentro de populagdes do pulgdo Diuraphis noxia (Mordivilko) (Puterka et al., 1993),
dentro de populagdes da cigarnnha Empoasca fabae (Harris) (Skinner & Camacho
1995), entre as espécies Myzus persicae (Sulzer) e M. nicotianae Blackman
(Margaritopoulos et al., 1998) e detec¢éio de polimorfismo genético em diversas espécies
de pulgdes (Black et al., 1992). Mas nem sempre € possivel obter material fresco para
tais estudos, como por exemplo quando se coleta materiais de regides distantes (Reiss et
al, 1995), ou mesmo quando a andlise do material ndo pode ser realizada
imediatamente. Muitas técnicas de preservagdo comumente utilizadas podem ndo
conservar a integridade do DNA, que € um ponto critico em muitas técnicas de analise
genética.

Para ensaios RAPD-PCR utilizando-se D. maidis, quantidades minimas de
DNA, da ordem de 3 ng/pl, sdo suficientes para uma amplificagdo consistente (Capitulo
2). No entanto, sabendo que estes estudos requerem a utilizagdo de varios primers e
computando-se as perdas durante a manipulagdo das amostras de DNA, neste estudo s6
foram consideradas satisfatorias as extra¢gdes que forneceram no minimo 160 ng/20 pl. A
variagdo na quantidade de DNA obtida de espécime para espécime dentro dos
tratamentos em cada uma das datas de extragdo pdde, em parte, ser explicada pelo fato
de que os individuos foram tomados ao acaso, e como as f€meas nesta espécie sdo
significativamente maiores que os machos (Oliveira, 1996), maiores quantidades de
DNA s@o esperadas para as mesmas, como demonstraram Post et al. (1993) estudando o
diptero Simulium damnosum Theobald.

A exemplo de resultados negativos obtidos da extracdo de DNA de insetos de

museu (Dillon et al., 1996; Post et al., 1993), a manutengdo de espécimes secos ao ar
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mostrou-se pouco apropriada como método de conservagdo de D. maidis, ocorrendo uma
drastica degradagdo do DNA gendmico total nos primeiros 10 dias ap6és a morte dos
espécimes, com degradacdo total apos esse periodo (Tabela 1; Figura 32 colunas 20, 28
e 36).

A preservagdo em alcool etilico 70% sob temperatura ambiente propiciou
quantidades satisfatorias de DNA até os 60 dias, enquanto que o armazenamento em
alcool etilico absoluto, também & temperatura ambiente, mostrou-se adequado até os 120
dias (Tabelas 6 e 7). Para tecido de mamiferos, Smith et al. (1987) relataram a
conservagdo do DNA em 4lcool etilico por mais de 5 anos, mas este ndo parece ser o
comportamento do DNA de insetos preservados em alcool (Post et al., 1993). Reiss et al.
(1995) constataram para o coledptero Amara glacilis (Mannerheim), fixado em élcool
etilico 95%, um periodo de preservagdo do DNA de 73 dias. Para os espécimes de D.
maidis preservados em alcool etilico a temperatura ambiente, observou-se um gradiente
de degradag@o ao longo do tempo, fungdo da atividade continua de nucleases (Dessuer et
al., 1996), sendo este mais acentuado para alcool etilico 70%. Algumas variaveis t€ém se
mostrado importantes na quantidade e qualidade de DNA extraido de materiais
preservados em alcool etilico, tais como a concentragdo do alcool, temperatura e tempo
de armazenamento (Dillon et al., 1996).

Os métodos alcool etilico 70% e alcool etilico absoluto a -20°C e espécimes
conservados em tampdo de extragdo (insetos inteiros e macerados), apesar de em
algumas datas de extragdo terem apresentado diferengas significativas em relagdo ao
material fresco, permitiram a extrag@o de quantidades satisfatorias de DNA (> 160 ng/20
pl) de alta qualidade em todas as datas de extrag@o. A preservagdo de material em alcool
etilico a baixas temperaturas tem sido apontada por alguns autores como um método
eficiente de preserva¢do do DNA de diversos grupos de insetos por longos periodos de
tempo (Dillon et al., 1996; Post et al., 1993). Reiss et al. (1995) afirmaram que tampéo
de extragdo ¢ um método adequado de preservagdo de DNA, desde de que o inseto seja
bem homogeneizado. Neste estudo, observou-se que espécimes homogeneizados quase

sempre forneceram quantidades superiores de DNA do que os mantidos inteiros, porém
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este ultimo procedimento mostrou-se também satisfatorio como método de preservagio
de DNA de D. maidis (Tabelas 6 € 7).

O método do congelamento (-20°C) foi a forma mais eficiente de
armazenamento de espécimes de D. maidis, preservando a integridade e fornecendo
quantidades de DNA semelhantes ao do material fresco durante todo o estudo (Tabelas 6
e 7). Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos envolvendo os mais
diferentes grupos de insetos, como Diptera (Post et al., 1993), Coleoptera (Reiss et al.,
1995) e Hymenoptera (Dillon et al., 1996).

