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RESUMO 

A doença conhecida como enfezamento do milho, associada aos molicutes 

Spiroplasma kunkelii Whitcomb et al. e fitoplasma do milho ("maize bushy stunt 

phytoplasma"), tem adquirido importância crescente no Brasil nos últimos anos. Em 

função da expansão do cultivo do milho fora da  época normal e do uso de irrigação em 

algumas regiões, tem ocorrido superposição dos ciclos da cultura no campo, favorecendo 

o aumento das populações desses patógenos bem como do inseto vetor, Dalbulus maidis.

Nesta pesquisa foram realizados estudos ecológicos e de genética de populações de D. 

maidis para melhor compreender o seu mecanismo de sobrevivência na entressafra do 

milho e, com isso, aprimorar o manejo deste vetor visando ao controle do enfezamento. 

Por ser o milho o único hospedeiro conhecido de D. maidis no Brasil, esta cigarrinha 

parece ter duas alternativas para sua sobrevivência na ausência da cultura: migração e/ou 

dormência em restos culturais ou áreas adjacentes. Para investigar estas possibilidades, 

populações de D. maidis foram monitoradas quinzenalmente através de cartões adesivos 

amarelos dupla face (7xl2 cm) por períodos que variaram de 15 a 29 meses, no 

município de Anastácio/MS. Esta região é caracterizada por áreas extensas de pastagens 

e por apresentar pequenas áreas de plantio de milho com um longo período de 

entressafra (6-7 meses). O monitoramento foi realizado em cinco áreas representando 
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duas situações distintas: a) áreas (I e II) onde o milho era plantado uma vez por ano a 

partir de outubro; e b) áreas (III, IV, Va e Vb) de pastagem, onde o milho não era 

cultivado há pelo menos 5 anos. Simultaneamente, realizou-se monitoramento em uma 

área de Piracicaba/SP, onde o milho era plantado o ano inteiro (área VI). Paralelamente, 

foram realizadas análises RAPD-PCR para comparação genética de populações desta 

cigarrinha em Anastácio/MS e de outras quatro localidades do Centro-Sul e Nordeste do 

Brasil, sendo também avaliados métodos simples de preservação de espécimes de D.

maidis para utilização do DNA em análise genética. As coletas com cartões adesivos em 

Anastácio/MS mostraram que D. maidis coloniza plantios de milho mesmo em áreas de 

pastagens perenes, onde esse cereal não era cultivado há muitos anos. Picos 

populacionais simultâneos foram observados na entressafra em todas as áreas estudadas, 

sendo maiores em locais de solo exposto por aração; assim, o preparo do solo parece 

exercer influência na escolha da área para o pouso por adultos de D. maidis. Estas 

informações, aliadas ao fato de que D. maidis não foi capturada em vegetação adjacente 

aos plantios de milho por vários métodos de amostragem ( cartões adesivos, rede de 

varredura e succionador motorizado), sugerem que os indivíduos colonizadores desses 

plantios eram imigrantes de locais distantes. A hipótese de migração é reforçada pelas 

análises de RAPD-PCR que indicaram elevado fluxo gênico entre as populações do 

Centro-Sul do Brasil. Dos métodos avaliados para preservação do DNA de D. maidis, 

álcool etílico absoluto ou 70% a -20°C, tampão de extração (inseto macerado e inteiro) e 

principalmente congelamento a -20°C, mostraram-se os mais adequados. Insetos 

preservados em álcool etílico absoluto ou 70%, em temperatura ambiente, e insetos 

secos ao ar mostraram-se imprestáveis para RAPD-PCR após 120, 60 e 10 dias, de 

armazenamento, respectivamente. Através de bioensaios de transmissão com adultos de 

D. maidis coletados nos plantios de milho em Anastácio/MS verificaram-se taxas

infectividade por S. kunkeW e fitoplasma que variaram de 1,9 a 19,7% e 1,1 a 3,6%, 

respectivamente, suportando a hipótese de que esses patógenos possam utilizar o vetor 

para sobrevivência na entressafra e disseminação a longas distâncias. 
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SUMMARY - The com 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 leafhopper vector, Dalbulus maidis. ln this research, 

studies on ecology and population genetics of D. maidis were carried out to better 

understand its survival mechanism in the com overseason, in order to improve vector 

management and disease control. Because maize is the only known host of D. maidis in 

Brazil, this leafhopper has two possible strategies for survival during com 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 

Anastácio, 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 tive areas 

representing two different situations: a) areas (I and II) where maize is grown once a 

year in the spring, in the sarne field plot; and b) areas (III, IV, V A and VB) of pasture 

where maize had not been cultivated, at Ieast in the previous 5 years. A similar and 

simultaneous survey was carried out in one area of Piracicaba, State of São Paulo (SP), 

where is grown year round (area VI). RAPD-PCR analyses were used for genetic 

comparisons of D. maidis populations in Anastácio/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). ln 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 Anastácio/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 a:fter numerous samplings with different 

methods (yellow sticky cards, sweep net and suction trap ), suggest that the leathoppers 

that colonized maize plantings in Anastácio/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 

1 O days of storage, respectively. D. maidis adults collected in the maize plantings of 

Anastácio/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 com overseason. 



1. INTRODUÇÃO

O milho (Zea mays L.) representa uma das principais culturas do mundo, 

tendo ampla utilização na indústria, alimentação humana e animal (Fancelli & Neto, 

2000). No cenário nacional destaca-se como um dos cereais mais cultivados, sendo 

plantado em todos os Estados da Federação (Fancelli, 1988). Dentre os principais 

problemas da cultura destaca-se o ataque de pragas, pela sua grande influência 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 vírus 

da risca do milho ("maize rayado fino virus"-MRFV) e dois molicutes associados ao 

enfezamento do milho, Spiroplasma kunkelii Whitcomb et al. ("com stunt spiroplasma"­

CSS) e o fitoplasma do milho ("maize bushy stunt phytoplasma"-MBSP) (Nault, 1980; 

1990). Sua importância no Brasil tem aumentado principalmente em função da 

utilização de lnbridos suscetíveis (Oliveira et al., 1998; Waquil et ai., 1996), do plantio 

do milho fora da época normal e da adoção de práticas como a irrigação. Tais práticas 

têm permitido a superposição dos ciclos da cultura no campo e alterado alguns 

patossistemas, principalmente aqueles que envolvem insetos vetores (Oliveira et al., 

1997). 

O conhecimento de aspectos ecológicos 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 são as informações a respeito de suas estratégias de 

sobrevivência na entressafra e dos fatores que condicionam o aparecimento súbito de 

populações desta cigarrinha em campos de milho recém plantados. Hipóteses como 
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migração, local ou a grandes distâncias, diapausa, permanência em restos culturais, 

utilização de plantas hospedeiras alternativas têm sido estudadas, principahnente no 

México (Barnes, 1954; Larsen et al., 1992; Nault, 1990; Taylor et al., 1993). No Brasil, 

estudos com esta espécie são incipientes e não têm acompanhado a crescente 

importância desta praga na cultura do milho. 