As amostras de DNA extraidas nas diferentes datas permitiram, com excegéo
do material seco ao ar a partir dos 10 dias de armazenamento, a amplifica¢do via RAPD-
PCR (Figura 33). Para os tratamentos alcool etilico 70% e absoluto & temperatura
ambiente, a ndo observa¢do de banda correspondente ao DNA genémico total no gel de
agarose 0,8% aos 70, 120 e 210 dias (Figura 32, colunas 16, 18, 24, 26, 32 e 34) foi
devido as baixas quantidades de DNA extraido, que a despeito disto foram detectadas
pelo fluorimetro (Tabelas 6 € 7) e permitiram amplificagdo (Figura 33B, C e D). Porém,
para alcool etilico 70% a partir dos 60 dias e alcool etilico absoluto a partir dos 120 dias,
a quantidade de DNA extraido (<160 ng/20 pl), apesar de permitir amplificacdo,
mostrou-se invidvel para um ensaio de RAPD-PCR pelo baixo volume de DNA
ressuspendido.

De forma pratica, para o intercimbio de espécimes de D. maidis visando
andlise genética ou mesmo quando da coleta de espécimes em locais remotos, pode-se
recomendar a preservagdo em alcool etilico absoluto por um curto espago de tempo, que
mostrou-se um método bastante simples, de baixo custo e que pode ser utilizado
diretamente no campo (Reiss et al., 1995). Outra possibilidade € a preservacdo dos
espécimes em tampdo de extragdo (inseto macerado ou inteiro), que permitiu a
conservagdo do DNA por longo periodo de tempo sem a necessidade de refrigeragdo. A
desvantagem, porém, ¢ que materiais assim preservados ndo permitiriam estudos dos
aspectos morfologicos ou a verificagdo da presenga de parasitoides (Post et al., 1993),
uma vez que o material € homogeneizado. Mesmo com o inseto inteiro, devido a

ocorréncia de lise das células, os espécimes tornariam-se inadequados para tais estudos,



122

que via de regra sdo auxiliares a analise genética e permitem a correta identificagdo
taxon6mica do inseto.

No caso de necessidade de conservagdo dos espécimes em laboratdrio, sem
duvida, a pratica mais recomendada € o congelamento (-20°C ou menos) (Dillon et al.,
1996; Reiss et al., 1995), por manter a integridade e propiciar quantidades de DNA
comparaveis as obtidas de material fresco, por longo periodo de tempo. Entretanto,
outros métodos como alcool etilico absoluto e 70% a -20°C, ou a conserva¢do em

tampdo de extragdo também podem ser utilizados.



6. EVIDENCIA DE DISSEMINACAO DE MOLICUTES DO MILHO A LONGAS
DISTANCIAS PELO VETOR Dalbulus maidis (DeLONG & WOLCOTT)
(HEMIPTERA: CICADELLIDAE)

RESUMO - Dalbulus maidis ¢ vetor de dois molicutes associados ao enfezamento do
milho, Spiroplasma kunkelii Whitcomb et al. e o fitoplasma do milho. Pelo
desconhecimento de plantas hospedeiras alternativas desses patégenos no Brasil, supde-
se que os mesmos possam se utilizar do vetor para sua sobrevivéncia e disseminagdo a
longas distdncias na entressafra do milho. Para investigar esta hipdtese avaliou-se a
infectividade natural de imigrantes de D. maidis em plantios de primavera na regido de
Anastacio/MS, onde ndo se cultiva o milho na entressafra (outono/inverno), em duas
situagOes distintas: a) areas onde o milho € plantado anualmente a partir de outubro, e b)
areas onde o milho ndo era cultivado ha varios anos. A avaliagdo foi realizada em cinco
areas distintas nas safras 1997/98 e 1998/99. Apds a emergéncia do milho foram
coletadas cigarrinhas vivas para andlise da infectividade por S. kunkelii e fitoplasma,
através de bioensaios de transmissdo. Essas foram confinadas em plantulas sadias de
milho, para um periodo de acesso a inoculagdo de 4 dias. Posteriormente, as plantas
foram avaliadas quanto a sintomas diagnosticos de S. kunkelii e por PCR para detecgdo
de fitoplasma. Detectou-se S. kunkelii e fitoplasma em 1,6 a 19,7% e 1,1 a 3,6% dos
individuos coletados, respectivamente. O aparecimento de adultos infectivos logo ap6s a
germinacdo da cultura, inclusive nas 4reas onde o milho ndo era cultivado hd varios
anos, sugere que os molicutes foram transportados na entressafra por individuos

migratorios de D. maidis.
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PALAVRAS-CHAVE: enfezamento palido, enfezamento vermelho, cigamnha-do-
milho, ecologia.

EVIDENCE OF LONG-DISTANCE SPREAD OF MAIZE MOLLICUTES BY
Dalbulus maidis (DeLONG & WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE)

SUMMARY- Dalbulus maidis is the vector of two mollicutes associated with corn
stunting diseases, Spiroplasma kunkelii Whitcomb et al. and maize bushy stunt
phytoplasma. Because alternative host plants are unknown in Brazil, these mollicutes
possibly depend on the leathopper vector for survival and spread during the corn
overseason. To investigate this hypothesis, the natural infectivity of D. maidis
immigrants was evaluated in spring plantings of 1997 and 1998 in the region of
Anastacio/MS, where maize is not cultivated in the overseason (autumn/winter), in two
different situations: a) areas where maize is planted annually in the spring, and b) areas
where maize had not been cultivated for several years. After the crop emergency, live
leathoppers were collected from the plants and tested for infectivity by S. kunkelii and
phytoplasma, through transmission bioassays. In the lab, the insects were confined on
healthy maize seedlings for an inoculation access period of 4 days. Two months later,
the test plants were rated for diagnostic symptoms of S. kunkelii and tested by PCR for
phytoplasma infection. S. kunkelii and phytoplasma were detected in 1.6 to 19.7% and
1.1 to 3.6% of the collected individuals, respectively. The appearance of infective adults
soon after maize germination, even in the areas where the maize had not been cultivated
for several years, suggests that the mollicutes were transported in the overseason by
migratory individuals of D. maidis.