Estudos envolvendo o monitoramento de populações da cigarrinha-do-milho 

através de armadilhas adesivas, como os que foram realizados no México (Barnes, 1954; 

Larsen et al., 1992), podem ser úteis na busca de respostas para os mecanismos de 

sobrevivência de D. maidis na entressafra do milho. Por outro lado, técnicas moleculares 

como RAPD-PCR têm sido importantes ferramentas na análise de populações naturais 

de insetos (Infante-Malachias, 1999; Lin et al., 1999; Skinner & Camacho, 1995). Estas 

técnicas podem servir como evidências adicionais, em estudos de ecologia, para se 

avaliar o nível de fluxo gênico entre populações, o que nos dá uma idéia do potencial de 

migração (Hoole et al., 1999) ou do isolamento entre as mesmas, podendo gerar 

diferenciações até mesmo em nível morfológico. Variações morfológicas entre 

populações de D. maidis de diversas localidades do Brasil foram constatadas por 

Oliveira (1996). 

O objetivo do presente trabalho foi investigar a(s) possível(is) estratégia(s) de 

sobrevivência de populações de D. maidis na entressafra do milho. Para tal, realizou-se 

um monitoramento populacional desse inseto em áreas com características distintas 

quanto à freqüência de cultivo de milho e duração da entressafra, em Piracicaba/SP ( área 

de plantio escalonado) e na região de Anastácio/MS, onde predominam pastagens 

perenes e pequenos plantios de subsistência, com entressafra prolongada. Como base 

para o estudo ecológico, avaliou-se a estrutura genética de populações desta cigarrinha 

de Anastácio/MS e de outras quatro localidades do Centro-Sul e Nordeste do Brasil, 

através da técnica de RAPD-PCR. Devido à necessidade de preservação do DNA de 

espécimes coletados em regiões distantes e épocas distii1tas, foram avaliados métodos 

simples de armazenamento da cigarrinha-do-milho para as análises genéticas. Em caráter 

complementar, investigou-se a hipótese de sobrevivência dos molicutes, espiroplasma 
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(S. kunkelii) e fitoplasma, no vetor D. maidis durante a entressafra do milho, na região 

de Anastácio/MS. 



2. REVIS.ÃO DE LITERATURA

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

O milho, em função de seu potencial produtivo, composição química e valor 

nutritivo, constitui-se em um dos mais importantes cereais cultivados e consumidos no 

mundo. Devido a sua multiplicidade de aplicações, quer na alimentação humana quer na 

alimentação animal, assume relevante papel sócio-econômico, além de constituir-se em 

indispensável 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 produção é de mais 599 

milhões de toneladas, tornando-se o milho o cereal mais produzido no mundo. O Brasil 

ocupa a terceira posição mundial em produção, respondendo por 5,2% do montante 

produzido (FNP, 2000). Tanto a área plantada como a produtividade brasileira vem 

aumentando muito nas últimas décadas (Almeida, 1993; Magalhães et al., 1995). De 

1979 a 1999 houve um aumento de aproximadamente 8% na área plantada, passando de 

11,3 milhões de hectares em 79 para 12,2 milhões de hectares atuais e a produção 

aumentou 90%, passando de 16,3 milhões de toneladas para 30,9 milhões de toneladas, 

no mesmo período (FNP, 2000; Anuário Estatístico do Brasil, 1979). Este aumento foi 

devido, principalmente, à utiliz.ação de lubridos mais produtivos, melhoria nas técnicas 

de condução da cultura e plantios adicionais fora da época convencional de plantio, 

conhecido como milho "safrinha" (Garcia, 1997), que hoje responde por 15,8% da 

produção nacional desta cultura (FNP, 2000). Os Estados maiores produtores são: 
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Paraná (25,0%), Minas Gerais (14,0%) e São Paulo (12,3%), que juntos produzem 

51,3% de toda a safra brasileira (FNP, 2000). 

2.2. A cigarrinha-do-milho Da/hulus maidis (DeLong & Wolcott) 

D. maidis pertence à ordem Hemiptera, familia Cicadellidae, subfamília

Deltocephalinae e tribo Macrostelini (Triplehorn & Nault, 1985). São insetos diminutos 

com cerca de 3, 7 a 4,3 mm de comprimento, de coloração amarelo-palha, sendo as 

remeas maiores que os machos. Os adultos apresentam duas manchas circulares negras 

bem marcadas na coroa, o que permite diferenciá-los das outras cigarrinhas comumente 

encontradas na cultura do milho (Marin, 1987; Oliveira 1996; Triplehom & Nault, 

1985). Localizam-se nos ponteiros, principalmente no interior do cartucho das plantas, e 

são mais ativos que as ninfas (Marin, 1987). Porém, a identificação exata da espécie só é 

possível através da observação da genitália masculina, auxiliada pela forma do sétimo 

esternito da fêmea (Bames, 1954; Triplehom & Nault, 1985). 

D. maidis tem sido relatada como a única espécie do gênero Dalbulus DeLong

encontrada em milho no Brasil (Oliveira, 1996). Entretanto, no México que é o centro de 

origem do gênero (Nault & DeLong, 1980), mais 12 espécies são conhecidas e estas 

utilizam como hospedeiros primários o milho, outras espécies do gênero Zea L. 

( teosintos) e também gramíneas do gênero Tripsacum L. Estas espécies são D. 

quiquenotatus DeLong & Nault, D. chiapensis Triplehom & Nault, D. gramalotes 

Triplehorn & Nault, D. tripsacoides DeLong & Nault, D. charlesi Triplehom & Nault, 

D. guzmani DeLong & Nault, D. gelbus DeLong, D. longulus DeLong, D. guevarai

DeLong, D. elimatus (Bali), D. cimmyti Nault & Styer e D. ebberti Nault & Styer (Nault, 

1985; 1990; Nault & Styer, 1994; Triplehom & Nault, 1985). 

Alguns estudos a respeito da biologia de D. maidis têm sido realizados. Em 

linhas gerais, à 25-26°C o tempo de uma geração para D. maidis é de 25-30 dias. O 

período embrionário é de 8-9 dias, não havendo porém eclosão de ninfas em 
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temperaturas inferiores a 20ºC. Após a eclosão, as ninfas se desenvolvem em 15- I 7 dias, 

passando por cinco estádios. Fêmeas adultas irão copular e iniciar a postura dos ovos em 

1-2 dias após emergirem. A média de sobrevivência dos adultos é de 7-8 semanas a 

26ºC, podendo alguns indivíduos chegarem a 15 semanas. As iemeas colocam de 400-

600 ovos durante toda a vida (Barnes, 1954; Marín, 1987; Tsa� 1988; Waquil et ai., 

1999). A cigarrinha-do-milho é capaz de completar duas gerações durante a cultura do 

milho, havendo um significativo aumento da população da primeira para a segunda 

geração (Todd et ai., 1991). 

2.2.1. Distribuição geográfica e plantas hospedeiras 

A cigarrinha-do-milho pode ser encontrada praticamente em todas as regiões 

tropicais e subtropicais das Américas onde o milho é cultivado, desde o nível do mar até 

montanhas elevadas como nas Serras Mexicanas e Andes Peruanos (Nault, 1985; 1990). 

Entretanto, as maiores populações são encontradas em altitudes menores que 750m 

(Barnes, 1954). Esta ampla distribuição pelas Américas deve-se provavelmente a sua 

alta mobilidade e estreita associação com seu hospedeiro natural, o milho, cuja 

distribuição pelo continente se deu às custas de intervenção humana (Gámez, 1983; 

Triplehom & Nault, 1985). Grandes populações de D. maidis em milho têm sido 

relatadas desde o sul dos EUA até a Argentina, incluindo países como Brasil, Colômbia, 

Costa Rica, Cuba, República Dominicana, Guatemala, Jamaica, México, Nicarágua, 

Panamá, 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 primário para D. maidis é o milho, porém no México e na 

América Central esta espécie também tem sido relatada em espécies de Tripsacum como 

por exemplo T pilosum Scribner & Merrill e T dactyloides (L.), e também em algumas 
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espécies do gênero Zea como Z. dip/operennis Iltis, Z. perennis (Hitchcock), Z. mays 

spp. mexicana (raça chalco) e Z. luxurians (Durieu & Ascherson), além de Euchlaena 

mexicana Schrad (Bames, 1954; Nault, 1990; Nault & DeLong, 1980; Nault et al., 1983; 

Tsai, 1988). No Brasil, foi relatada em plantas como batata, algodão e outras gramíneas 

(Costa, 1957; Mendes, 1938; Silva et ai., 1968) mas ao que parece estas foram coletas 

acidentais, já que coletas mais extensivas têm registrado esta espécie apenas em milho, 

onde pode representar de 74 a 93% das cigarrinhas coletadas (Oliveira, 1996; Waquil, 

1997), e sorgo (Waquil, 1997). 

2.2.2. Época de ocorrência e perdas causadas à cultura 

Adultos de D. maidis se estabelecem em plântulas de milho e são capazes de 

manter altas populações durante todo o ciclo do milho (Todd et al., 1991). São 

abundantes no final do verão (Gordon et al., 1985; Nault, 1985), desaparecendo do 

campo quando o milho amadurece (Nault, 1990). Altas densidades populacionais (mais 

de 30 indivíduos 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 cartões adesivos mostraram que as maiores populações de D. maidis 

ocorrem nos meses de outubro a fevereiro ( estação seca) quando se planta o milho, com 

coletas muito baixas de março a setembro (estação chuvosa) (Bames, 1954; Larsen et 

ai., 1992) e estes resultados mostraram certa sincronia entre crescimento da população 

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 população aumenta 

nos plantios tardios (Fernandes & Balmer, 1990; Silva et al., 1991). Na região de Sete 

Lagoas/MG, o pico populacional desse inseto se dá nos meses de março e abril, 

aumentando a possibilidade da ocorrência do enfezamento do milho safrinha (Waquil, 

1997). No entanto, esta espécie tem sido coletada em milho em diversas regiões do país, 

independente da época do ano (Oliveira, 1996). 
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A cigarrinha-do-milho é 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 vírus da risca do milho ("maize rayado fino virus"-MRFV) e 

dois molicutes associados ao enfezamento do milho, Spiroplasma kunkelii Whitcomb et 

al. ("com stunt spiroplasma"-CSS) e o fitoplasma do milho ("maize bushy stunt 

phytoplasma"-MBSP) (Nault, 1980; 1990). Em muitas regiões, as perdas ocasionadas 

pela incidência de doenças transmitidas por D. maidis podem ser esporádicas. 

Entretanto, os danos podem ser bastante severos em áreas cultivadas com variedades 

suscetíveis e, em especial, onde o milho é cultivado durante todo o ano, principalmente 

se as plantas forem infectadas ainda no estágio de plântula. Desde o sul dos EUA e em 

toda a América Latina, em países como México, El Salvador, Nicarágua e Peru, são 

registradas relevantes quebras de produção que, em alguns casos, podem chegar a 100% 

(Gámez & León, 1985; Nault,1990; Nault & Bradfute, 1979; Nault et al., 1981). 

No Brasil, as doenças do milho associadas a vírus e molicutes transmitidas por 

D. maidis eram consideradas de pouca importância (Kitajima & Nazareno, 1985;

Kitajima et ai., 1984). No entanto, nos últimos anos a incidência dos enfezamentos do 

milho aumentou consideravelmente na região Centro-Sul, especialmente em plantios 

tardios (Fernandes & Balmer, 1990; Silva et ai., 1991). Existem diversos relatos de 

incidências elevadas dos enfezamentos e MRFV, e perdas expressivas de produção, 

principalmente nos Estados de São Paulo, Minas Gerais, Goiás e Paraná (Folegatti et ai., 

1997; Oliveira et al., 1998; Waquil et al., 1996), tomando-se enfermidades de grande 

importância econômica. Visando caracterizar os danos causados pelo complexo 

enfezamento na cultura do milho, Massola Júnior et al. (1999) trabalhando com dois 

lubridos suscetíveis Dina 933e e XL-510, observaram que para cada 1% na incidência 

dos enfezamentos há um dano na produção de 0,8% para ambos os lubridos e de 0,8 e 

0,4% no peso de 1.000 grãos para Dina 933e e XL-510, respectivamente, mostrando que 

essas enfermidades são capazes de provocar perdas quantitativas relevantes à cultura do 

milho. No Triângulo Mineiro e Goiás, foram observadas altas incidências dos 

enfezamentos pálido e vermelho, que ocasionaram perdas expressivas de até 100% da 

produção. A constatação da suscetibilidade de muitos dos lubridos comerciais ao 



9 

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

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

2.2.3. Possíveis estratégias de sobrevivência de D. maidis na entressafra do milho 

D. maidis desaparece dos campos de milho quando estes amadurecem (Nault,

1990), não tendo esta espécie o mesmo comportamento que uma congênere sua, D.

elimatus, que utiliza plantas do gênero Bromus L. ou outras plantas herbáceas que 

crescem ao longo de cursos d'água durante a entressafra (Barnes, 1954; Nault, 1985). 

Nault (1990) sugeriu que as populações desta cigarrinha devem entrar em diapausa em 

áreas próximas ou migrar para áreas de baixa altitude no México onde entrariam em 

diapausa ou que estas se deslocariam para áreas de milho irrigado onde estabeleceriam 

suas populações. Muitos insetos utilizam a diapausa como alternativa para escaparem de 

condições desfavoráveis (Denlinger, 1986; Masaki, 1980) como por exemplo a ausência 

da planta hospedeira. No entanto, a possibilidade de que a cigarrinha-do-milho entre em 

diapausa já foi descartada, assim como a permanência em restos culturais (Larsen et al., 

1992). 

Migração e dispersão parecem ser comportamentos especialmente importantes 

para cigarrinhas que utilizam um hospedeiro tão impermanente como o milho (Nault, 

1990) e esta tem sido apontada como a estratégia mais provável para a sobrevivência da 

cigarrinha-do-milho durante a entressafra do milho. Estudos de laboratório mostraram 

que cigarrinhas do gênero Dalbulus que são especialistas em milho, como D. maidis, 

apresentaram maior resposta de fuga através do vôo do que as espécies que se alimentam 

em plantas perenes, e uma vez que, uma maior resposta de fuga pode ser uma medida da 

tendência migratória, esta parece ser uma estratégia utilizada por D. maidis (Heady & 

Nault, 1985). Larsen et ai. (1992) em coletas de  campo com cartões adesivos e estudos 

de laboratório da capacidade de sobrevivência da cigarrinha-do-milho na ausência de 

alimentação e/ou água, hipotetizaram que esta espécie possa sobreviver na entressafra 
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em hábitats adjacentes aos campos de milho, utililizando para isto apenas ág� sendo 

portanto um migrante local. 