KEY WORDS: corn stunt spiroplasma, maize bushy stunt phytoplasma, corn

leathopper, overseasoning ecology.
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6.1. INTRODUCAO

A cigarmrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott), unica espécie
do género Dalbulus DelLong relatada em milho (Zea mays L.) no Brasil (Oliveira, 1996),
€ considerada uma das pragas mais importantes e amplamente distribuidas em milho na
América Latina. Embora possa causar danos diretos pela intensa sucgdo de seiva
(Bushing & Burton, 1974; Waquil, 1997), seu status de praga se deve a capacidade de
transmitir, de forma persistente e propagativa, o virus da risca do milho ("maize rayado
fino virus"-MRFV) e os molicutes associados ao enfezamento do milho, Spiroplasma
kunkelii Whitcomb et al. ("corn stunt spiroplasma"-CSS) e fitoplasma ("maize bushy
stunt phytoplasma"-MBSP) (Nault 1980; 1990).

O enfezamento palido foi primeiramente relatado na década de 40 no estado
americano do Texas (Alstatt, 1945), no entanto, o agente causal so6 foi identificado na
década de 70 como sendo S. kunkelli, um procarionte habitante do floema (Davis et al.,
1972). O enfezamento vermelho, doenga observada pela primeira vez no México na
década de 50, teve o seu agente causal identificado na década de 80 como sendo um
fitoplasma, também um procarionte habitante do floema (Gordon et al., 1981).

Em muitas regides, as perdas ocasionadas pela incidéncia de doengas
transmitidas por D. maidis podem ser esporadicas. Entretanto, os danos podem ser
bastante severos em areas cultivadas com variedades suscetiveis e, em especial, onde o
milho € cultivado durante todo o ano, principalmente se as plantas forem infectadas
ainda no estagio de plantulas. Desde de o sul dos EUA e em toda América Latina, em
paises como México, El Salvador, Nicaragua e Peru, sdo registradas relevantes quebras
de produgdo que, em alguns casos, podem chegar a 100% (Gamez & Leodn, 1985; Nault,
1990; Nault et al., 1981).

No Brasil, as doengas do milho associadas a virus e molicutes disseminadas
por D. maidis eram consideradas de pouca importancia (Kitajima & Nazareno, 1985;
Kitajima et al., 1984). Nos ultimos anos, entretanto, a incidéncia dos enfezamentos do

milho aumentou consideravelmente na regido Centro-Sul, especialmente em plantios
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tardios (Fernandes & Balmer, 1990; Silva et al., 1991), havendo relatos de incidéncias
elevadas dos enfezamentos e de MRFV, com perdas expressivas de produgdo,
principalmente nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias e Parana (Folegatti et al.,
1997, Oliveira et al., 1998; Waquil et al., 1996).

Estudos da atividade de voo e comportamento de fuga de D. maidis tém
indicado um alto potencial de migragdo e dispersdo para esta espécie (Heady & Nault,
1985; Taylor et al., 1993), podendo a mesma se deslocar por longas distancias, como
sugere o surto de CSS na Flérida em 1979, provavelmente resultado da migragédo de
cigarmnhas vindas de ilhas do Caribe (Bradfute et al., 1981). A capacidade de migragdo
parece ser especialmente importante para insetos que, como a cigarrinha-do-milho,
utilizam apenas milho e teosintos (Zea spp.) como hospedeiro (Barnes, 1954; Nault,
1990). Milho e alguns teosintos sdo também os unicos hospedeiros naturais relatados
para S. kunkelii e MBSP (Nault, 1980). Assim, postula-se que esses molicutes
sobrevivam no vetor em dreas e épocas em que o milho nédo € cultivado, podendo ser
disseminados a longas distancias nessas circunstancias.

Para investigar a hipotese de sobrevivéncia dos molicutes (S. kunkelii e
fitoplasma do milho) em D. maidis durante a entressafra do milho, avaliou-se a
infectividade natural de individuos imigrantes dessa espécie de cigarrinha em plantios de
primavera em regido onde se cultiva pouco milho, com predominéncia de pastagens e

entressafra prolongada (6-7 meses).

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1. Caracteristicas das dreas experimentais e coleta de cigarrinhas

O estudo foi realizado nas safras 1997/98 e 1998/99 no municipio de

Anastacio/MS, onde ndo se cultiva o milho no outono/inverno, em duas situagdes
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distintas: a) areas I e II: pequenas propriedades (=20 ha) de subsisténcia, onde o milho
era plantado anualmente a partir de outubro, apds a colheita do feijdo; e b) areas III, IV e
V: propriedades (=70 ha) cobertas por pastagens perenes, onde o milho ndo era cultivado
ha pelo menos 5 anos. As areas de pastagens (II, IV e V) eram distantes pelo menos 20
km das areas com plantio anual de milho (I e II). O municipio em estudo localiza-se na
regido oeste do Estado do Mato Grosso do Sul, cuja principal atividade agricola é a
pecuaria e fruticultura, estando afastado de grandes areas produtoras de milho por uma
distancia superior a S0 km (Figura 34).

Nos meses de novembro ¢ dezembro de cada safra, o solo foi preparado e
adubado (NPK 4:14:8), plantando-se em todas as areas a variedade de milho BR-106 em
talhdes de aproximadamente 2000 m®, com excegio da area V, que s6 foi avaliada na
safra 1998/99.