D. maidis parece também ser dotada de capacidade de migração a longas

distâncias. A epidemia de enfezamento pálido ocorrido na Flórida em 1979 tem sido 

atribuída a populações desta cigarrinha que provavelmente vieram das ilhas do Caribe 

através do furacão David (Bradfute et al., 1981). Taylor et al. (1993) estudaram a 

atividade de vôo de D. maidis e outras espécies do gênero, em condições que simulavam 

diferentes estações do ano no México Central, diferentes fotoperíodos e idade da planta 

hospedeira. O comportamento de vôo desta cigarrinha foi consistente com vôos 

migratórios de inverno, os quais coincidem com o fim da safra do milho e com correntes 

de ventos ("EI Norte"). Estes autores sugeriram que estas correntes de vento poderiam 

levar as populações de D. maidis do México Central, onde o inverno é seco e com baixas 

temperaturas, para a Costa do Golfo onde o milho de inverno é cultivado, e o caminho 

inverso seria realizado pela corrente de vento denominada Zona de Convergência Inter­

Tropical, o que explicaria o aparecimento súbito destas cigarrinhas em plântulas de 

milho no início da estação chuvosa. 

Se pouco se sabe sobre a(s) estratégia(s) de sobrevivência de D. maidis na 

entressafra do milho, pouco também se conhece sobre a sobrevivência dos patógenos por 

ela carregados (Nault, 1990; Larsen et ai., 1992). Alguns estudos têm demonstrado que a 

íntima associação entre D. madis e os patógenos por ela transmitidos, notadamente S. 

kunkelii, pode resultar em mútuo beneficio para vetor e patógeno (Ebbert & Nault, 1994; 

Madden & Nault, 1983; Nault, 1990). Em estudos com espécies de Dalbulus, observou­

se que D. maidis foi a única espécie que não teve a sua sobrevivência e fecundidade 

afetada por infecção com S. kunkelii; no entanto, isto ocorreu em relação ao fitoplasma, 

principalmente entre 20 e 29ºC (Madden & Nault, 1983; Madden et al., 1984). Ebbert & 

Nault (1994) investigaram a hipótese de que S. kunkelii poderia aumentar a capacidade 

de sobrevivência de D. maidis em condições que simulavam o inverno e ausência da 

planta hospedeira. Cigarrinhas infectadas com S. kunkelii tiveram sua sobrevivência 

aumentada em temperaturas entre 1 O e 20°C, sendo que este aumento foi mais 

pronunciado nas :femeas, porém em temperaturas abaixo de zero este efeito não foi 
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observado (Ebbert & Nault, 1994). Assim, esta associação de mútuos beneficios entre D. 

maidis e S. kunkelii, parece desempenhar um importante papel na estratégia de 

sobrevivência de ambos, hospedeiro e patógeno, na entressafra do milho (Ebbert & 

Nault, 1994; Nault, 1990). 

2.3. Migração em insetos 

A migração é um importante componente do ciclo de vida de muitos 

organismos. Não somente por permitir que estes escapem de condições desfavoráveis, 

mas também por permitir a exploração de hábitats criados por sucessivas ou estacionais 

alterações ambientais. O migrante pode assim fazer uso de recursos no espaço e 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 migração. A primeira seria o 

tamanho reduzido o que facilita a criação de um grande número de indivíduos em 

laboratório. Estudos de laboratório sobre a :fisiologia e comportamento podem assim 

serem comparados com os movimentos, ciclos sazonais, dinâmica populacional, o que 

permite uma melhor compreensão do fenômeno. A segunda vantagem é a sua grande 

diversidade taxonômica, que vem acompanhada de uma enorme diversidade de modos 

de migração. Existem relatos de alguns ortópteros e lepidópteros, e outros relativamente 

grandes insetos, que empreendem vôos continentais e mesmo intercontinentais. Porém 

mais comum e não menos importante é a migração empreendida por inúmeros diminutos 

insetos como os afideos, que movem-se por uma centena ou poucas dezenas de metros 

(Dingle, 1985b; Kennedy, 1985). 

Antes de mais nada é necessário fazer uma distinção entre termos que muitas 

vezes são empregados como sinônimos, "dispersão" e "migração". A dispersão é um 

fenômeno caracterizado pelo aumento da distância média entre indivíduos, e isto é algo 
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que pode ocorrer somente em uma população. No entanto, a migração é um movimento 

para além do hábitat, e é algo que um indivíduo pode fazer (Southwood, 1981 ). 

Um fenômeno tão complexo como a migração só pode então ser 

compreendido através de uma visão multidisciplinar, que envolve estudos nos campos 

da genética, bioquímica, :fisiologia e comportamento, ecologia pura e aplicada, 

computação e modelagem, meteorologia e climatologia (Gatehouse, 1997). Por exemplo, 

o fato de um indivíduo deslocar-se de um lugar para outro tem um significado ecológico,

no entanto, o motivo que o levou a fazê-lo é ecológico ou comportamental. Já o 

movimento fisico durante a migração é um aspecto anatômico e :fisiológico, e por fim, as 

conseqüências deste movimento para o indivíduo e sua espécie é assunto para a evolução 

(Taylor, 1985). 

Durante o curso dos anos muitos autores têm proposto definições para o 

fenômeno migração 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 é totalmente satisfatória, já que muitas vezes são 

baseadas em casos específicos, existindo então um sem número de exceções. A 

compreensão do assunto migração não é tarefa fácil, já que a mesma dependerá das 

características do organismo em estudo, como o seu tamanho, o modo e meio pelo qual 

se locomove, estratégia de vida dentre outras (Kennedy, 1985). 

Para alguns insetos a migração pode estar associada a diapausa. Alguns 

autores consideram a diapausa como tendo a mesma função ecológica que a migração, e 

esta poderia ser considerada uma "migração no tempo", sendo ambas adaptações para se 

enfrentar condições adversas (Dingle, 1972; Taylor & Taylor, 1977). Portanto, 

comportamentos como migração e diapausa podem sincronizar a reprodução com 

condições favoráveis de disponibilidade de recursos no espaço e no tempo (Southwood, 

1977). Em outros casos uma ou outra pode ocorrer, geralmente a migração ocorre 

quando as alterações ambientais são assincrônicas, por outro lado as alterações 

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

O fenômeno 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 cigarrinhas 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 condições atmosféricas, que podem diferir radicalmente entre o dia e 

a noite. Principalmente em dias claros, há o aquecimento do solo e a formação de 

correntes de convecção resultando numa circulação vertical do ar, e estas correntes 

auxiliam os insetos na rápida ascensão para altitudes onde possam ser transportados pelo 

vento. No entanto, com o cair da noite, os ventos verticais cessam, e os migrantes que 

decolam após este período voam pelo seu próprio esforço a altitudes de 100-2.000 m, 

onde ventos muito rápidos podem carregá-los a longas distâncias (Drake & Farrow, 

1988). O potencial para deslocamentos através dos ventos de grandes altitudes é 

substancialmente maior a noite do que de dia, e as espécies que necessitam migrar por 

distâncias apreciáveis em escala geográfica, geralmente utilizam a migração noturna 

(Riley et al., 1995). 

A decisão de decolar, em migrantes diurnos, parece envolver fatores 

endógenos do inseto associado a fatores ambientais ( especialmente temperatura, vento e 

chuva), e estes apresentam fototaxia positiva (Blackmer & Byrne, 1993). Em insetos de 

migração noturna, a decolagem se dá geralmente pouco após o crepúsculo, associado à 

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 ausência de precipitação são essenciais para o 

início e manutenção do vôo migratório (Carlson et ai., 1992). Logo após a decolagem 

temos um rápido vôo ascendente, que pode chegar a velocidades de até 1,5 m/s como em 

Helicoverpa zea (Boddie) (Lingren et al., 1995). A altura de vôo dos insetos de migração 

diurna depende muito da temperatura, ou seja, do limiar de temperatura para a atividade 
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de vôo. A atividade de vôo cessa e o inseto desce quando encontra uma temperatura 

abaixo do seu limiar de temperatura para o vôo, e a densidade de insetos decresce com a 

altitude (Drake & Farrow, 1988). Em insetos de migração noturna a altitude alcançada 

depende do comportamento do inseto. Em vôos de curta duração Nilaparvata lugens Stâl 

e outros delfacídeos podem voar em temperaturas abaixo do seu limiar de vôo (Riley et 

al., 1987). A freqüência de ocorrência, o conhecimento das condições atrnosfericas e alta 

incidência de orientação coletiva durante a migração, sugerem que os migrantes 

noturnos são os mais adaptados. A orientação no vôo é dada pelo ângulo formado entre 

direção de orientação e a direção do vento, que geralmente é menor que 90°. Muitos 

insetos promovem um alinhamento mútuo com a direção do vento, uma vez que na 

migração para longas distâncias a chance de se encontrar um coespecífico de outra 

origem para a reprodução é pequena, este alinhamento promove um aumento de chance 

de indivíduos chegarem juntos em determinado local e se reproduzirem (Drake, 1983; 

Riley et al., 1995). 

Os vôos podem ter curta duração ou se estenderem por horas ou mesmo por 

toda noite (Riley et al., 1987). Os fatores que determinam o fim da migração podem ser 

baixas temperaturas, precipitação, localização do hábitat adequado, diminuição do 

suprimento de energia, estado neuro:fisiológico, inibição do vôo por intensidade 

luminosa ou a combinação de ambos (Carlson et al., 1992; Pedigo, 1989). Para muitos 

insetos, durante o vôo, o contraste entre o comprimento de onda emitido por áreas 

vegetadas e por áreas onde o solo está exposto pode ter papel importante na decisão de 

pousar em busca da planta hospedeira, interrompendo a migração (Prokopi & Owens, 

1983). 

A grande vantagem do uso dos ventos corno veículo de transporte é a 

possibilidade de deslocamento a distâncias infinitamente maiores do que as alcançadas 

pelo próprio esforço de vôo, e a despeito do fato dos insetos precisarem estar batendo as 

asas constantemente durante o trajeto, o custo energético tem um impacto negligenciável 

na reprodução após a migração (Gunn & Gatehouse, 1993). O estudo das condições 

meteorológicas juntamente com fatores biológicos, tais corno época do ano em que o 

inseto está propício a migrar; se este voa de dia, de noite ou ambos; temperatura mínima 
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para o vôo; altura de vôo; dentre outros, podem ser usados para prever as condições mais 

adequadas para a migração de insetos de importância econômica (Carlson et al., 1992). 

2.3.2. Exemplos de comportamento migratório em insetos 

A cigarrinha-do-milho tem sido alvo de suspeitas a respeito de sua capacidade 

de migração a longas distâncias, como exemplo, temos a epidemia de "com stunt 

spiroplasma" no sul da Flórida em 1979, que provavelmente foi devido a cigarrinhas que 

vieram das Ilhas do Caribe (Bradfute et al, 1981 ). Procurando relacionar a atividade de 

vôo com inferências para a migração, Taylor et al. (1993) realizaram estudos com três 

espécies do gênero Dalbulus. Para D. maidis, a atividade de vôo foi altamente 

crepuscular nas condições de verão, o que é uma adaptação comportamental para vôos 

locais, pois as condições atmosféricas são mais estáveis, o que favorece a busca da 

cópula, e de outras plantas, sem o risco de serem carregadas para longe da fonte de 

recursos. Por outro lado, o meio da manhã é o período de maior instabilidade 

atmosférica, o que permitiria a ascensão das cigarrinhas e o encontro com ventos que 

poderiam carregá-las por longas distâncias. Em condições de outono as cigarrinhas 

permaneceram com vôos crepusculares mas houve um incremento nos vôos da manhã, e 

no inverno estes foram os vôos predominantes. Neste mesmo estudo observou-se que o 

comportamento de vôo de D. maidis está condicionado pelos níveis de luz e que em 

fêmeas está também relacionado com a condição da planta hospedeira. Estes autores 

teorizaram que D. maidis utiliza ventos direcionados para o Golfo do México ("EI 

Norte") com a chegada do inverno, já que em laboratório o comportamento de vôo foi 

condizente com estas condições atmosféricas, uma vez que nesta região o milho é 

plantado com irrigação no inverno e primavera, e retornam ao sul dos EU A pelos ventos 

no verão (Zona de Convergência Inter-Tropical). No entanto, Larsen et al. (1992) 

baseado em coletas com cartões adesivos, e estudos de laboratório da capacidade de 

sobrevivência de D. maidis, e algumas de suas congêneres, na ausência da planta 
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hospedeira e em condições que simulavam a estação chuvosa e seca no México, 

sugeriram que D. maidis é um migrante local. Esta cigarrinha abandonaria a cultura do 

milho no final da safra, inicio da estação seca, podendo sobreviver neste período em 

hábitats adjacentes apenas com água, voltando aos campos de milho na estação chuvosa, 

logo após o plantio da nova safra do milho. 

A cigarrinha Empoasca f aba e (Harris) é uma importante praga de diversas 

culturas no leste e meio oeste dos EUA (Hogg, 1985). Esta cigarrinha não sobrevive as 

baixas temperaturas do inverno nestas regiões e passa esta estação do ano no extremo sul 

do país. Alguns trabalhos, no entanto, têm mostrado que esta espécie pode sobreviver ao 

inverno em pinheiros na região norte. Quando se encontra no sul, durante o inverno, esta 

cigarrinha atinge um grande crescimento populacional em meados de abril e começo de 

maio, quando então migram de volta para o leste e meio oeste dos EUA. O estímulo para 

a migração é a diminuição do suprimento de alimento com a maturação e colheita das 

plantas hospedeiras, principalmente hortaliças e legumes, associada com condições 

atmosféricas (Pienkowiski & Medler, 1964). Carlson et al. (1992) investigaram o 

movimento de migração de E. fabae e concluíram que a distância de aproximadamente 

1.000 km, no caso estudado, foi coberta em um vôo contínuo de 24-36 h, ou dois ou três 

sucessivos vôos noturnos, e a terminação deste vôo era causada por precipitação, 

diminuição das reservas de energia e abaixamento de temperatura. 