Utilizando-se aspirador bucal, foram coletadas amostras de mais de S0 adultos
de D. maidis diretamente das plantas de milho, em cada uma das éareas, logo apds a
emergéncia da cultura (< 30 dias), no meio (60-90 dias) e no final da safra (> 90 dias).
Os espécimes foram colocados em caixas plasticas contendo uma camada de gesso
umedecida no fundo e pedagos de folhas de milho. Este procedimento permitiu o
transporte de espécimes vivos até o laboratério em Piracicaba/SP, onde procedeu-se a

andlise de infectividade natural pelos molicutes através de bioensaios de transmisséo.

6.2.2. Bioensaios de transmissio

Os insetos coletados foram confinados sobre plantas-teste em gaiolas teladas
(D'Arcy & Nault, 1982), em grupos de 4-7 individuos por planta, durante um periodo de
acesso a inoculagdo (PAI) de 4 dias. Como plantas-teste foram usadas plantulas sadias
de milho hibrido XL 330, no estadio de 3-4 folhas, obtidas em potes plasticos de 10 cm
de didmetro. Ap6s o PAI, as plantas-teste foram transplantadas individualmente para

potes plasticos maiores (22 cm de didmetro), sendo mantidas em casa de vegetagéo livre
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Figura 34. Localizagdo do municipio de Anastacio/MS e das cinco areas experimentais €

distancia aproximada entre as mesmas.

de cigarrinhas para desenvolvimento de sintomas. Grupos de trés a cinco plantas-teste
ndo inoculadas foram usadas como controle negativo em cada bioensaio de transmiss@o.
As plantas foram pulverizadas com inseticida (mevinf6s, 2,5 ml/l de calda) para se
eliminar ninfas de D. maidis que eventualmente eclodissem, sendo fertilizadas
periodicamente com nitrocalcio. Semanalmente as plantas-teste foram avaliadas quanto
a presenca de sintomas diagnosticos de S. kurkelii (estrias cloroticas no limbo foliar)
(Nault, 1980). Testes preliminares indicaram que a infec¢@o por S. kunkelii induz estrias
cloroticas no hibrido XL 330 em casa de vegetagdo (dados nio publicados). A presenga

do espiroplasma em plantas com estrias cloroticas foi confirmada pelo teste PTA-ELISA
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("plate-trapped antigen enzyme-linked immunosorbant assay") (Mowat & Dawson,
1987) com antissoro policlonal para S. kunkelii, utilizando-se a fosfatase alcalina como
enzima e o fosfato de nitro-fenil como substrato. O antissoro foi gentilmente cedido pelo
Dr. Donald Gordon (Ohio State University, Wooster, OH, USA).

Para se detectar infecgbes por fitoplasma, amostras de folhas das plantas-teste
com sintomas de enfezamento ou descoloragdo de folhas (com ou sem estrias cloréticas)
foram coletadas ap6s 50-60 dias do PAI, e submetidas ao teste de PCR (Polimerase
Chain Reaction). A extragdo e amplificagio de DNA das amostras foram conduzidas
conforme descrito por Lee et al. (1995), utilizando-se os primers R16F2N (5-ACG ACT
GCT AAG ACT GG-3") e R16R2 (5'-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-
3"), que amplificam o gene 16S do rDNA de fitoplasmas.

Pelo fato dos espécimes terem sido testados em grupos sobre as plantas-teste,
a taxa individual de infectividade das cigarrinhas para os dois molicutes foi estimada

com base na formula proposta por Swallow (1985), I = 1-(1-p)"*

, sendo p a proporgdo de
plantas infectadas no bioensaio de transmissdo e £ o numero de cigarrinhas confinadas

por planta-teste.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Adultos de D. maidis foram observados e coletados em milho em todos os
talhdes experimentais, inclusive nas areas (III, IV e V) onde ndo se cultivava milho.
Foram realizados 11 bioensaios de transmissio com um total de 797 cigarmnnhas
coletadas e 158 plantas-teste avaliadas (Tabela 8). Estrias cloroticas diagnosticas de S.
kunkelii (Nault, 1980) puderam ser observadas em 97,5% de um total de 40 plantas com
sintomas de enfezamento nos bioensaios de transmissdo, aos 50-60 dias apés o PAIL. A
andlise por PCR de todas as plantas sintomaticas (enfezamentos palido ou vermelho),
revelou que apenas 12,5% (n=5) estavam infectadas com fitoplasma, sendo que 10%

(n=4) apresentaram infecgdo pelos dois molicutes.
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Tabela 8. Estimativas de infectividade natural por Spiroplasma kunkelii e fitoplasma em
adultos de Dalbulus maidis amostrados na regido de Anastacio/MS, em

diferentes areas ¢ fases da cultura do milho, na safra 1997/98 ¢ 1998/99.