N lugens é uma cigarrinha que tem origem tropical, porém, em região 

temperada não consegue sobreviver a baixas temperaturas e a perda de sua planta 

hospedeira durante o inverno. Grandes infestações têm ocorrido no leste da Ásia, norte 

da China e Japão, por vôos migratórios de longas distâncias iniciados por estas 

cigarrinhas de regiões tropicais e subtropicais da Ásia onde estas passam o inverno, o 

que possibilita que explorem vastas regiões de plantio de arroz durante todo o verão, e 

os prejuízos causados por estas cigarrinhas podem chegar a 400 milhões de dólares 

anuais. Este movimento que pode chegar de 750 a 1.200 km, é realizado com auxilio de 

correntes aéreas que no verão sopram no sentido sudoeste e oeste da Ásia, havendo 

evidências de vôos de retorno no outono através de ventos que sopram para o sul (Holt 

et al., 1996). De acordo com Wu et al. (1994) a proporção de braquípteros e macrópteros 
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em N. lugens é um importante indicador da propensão da população para migrar, esta 

proporção por sua vez é dada em função da qualidade nutricional do hospedeiro. 

Durante a safra do arroz a maioria da população é composta por indivíduos braquípteros. 

Na senescência, com o decréscimo de aminoácidos essenciais como leucina e alanina, 

aumenta-se muito o número de indivíduos macrópteros os quais irão promover a 

migração. Ao estabelecerem-se em uma área, ao longo das gerações o número de 

braquípteros passa a ser maioria, só havendo uma reversão deste quadro no final da 

safra. 

As vantagens do vôo para o escape de condições desfavoráveis e colonização 

de novos hábitats são óbvias, mas qual a vantagem da redução ou ausência das asas, que 

forçam o inseto a permanecerem sedentários? A vantagem é que com a ausência ou 

redução das asas e dos músculos de vôo, mais energia pode ser canalizada para a 

reprodução, e a ocorrência de histólise de músculos de vôo após a migração é 

congruente com isto. Estes benefícios reprodutivos podem ser comprovados pelo fato de 

que indivíduos com asas menores são mais fecundos e se reproduzem mais cedo (Zera, 

1985). Assim, o polimorfismo de asas é uma síndrome de características resultando em 

"morfos" que são adaptados para a reprodução/sedentarismo versus diapausa/migração 

(Dingle, 1982). 

Para a cigarrinha Prokelisia marginata (Van Duzze ), estudada por Denno 

(1985), a maior fecundidade dos braquípteros em relação aos macrópteros não foi clara, 

como já havia sido relatado para pulgões (Dixon, 1972), porém diferença significativa 

foi observada no que tange ao período de pré-oviposição, que em braquípteros foi bem 

menor, e também a idade em que fêmeas iniciaram a reprodução. Outra observação foi 

de cunho comportamental, notou-se que indivíduos macrópteros eram mais "ativos" que 

os braquípteros, abandonando a planta hospedeira ao menor distúrbio. Portanto, estas 

duas características, imobilidade e início de reprodução mais cedo, levam a uma melhor 

exploração dos recursos oferecidos pela planta hospedeira por parte dos braquípteros em 

relação aos macrópteros. O fato das grandes explosões de populações desta cigarrinha e 

sérios danos estarem relacionados com indivíduos braquípteros é consistente com esta 

hipótese (Denno, 1985). Neste mesmo estudo, esse autor observou que a resposta 
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migratória, ou seja a produção de indivíduos macrópteros propensos ao vôo, era mais 

dependente da condição nutricional da planta hospedeira do que da densidade 

populacional, sendo os indivíduos macrópteros altamente capazes de distinguir, em 

campo, plantas hospedeiras melhor nutridas o que resultaria em uma descendência maior 

e mais fecunda. A produção de indivíduos alados e braquípteros na cigarrinha P.

marginata, com relação a qualidade da planta hospedeira, também foi estudada por 

Denno et al. (1980), que observaram que este dimorfismo de asas não era devido a uma 

simples regra genética. As condições ambientais as quais o estágio ninfal é submetido, e 

aqui se inclui a qualidade nutricional da planta hospedeira, guia os mecanismos que 

selecionam o aparecimento de asas ou não. Assim, estudos de laboratório mostraram que 

ninfas de P. marginata submetidas a uma alimentação de baixa qualidade dão origem a 

indivíduos macrópteros e a abundância destes em plantas de alto valor nutritivo e a rara 

presença em plantas pobres em nutrientes é resultado da migração. 

Outro aspecto importante notado para cigarrinhas em relação à planta 

hospedeira, foi observado por Teraguchi (1986), em estudos realizados com armadilhas 

adesivas e de sucção. Cigarrinhas associadas com plantas perenes seriam menos 

propensas a migração do que aquelas associadas com plantas anuais. Todos os 

cicadelídeos que apresentaram comportamento não migratório estavam associados a 

plantas perenes, e cigarrinhas associadas a plantas anuais amplamente distribuídas 

parecem ser migratórias. A classificação das 23 espécies de cicadelídeos coletadas, 

quanto ao status de migrante ou não-migrante, foi baseada em diversos aspectos, como o 

comportamento de vôo, ou seja a altura nas quais os mesmos foram capturados, status 

reprodutivo de fêmeas (Síndrome oogênese-vôo) e relação braquípteros/macrópteros ou 

a combinação de ambos (Teraguchi, 1986). Isto nos mostra que o entendimento do 

processo de migração requer uma visão mais globalizada dos aspectos que o envolvem. 

A persistência do hábitat tem sido identificada como um fator crítico para a 

evolução da migração e do dimorfismo de asas em insetos (Denno & Roderick, 1990; 

Harrison, 1980). Em insetos, as asas tem diversas funções como, a busca da cópula, 

localização de hábitat para alimentação, desenvolvimento ou diapausa. Denno et al. 

(1991) estudaram diversas espécies de cigarrinhas (Delphacidae ), que apresentavam 
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dimorfismo de asas, quanto a influência da densidade populacional e persistência do 

hábitat na expressão ou não de asas. Estes autores concluíram que para estas cigarrinhas 

a necessidade de asas para a busca da cópula é inversamente proporcional a densidade 

da população. No entanto, em relação a deterioração do hábitat esta é positivamente 

correlacionada, pois as asas são a melhor forma de escape desta condição. Em muitas 

espécies de cigarrinhas em hábitats persistentes onde a cópula, mesmo sob baixos níveis 

populacionais, é obtenível, a maioria dos machos são braquípteros, enquanto que 

indivíduos da mesma espécie em hábitat temporário são macrópteros. Assim, a duração 

da estabilidade do hábitat e redução na disponibilidade para cópula, tem favorecido aos 

altos níveis de migração (macrópteros) em hábitats temporários. Em estudos com seis 

espécies de cigarrinhas do gênero Dalbulus, Heady & Nault (1985) observaram que as 

espécies associadas a hospedeiros anuais, ou seja um hábitat mais instável, apresentaram 

maior resposta de fuga por vôo, do que aquelas que se alimentavam em plantas perenes. 

Assim a migração é provavelmente uma característica comportamental de espécies de 

Dalbulus, que como D. maidis, utilizam hospedeiros de crescimento estacionai, uma vez 

que a resposta de fuga pode ser também uma medida da tendência migratória. 