Fase da Nimero de  Proporcio de plantas-teste Porcentagem de

Area cultura cigarrinhas infectadas no bioensaio cigarrinhas infectivas®

(dias apés avaliadas®  S. kunkelii fitoplasma S. kunkelii fitoplasma

germinacio)

g >90 54 7/14 0/14 16,4 0
g 60-90 65 1/16 0/16 1,6 0
2 ur <30 72 4/14 0/14 6,3 0
& v <30 110 2/15 0/15 1,9 0
Do >90 90 018 0/18 0 0

o 30 106 3721 221 3,0 2,0
g I >90 50 0/10 0/10 0 0
g I 60-90 50 4/10 0/10 9,7 0
é: ve <30 60 8/12 2/12 19,7 3,6
S IV 60-90 50 4/10 0/10 9,7 0

VP <30 90 6/18 1/18 7,8 1,1

a A;reas onde o milho ¢ plantado anualmente na pnimavera;

® Areas de pastagens perenes onde néo se cultivava milho ha pelo menos 5 anos;

¢ Espécimes foram avaliados em grupos de 4-7 por planta-teste, dependendo do bioensaio;
¢ Estimativa da % de espécimes infectivos baseando-se na férmula de Swallow (1985),
I =1-(1-p)" sendo p a proporg¢do de plantas infectadas no bioensaio de transmissdo e k
o numero de cigarrinhas confinadas por planta-teste.

A porcentagem de cigamnhas infectivas (S. kunkelii e/ou fitoplasma) nas
diferentes areas avaliadas e nas duas safras variou de 1,1 a 19,7% (Tabela 8). Na safra
1997/98, a porcentagem de cigarrinhas infectivas com S. kunkelii variou de 1,6 a 16,4%,
ndo se detectando nenhum espécime infectivo com fitoplasma. Na safra 1998/99, a
porcentagem de espécimes de D. maidis infectivos com espiroplasma ficou entre 3,0 a

19,7%; para fitoplasma esta porcentagem variou de 1,1 a 3,6%. As freqiiéncias de
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espécimes positivos para S. kunkelii foram maiores do que para fitoplasma em todas as
areas.

As cigammnhas imigrantes, coletadas logo apds a germinagdo do milho (<30 dias),
mostraram taxas relativamente altas de infectividade por S. kunkelii nas safras 1997/98
(1,9 - 6,3%) e 1998/99 (3,0 - 19,7%), mesmo em areas de pastagens perenes (III, IV e
V), onde o milho ndo havia sido cultivado hd pelo menos 5 anos. A area IV, que
anteriormente era pastagem, apresentou uma porcentagem elevada (19,7%) de espécimes
infectivos por S. kunkelii, e relativamente alta para fitoplasma (3,6%) na safra 1998/99, o
que talvez tenha sido devido ao fato de que nesta area o milho passou a ser plantado de
forma escalonada a partir de 1997/98, aumentando, assim, a quantidade de inéculo.

Estudos conduzidos nas Américas do Norte e Central tém indicado que tanto D.
maidis como os molicutes, S. kunkelii e fitoplasma, apresentam uma gama restrita de
plantas hospedeiras naturais para reprodugdo, constituida basicamente de milho e
teosintos (Barnes, 1954; Larsen et al., 1992; Nault, 1980), embora ja tenha sido relatada
a criagdo de D. maidis em Tripsacum dactyloides (L.) (Pitre et al., 1966), bem como a
transmissdo experimental de S. kunkelii para algumas dicotiledoneas (Markham et al.,
1977). Assim, pouco se sabe a respeito de como D. maidis e esses molicutes sobrevivem
na entressafra do milho, em regides onde teosintos ndo ocorrem ou sdo raros. Esta
cigarmnha que é abundante durante a cultura do milho, desaparece dos campos apos sua
seca. Nault (1990) e Larsen et al. (1992) sugerem como possiveis estratégias para esta
espécie no México, a sobrevivéncia em plantios de milho irrigado ou em habitats
adjacentes aos campos de milho, ou a hibernagdo de adultos nos restos culturais ou
vegetacdo proxima de plantios. Altemativamente, a migragéo e dispersdo parecem ser
estratégias importantes para a sobrevivéncia de insetos que utilizam hospedeiros de ciclo
curto como o milho. Em paises como o México e Guatemala, adultos de D. maidis
podem ser encontrados em todas as espécies de teosintos amostradas, inclusive em
plantas perenes do género 7ripsacum L. (Nault & DeLong, 1980). No entanto, somente
depois que os campos de milho maturam e suas folhas secam € que as cigarrinhas
procuram as folhas verdes de Tripsacum spp. (Nault, 1990). No Brasil, as condi¢des para

sobrevivéncia da cigarmnha-do-milho na entressafra parecem ser mais drasticas, pelo
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menos com relagdo a hospedeiros alternativos, pois plantas como teosintos e 7ripsacum
sdo muito pouco comuns. Assim, na auséncia de outras plantas hospedeiras, D. maidis
estaria em completa dependéncia de seu hospedeiro primario, o milho, podendo utilizar
a migrac¢do ou dispersdo para a localizagdo de novos cultivos ao final de cada safra.

A regido de Anastacio/MS tem como caracteristica a presenca de um extenso
continuo de pastagens perenes com cultivo do milho apenas em pequenas areas de
subsisténcia, sendo que dreas de cultivo intensivo de milho estdo distantes mais de S0
km, e a entressafra estende-se por cerca de 6-7 meses. Especulamos, portanto, que as
cigamnhas que primeiro chegam as areas de pastagens perenes, advém, por meio de
migracdo, de locais distantes. Esta hipotese vem sendo sustentada por estudos
populacionais e genéticos de D. maidis conduzidos nesta mesma regido (Capitulos 1 e
2). Por exemplo, nenhum espécime de D. maidis foi coletado nas areas de pastagens
perenes (III, IV e V) em vegetagdo adjacente aos talhdes experimentais, especialmente
gramineas, com uso de rede de varredura, antes do plantio do milho. Esta hipotese de
migragdo € congruente com estudos realizados por Taylor et al (1993) que, avaliando a
atividade de voo de D. maidis em diferentes temperaturas de criagdo, luminosidade e
condi¢do de planta hospedeira, sugeriram um possivel comportamento migratorio para
esta espécie. Estudos de comportamento de fuga de D. maidis em laboratério
demonstraram a sua pronta aptiddo para o voo (Heady & Nault, 1985), que ¢é
particularmente importante para espécies que utilizam hospedeiros sazonais, onde
pequenos voos poderiam leva-los para culturas proximas (Nault, 1990).

A coleta de cigarrinhas infectadas com S. kunkelii e fitoplasma nas areas de
pastagens perenes (III, IV e V), logo ap6s a germina¢do do milho, sugere que os
molicutes foram transportados na entressafra por espécimes migratorios de D. maidis,
possivelmente oriundos de areas distantes. Os dados também reforgam a hipotese de que
S. kunkelii pode sobreviver no vetor na auséncia da planta hospedeira, durante periodos
de entressafra (Ebbert & Nault, 1994).

A relag@o entre D. maidis e os molicutes, S. kunkelii e fitoplasma, é do tipo
persistente e propagativa, ou seja uma vez tendo adquirido o patégeno este multiplica-se

no vetor, permanecendo este ultimo infectivo durante toda a vida (Nault, 1997). Neste
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tipo de relagdo, os vetores, € ndo as plantas, parecem estar mais bem adaptados como
hospedeiros para estes patogenos, sendo raros os casos em que patdgenos propagativos
causam efeitos adversos em seus vetores (Nault, 1997). Uma longa associa¢do entre um
vetor e um patogeno de planta geralmente evolui para compatibilidade, onde o patégeno
€ pouco ou ndo patogénico ao vetor (Madden & Nault, 1983). Observou-se neste estudo
que em praticamente todas as areas e €pocas avaliadas infecgdes por S. kunkelii em D.
maidis foram maiores que por fitoplasma. Madden et al. (1984) mostraram que S.
kunkelii ndo € patogénico a cigarrinha-do-milho, ndo afetando a longevidade ou
fecundidade de adultos em temperaturas entre 20 e 29°C, enquanto que o MBSP afetou
significativamente estes pardmetros bioldgicos do vetor. Além disso, Ebbert & Nault
(1994) observaram que infecg¢des por S. kunkelii propiciam alguns beneficios a D.
maidis, como por exemplo, o aumento da sobrevivéncia, principalmente de fémeas, em
temperaturas entre 10 e 20°C, que chegou a ser de 2,2 vezes, comparando-se com
espécimes sadios. Isto pode ser particularmente importante na estratégia de
sobrevivéncia dessa cigarrinha e do espiroplasma, na entressafra do milho. Portanto, a
maior freqiiéncia de espécimes de D. maidis infectados por S. kunkelli do que por
fitoplasma nas éreas estudadas pode estar associada a relagdo de mutuo beneficio
existente entre o espiroplasma e o vetor.

Os resultados deste estudo sdo relevantes para se delinear estratégias de
manejo visando minimizar os prejuizos causados por esses molicutes em milho na
América Latina, uma vez que as primeiras cigarrinhas colonizando a cultura podem
trazer consigo quantidades relativamente altas de in6culo, mesmo apds um periodo de
pousio de vérios meses. Para melhor compreender os mecanismos de sobrevivéncia e
disseminagdo dos molicutes na entressafra do milho, sdo necessarios estudos mais

abrangentes da gama de hospedeiros alternativos desses patdogenos e do vetor, D. maidis.



7. CONCLUSOES

o Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) coloniza o milho logo apds sua
germinacdo na regido de Anastacio/MS, mesmo em areas onde esse cereal ndo é

plantado ha muitos anos.

e Adultos da cigarrinha-do-milho sdo capturados por cartdes adesivos
amarelos em areas com o solo preparado para o plantio, antes mesmo da germinagdo da

cultura.

e Picos de captura de D. maidis ocorrem também durante a entressafra do
milho, simultaneamente em areas isoladas, sendo maiores em locais de solo descoberto

por aragdo e/ou gradagem.

e Em areas onde o milho é plantado estacionalmente, a propor¢do de fémeas é

maior entre os individuos coletados nos picos de entressafra ou no inicio e final da

cultura, do que no meio da safra do milho.

e Adultos da cigarrinha-do-milho sdo capturados em véo em alturas superiores

al3m

e Rebrotas de milho favorecem a manutengdo de popula¢des da cigarrinha-do-

milho na entressafra.



135

e A técnica de RAPD-PCR € uma ferramenta util para analise da estrutura

genética de populagdes de D. maidis.

e Populagées de D. maidis coletadas em Anastacio/MS em diferentes areas em

uma mesma safra sdo geneticamente semelhantes.

e A populacido de D. maidis coletada em Mossoré/RN € geneticamente isolada

das populagdes coletadas na regido Centro-Sul do Brasil.

® Dos métodos testados para a conservagdo do DNA de D. maidis para uso em

RAPD-PCR, o congelamento a -20°C foi o mais adequado.

e Os métodos alcool etilico absoluto e 70% (-20°C) e tampdo de extragdo

(inseto inteiro e macerado) preservam satisfatoriamente o DNA de D. maidis.