Os pulgões são conhecidos como sérias pragas de muitas culturas. Muito se 

comenta a respeito de sua capacidade de dispersão aérea, que segundo Hardie (1989) a 

curta ou a longa distância é regida por estímulos visuais. A proporção de indivíduos 

alados e ápteros é influenciada pela condição de agregação no estágio ninfal que 

influencia o desenvolvimento de asas, musculatura de vôo, acúmulo de reservas e 

desenvolvimento de gônadas (Dixon & Howard, 1986). O estímulo para que os pulgões 

iniciem o vôo é uma resposta fototática positiva de adultos tenerais a curtos 

comprimentos de onda ( < 500 nm) emitidos pelo céu, gradualmente, durante o vôo os 

comprimentos de ondas maiores tornam-se mais atrativos (> 500 nm) como os exibidos 

pelos vegetais, então eles cessam o vôo e descem sobre as plantas (David & Hardie, 

1988). Além da luminosidade, outro fator importante é a temperatura (Dry & Taylor, 

1970; Halgren & Taylor, 1968). Evidências existem de que sobre certas condições, os 

afideos podem imprimir vôos de longas distâncias, centenas de quilômetros sobre 

desertos e oceanos. Tem-se argumentado que esta seja uma estratégia de colonização de 
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áreas distantes, no entanto, a proporção do sucesso deste procedimento é desconhecido 

(Hardie, 1989). Porém, Loxdale et al. (1993) propuseram que os movimentos a curtas 

distâncias tem um maior impacto na população e na distribuição de genótipos do que os 

movimentos a longas distâncias que são infreqüentes. 

O fenômeno da migração é um assunto extremamente complexo, sendo 

encontrado nos mais diversos organismos, desde diminutos insetos até aves, peixes e 

grandes mamíferos. Dentro da classe insecta, no entanto, encontramos uma enorme 

diversidade no modo e na escala da migração, que fornecem, sem dúvida, uma 

substancial gama de exemplos para o estudo deste fenômeno. Sabendo desta 

complexidade, de maneira alguma a migração pode ser encarada ou definida 

simplesmente sob o aspecto da fisiologia, ecologia, comportamento ou mesmo da 

genética, evolução dentre outras, pois é um fenômeno multidisciplinar, mostrando em 

cada um dos casos em que se estuda diferentes nuances destas diferentes áreas de estudo. 

A migração constitui-se num dos mais complexos e eficientes mecanismos utilizados 

pelos insetos para contornar as adversidades impostas pelo ambiente, como as condições 

climáticas desfavoráveis, ausência de plantas hospedeiras, competição intra e 

interespecífica, dentre outras, e esta habilidade de se dispersar dos insetos é também 

responsável pela ampla distribuição dos seus genes. Desta maneira, a migração não pode 

ser vista como um evento estanque dentro da história de vida dos insetos e sim como 

uma tentativa de sobrevivência e perpetuação da espécie. Portanto, o conhecimento mais 

profundo da migração em insetos poderá fornecer subsídios para um melhor 

entendimento do ciclo de vida dos mesmos e isto permitirá, no caso dos insetos 

considerados pragas, o delineamento de medidas preventivas de controle. 

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

Marcadores eletroforéticos são poderosas ferramentas que têm facilitado o 

estudo de diversas áreas da biologia, pura ou aplicada, cobrindo questões de :filogenia, 
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evolução, ecologia e dinâmica de populações (Symondson & Liddell, 1996). 

Inicialmente, técnicas com o uso de proteínas, especialmente aloenzimas, eram as mais 

empregadas, atualmente a aplicação desta técnica tem sido superada por aquelas 

baseadas em DNA (Avise, 1994). O campo da biologia molecular tem se expandido 

grandemente nos últimos anos e muitos entomologistas tem desejado utilizar esta 

ferramenta, já que esta trás um novo nível de  resolução para estudos de ecologia e 

taxonomia de insetos (Loxdale & Lushai, 1998) dentre outros. 

A técnica da reação da polimerase em cadeia ("Polimerase Chain Reaction" -

PCR) (Saiki et al., 1988), um método que gera uma exponencial e seletiva amplificação 

de um :fragmento de DNA, pode ser usada para detecção e diferenciação de um grande 

número de organismos. Todavia, requer o prévio conhecimento da seqüência de bases 

para a confecção de dois primers, o que muitas vezes requer um substancial 

investimento de tempo e recursos (Cenis et al., 1993). Por outro lado, a técnica de DNA 

polimórfico 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 único primer com �10 

nucleotídeos de comprimento de seqüência arbitrária, que anela-se em regiões arbitrárias 

do genoma e sintetiza múltiplos produtos de amplificação, detectando polimorfismo na 

ausência de informação específica da seqüência de nucleotídeos do DNA molde 

(Willians et ai., 1990). O primeiro passo para a utilização desta técnica refere-se a 

seleção dos primers a serem utilizados, cuja escolha deve basear-se na seguinte ordem: 

revelar diferenças, produzir bandas bem definidas e fornecer um padrão reproduzível 

(Loxdale et al., 1996). 

O RAPD-PCR é capaz de detectar a alteração de uma única base no DNA 

genômico, uma vez que a alteração em uma única base do primer gera produtos de 

amplificação totalmente diferentes, uma alteração em uma base do genoma pode levar a 

não amplificação de determinado fragmento. Mas isto não implica, no entanto, que todas 

as amplificações são resultado do perfeito pareamento entre o primer e o DNA molde 

(Williams et al., 1990; Thormann et al., 1994). Ponto importante refere-se ao 

comprimento e proporção dos nucleotídeos G+C dos primers na amplificação gerada por 
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RAPD-PCR. O mínimo comprimento para o primer são nove bases e a proporção 

mínima de G+C em cada primer para gerar níveis detectáveis de amplificação é de 40% 

ou superior (Williams et al., 1990). As fontes de polimorfismo para marcadores RAPD­

PCR podem incluir deleções no sítio de anelamento do primer com o DNA genômico, 

inserções entre os sítios de anelamento dos primers colocando-os a uma distância maior 

do que aquela suportada pela PCR ou inserções que alterem o tamanho do segmento de 

DNA sem prevenir a amplificação (Willians et al., 1990). Marcadores moleculares do 

tipo RAPD-PCR comportam-se como dominantes, ou seja, não é possível distinguir se o 

segmento de DNA amplificado provém de um loco heterozigoto (1 cópia) ou 

homozigoto (2 cópias) (Carlson et al., 1991; Williams et ai., 1990). 