¢ Os métodos alcool etilico absoluto e 70% (temperatura ambiente) e secagem

ao ar preservam 0 DNA de D. maidis por 120, 60 e 10 dias, respectivamente.

e Uma porcentagem significativa de imigrantes de D. maidis que colonizam
plantios de milho em Anastacio/MS encontra-se com Spiroplasma kunkelii Whitcomb et

al. ou fitoplasma do milho, sendo mais freqiientes as infecg¢des pelo primeiro patogeno.
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Apéndice 1. Visdo geral de uma das areas experimentais em Anastacio/MS (area IV),
apds o cultivo do milho, mostrando o vergalhdo contendo cartdes adesivos
amarelos dupla face nas alturas de 0,5, 1,5 ¢ 2,5 m.
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Apéndice 2. Adulto da cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong e Wolcott, 1923)
(Hemiptera: Cicadellidae).
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1A-3 10110101111011110111111110110101001010101100110101100010101000110111101010111101001011111011111110100010111111001101010010111011111101
1A-4 00000101111011110111111111111001001011100110101101001110101100000111100010111101001011111011111101100010111111011101010011101010111111
1A-5 00010111111011010111110100111001001010101000101101111010100000110111000010111100101011111011111101110110111111011101011011101010010101
1A-6 10110101111011010111110101111001101010201110111101101010111000010111100010111100001011111011111101100010111111111101010000111110110101
1A-7 00111101111011010111110101111011101010110111111111101110101000010111100010111100001011111011111101110010101111101101011010111010110101
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B8 00110101111011010110110101111001101011101100111100001011001000010111100010111101001011110001011101100010111111111101010011111110110101
1B-9 11010101101011010110110100111011001010101110111101101010101000010111100010111101001000111011111111100010111111001101010010101010110111
1B-10 11110101111011010110110101111101001010100100111101101010100011010111100010111100001011111001111101100010101111011101010010110110110101
IA-1 00010101101111010110110110111001001010100110001101000010010001010111100010111100001011111001111101100010111111111101010000111110111101
A2 10110101111011010111110110011001000011101100111101000010101000010111100031111111001011110011111100101010111111111101010010111010111101
IA-3 10110101111011010110110110111001100100101100111101101010110001110111100010111101001011111011111101110010111111111101010010101001111101
OA-4 10100101111111010110110110111011001010101110011101101010100000010111100010111100001011111011111101101010100011111101010010101110111101
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1B-8 10110101100011110110110111111101001010101110110001100011101010010111100010111100001011111011111111110010110010111101010011101110111101
aB-9 10110101111011010110110110111101101010100000111101100010100010000111100010111100001011110001111101100000111111111101010010110100110101
1IB-10  10110101101011010111110110111001001010101100101101000010110000000111100010111101001011110011011101100010110111111101010000101010111101
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MA-2 10110101101011010110110111111001001010101110111101100010101000010111100010111101001011111011101101100010111111011101010011111111100101
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mA-4 10110101111011010111110111111101001010100110111101100010101000010111100010111101001011110111011101100010101111111101010010101110111101
MA-5  10110101101111010110110110111011001011101110010000001010101010100111100010111101001011110010111101100010110011111101010000101110110101
MA-6 10010101111011010111110111111001001010100110101101101010110000010111100010111100001011110011101101000010110111111101010000101010110100
MA-7 10110101111011010111111110110101001011101110100011100011101000010111100010111101001011111011101101000010111111011101010011101010110100
1IA-8 10110101111011010111110110111101001010100010011101100010101000010111100010111101001011111001101101100110111110011101010000111011111101
mIA-9  10110101101011010110110110011001001010101110111101101011111001010111100010111101001011110011011101100010110110011101010010111010111101
MA-10  10100101111011010111110110110011111010100001111101101010101000010111100000111100101011110000111101110010111111011101011001101101110100
1VA-1 11010101111011010111110111110101001010111110111101000010101000010111100010111100001001110011111100111010111111111101010011110111110100
IVA-2 10110101101011010110110110111001001010101110111101100010100000010111110010111101001010111111111101100010111111111101010011101110011101
IVA-3  10110101111011010111111110111001001010100110101111100110101010010111100010111100101011110011011101110010111111111101010010111011110101
TVA-4  1001010111111101011111011011100100101110111011110110101011000101011110001011110100101111101111110110001111111101110101101110101011018%
IVA-5  10110101111011010110110111111001001010100110111101100010110000010111100010111101001011111011111101100010111111011101010010111110111101
IVA-6  10111101101011010111110110111010011010101110111101101011100010110111100010111100001011110001111101110011101110111101010011101010111101
IVA-7 10100101111011010111110110111001100010100110111111110010100001010111100010111100001011110011111101100010111110111101010111111010111101
IVA-8  10110101111011010110110111111101001011101110111111000010111000000111101010111100001011110011011101100110111111111101010010111110111100
IVA-9  1010010111101101011011011011100110111010111011110110101010000001011110001011110000101111001111110010001011111111110101001010111011010¢
IVA-10  10110101111011010110110110111001001010101110100001101010000001000111100110111100001011110001111100100010110110111101011011111010011101
IVB-1 10110101111011010110110110110101001010101110101111101010101000010111100010111101101011111011011111100010111111111101010000111010110101
1VB-2 10100001111111010111110111111011001011100010111101101011100000010111100010111101001011110011111101100011111111101101011000111111111101
1VB-3 10110101111011010111110110111011011010101110111111101010001010100111101010111101001011111011111101100110110111101101010011111110111101
1vB-4 10110101111011010111110111111101001010110110111100101010101010010111100010111101001011111011011101110010111111111101010010101010111101
IVB-5 10110101111111010111110110111101101010100110111101101010001010010111100010111100101011111011011101110110111111111101110010111010111101
IVB-6 10110101111011010111110110111111001010100110111111101010110000010111100010111100011011110011111101100010111111111101010010101111011101
VB-7 10110101101011010111110110101011111010101110101101101010001000111111100010111100001011111011111101100010111111111101010010101011111101
VB3 10110101111011010110110110111001001010111110111111101010001000010111100010111101001011110000001111100010101111011101010010101111111100
IVB-9 10000101101011010110110111111001001010101110111101101010001000010111100010111100001011111011111101100010111111110101010001101110111101
[VB-10  10010101111011010111110110111001001010101110111101101010001000010111100010111100001011111011011101100010111110101101010000101 111111101

Apéndice 3. Matriz binaria obtida a partir da leitura de fotografias de géis de agarose
1,4%, contendo produtos de amplificagdo via RAPD-PCR do DNA da
cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, coletadas em quatro areas
experimentais localizadas em Anastacio/MS nas safras 1997/1998. Areas I
e II - plantio do milho em tnica safra anual ha pelo menos 5 anos; areas 111,
IV — areas de pastagem sem plantio de milho ha mais de 5 anos. As letras
ao lado da identificagdo das areas indicam A — cigarrinhas coletadas no
inicio da safra do milho e B- coleta no meio ou final da safra.



1A-1
1A-2
1A-3
1A-4
1A-5
1A-6
1A-7
1A-8
1A-9
1A-10
B-1
B-2

IB-5

B-7

B-9
B-10
1B-1
{B-2
IB-3

B-5
1IB-6
1B-7
1B-8
1B-9
1B-10
IVA-1
IVA-2
IVA-3
IVA-4
IVA-5
IVA-6
IVA-7

IVA-9
IVA-1C
IVB-1
IVB-2
IVB-3

IVB-5

IVB-7
IVB-8
VB9
IVB-10
VB-1
VB-2
VB-3
VB-4
VB-5

VB-7
VB-8
VB-9
VB-10

166

101111011110001 1001111001 10001001110111110001011010000101010100010111110000011011001111100001000111110001010011110011000101000110101111011011010111011101001010100
10101101101000110101010110111111011010001001 1 101 1001111000001101100111110100100010111 1111011 1 1101
1010110111111111000101111001111001101000110111000101110100110011010010110101100100000111110010011011001111110001000101111101010011110011000101101000100111011001010111011001001010100
10101 IOIIIIOOIIIOOOIOIOIIOOIHlIOIlOlOODllDllOOOlOOlIIOIOIIHIOIOHOl 1110101111000000111111000011011101111110011000101111101110011111111000101101010101111111001010101011101001010000
1010110111100111000101111001111001 11100101 1110100011011001111100001000101111001010101110011010101101011101111011001010111011001001010100
l0ll010llllOlOllOOOlOlOllOOIIIIIO|I01000IlOOl(XX)lOOlHOlOH 10001111010000101101000000011110011011111001111101111000101110001010011110010000101100010101111111011011111011101011011101
1010100111000111011101011001111101101000100110001001110110110000111000110101000100000011111110011011001111110011000101110101010011110011000101101011101111011011010111010001001011100
1o01011011110111 1001111001 10001001110100110001011111000101000100000011111011011111001111100001000101110111010011110011000101100010101101011011010111011101001011100
1101110101100111010101011011111001101000110110001001110100110101111011000101101000000011110010011011001111100011000101111101010011110011000101101010101101011011010111011001001011100
1011110111101111110101011011111001111000110110001001110101110100111011110100100100110111110011011111001111100011001101110000010001110111000101100011101111111011010100111101001111100
1011110111100111011101111001111001101000101110000101110100110101101011110101011100000011111010011011001111100011000101111011010011110111100101100000101111011011000111011101011011101
1010110111000111010101011001111101101000100110001001110100110101110011110101100100000011110000011011001111100101100101111101010011110011000101101010101111011011010111011001001011100
1000110101000111010101011001111101101000100110001101101100110101011011000101000000110011111010011011001111 101111 1 101010101111011011011111010001001011100
1011110110100111010101111001111001101000100110001001110100011101011111110101101000000011110010011011001111110001000101110001010011110011100101100010101111011011010111011101001011100
1010110111 1001111101 10001001111100011101111001000101110000000111111000011011001111101011000101111001010110111011000101100011101111111001010111011001001010001
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Apéndice 4. Matriz binaria obtida a partir da leitura de fotografias de géis de agarose
1,4%, contendo produtos de amplificagio via RAPD-PCR do DNA da
cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, coletadas em quatro areas
experimentais localizadas em Anastacio/MS nas safras 1998/1999. Areas I
e II - plantio do milho em unica safra anual ha pelo menos 5 anos; areas IV
e V —areas de pastagem sem plantio de milho ha mais de 5 anos. As letras
ao lado da identificagdo das areas indicam A — coleta no inicio da safra do
milho e B- coleta no meio ou final da safra.
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Apéndice 5. Matriz binaria obtida a partir da leitura de fotografias de géis de agarose

1,4%, contendo produtos de amplificagdo via RAPD-PCR do DNA da
cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, coletadas em cinco municipios
brasileiros. Chapec6/SC (CHA), Bom Jardim da Serra/SC (BJS),
Anastacio/MS (ANA), Piracicaba/SP (PIR) e Mossoro/RN (MOS).