A técnica de RAPD-PCR oferece diversas vantagens sobre outros métodos 

para estudo de variabilidade genética. Um ilimitado número de marcadores RAPD-PCR 

podem ser gerados, ao contrário do que ocorre com marcadores isoenzimáticos que são 

limitados a poucas regiões do genoma e um limitado número de sistemas enzimáticos 

podem ser utilizados, além do fato de que um vasto número de primers RAPD-PCR 

podem ser sintetizados para análise de uma ampla variedade de espécies (Cenis et al., 

1993; Williams et al., 1990); nenhum trabalho preliminar é requerido, como o 

isolamento de sondas clonadas de DNA, preparação de filtros para hibridização; 

marcadores RAPD-PCR podem simplificar a transferência de informação entre 

pesquisadores e é um método que permite automação (Williams et al., 1990). Com 

relação a técnica chamada polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição 

(Restriction Fragment Lenght polimorphisms - RFLP) (Grodzicker et al., 1974), RAPD­

PCR apresenta como vantagens a rapidez, simplicidade e a não utilização de materiais 

radioativos e equipamentos caros (Cenis et al., 1993) além de gerar um número maior de 

marcadores (Williams et al., 1990). No entanto, marcadores RFLP parecem ser mais 

confiáveis do que RAPD-PCR para comparações interespecí:ficas, o que também parece 

ser verdadeiro para casos de comparação intraespecífica que envolvam populações 

muito distintas (Thormann et al., 1994). Como desvantagens do método temos que em 

estudos filogenéticos não é possível distinguir a origem genômica (nuclear ou 

citoplasmática) dos fragmentos, a homologia das seqüências das bandas com mesma 
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mobilidade no gel não é conhecida (Thorrnann et al., 1994; Tingey & Tufo, 1993) não 

sendo possível dizer se bandas com mesmo peso molecular entre dois indivíduos 

representariam um caráter homólogo (herdado de um ancestral comum) ou homoplástico 

( caráter que se desenvolveu independentemente dentro da população) (Pornkulwat et al., 

1998), não é possível distinguir alelos heterozigotos dos homozigotos (Carlson et al., 

1991; Williams et al., 1990), são requeridas outras técnicas para a obtenção de dados 

Mendelianos (Loxdale & Lushai, 1998) e a reproducibilidade do método pode ser 

influenciada pela enzima Taq DNA polimerase utilizada, quantidade de MgC}z, 

qualidade do DNA, o tipo de termociclador e método de extração (Cenis et. al, 1993; 

Loxdale & Lushai, 1998; Loxdale et al., 1996; Suazo et ai., 1998). 

RAPD-PCR é uma técnica simples, que requer pequenas quantidades de 

material biológico (Chan et al., 1999), o que é uma grande vantagem quando se trabalha 

com insetos muito pequenos (Loxdale et ai., 1996), sendo eficiente na detecção de 

polimorfismo (Lin et al., 1999). É capaz de discriminar indivíduos de uma população, 

populações ou clones de uma espécie ou espécies de um gênero (Cenis & Beitia, 1994; 

Guirao et al. 1997). Pode ser aplicado a espécimes de insetos conservados por longos 

períodos, e é um método eficiente para se obter marcadores genéticos intraespecíficos 

sem qualquer conhecimento prévio de informações sobre a seqüência do DNA da 

espécie em estudo (Margaritopoulos et al., 1998). Tem sido utilizada em estudos de 

estrutura genética de populações (Infante-Malachias, 1999; Lin et ai., 1999), para 

distinguir clones e biótipos em Auchenorrhyncha (Black et al., 1992; Cenis et al., 1993; 

Quintero et ai., 1998), na direta evidência de fluxo gênico entre populações (Hoole et al., 

1999), na detecção de espécimes puros em relação aqueles onde houve introgressão 

genética (De Vemo et ai., 1998), em mapeamento genético (Hunt & Page, 1995; Laurent 

et al., 1998), na detecção da origem geográfica de populações (Puterka et al., 1993; 

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

Dentre as várias técnicas moleculares atualmente utilizadas em estudos 

biológicos, a técnica de RAPD-PCR tem tido grande impacto em entomologia (Loxdale 

& Lushai, 1998; Loxdale et ai., 1996), mostrando-se como uma importante ferramenta 

na análise de variabilidade genética em insetos (Haymer, 1994). Um extenso número de 

estudos tem sido realizados com os mais diversos grupos de insetos e nas mais variadas 

áreas. 

Skinner & Camacho (1995) estudaram a diversidade genética dentro de uma 

população da cigarrinha E. fabae e observaram um alto grau de heterogeneidade 

genética nesta espécie. Os campos de alfafa têm uma gama muito grande de genótipos 

individuais e esta praga tem superado os esforços da resistência de plantas. Isto 

provavelmente ocorreu pois E. fabae tem sido capaz de manter altos níveis de 

heterozigose em muitos locos através de acasalamentos ao acaso, conseguindo manter 

esta variabilidade genética por gerações durante o crescimento da cultura. 

A forma de reprodução tem influência na estrutura genética das populações 

dos insetos. Puterka et ai. (1993) relataram que em clones partenogenéticos de Diuraphis 

noxia (Mordvilko) a descendência não diferia geneticamente de suas mães. Estes 

mesmos autores observaram pouca variação intrapopulacional em D. noxia de 

indivíduos coletados no campo e não pertencentes a um mesmo clone, no entanto, a 

técnica de RAPD-PCR foi capaz de uma boa discriminação entre as populações. A 

ausência de variação genética dentro das populações poderia ser atribuída ao tipo de 

reprodução e efeito fundador, ou seja, os poucos genótipos que chegam em uma área, 

rapidamente dominariam este nicho através do seu bem desenvolvido mecanismo de 

migração pelo vôo e reprodução partenogenética (Puterka et al., 1993). Não foi 

encontrada relação entre a distância geográfica e a distância genética nas populações de 

D. noxia dos EUA, o que provavelmente estaria mais em função do estabelecimento ao

acaso de clones através do comércio do que através da migração (Puterka et al., 1993). 

Ausência de relação entre origem geográfica e padrão RAPD-PCR para afideos também 
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foram encontradas por Cenis et al. (1993). No entanto, o polimorfismo genético permite 

a identificação da origem de populações de insetos recentemente introduzidas (Powell et 

al., 1980). Puterka et ai. (1993) sugeriram que as populações de D. noxia da França, 

África do Sul, México e EUA provavelmente têm a mesma origem, a Turquia. Shufram 

et al. ( 1997) não encontraram nenhuma diferença genética entre os 11 clones de D. noxia 

nos EUA submetidos a análise por RAPD-PCR, o que levou-os a sugerir que não há 

nenhum indicativo de alteração do status biotípico de D. noxia nos EUA. 

Sunnucks et al. ( 1997) foram capazes de distinguir dois biótipos de 

Therioaphis trifo/li (Monell) que se alimentam em alfafa e trevo na Austrália, utilizando 

além de variáveis como sobrevivência e reprodução em diferentes hospedeiros, 

morfologia, hidrocarbonetos presentes na cutícula, estudo dos cariótipos, o uso de 

RAPD-PCR e DNA mitocondrial (citocromo oxidase). T. trifolli que se alimenta de um 

determinado hospedeiro, alfafa ou trevo, apresenta pouca variação genética, e estes 

biótipos são geneticamente distintos. 

Myzus persicae (Sulzer) e M nicotianae Blackman não puderam ser 

separados com 100% de confi.abilidade por RAPD-PCR em estudos realizados na 

Grécia. No entanto, a discriminação destas em relação a outras espécies de pulgões 

utilizados como grupos externos foi bastante satisfatória (Margaritopoulos et al., 1998). 

Estes estudos não revelaram importantes variações 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 não ter sido suficientes para promover o isolamento 

genético entre as populações (Margaritopoulos et al., 1998). Ao contrário, Black et al. 

(1992) trabalhando com outras espécies de pulgões encontraram variação genética entre 

biótipos, populações e indivíduos em uma mesma planta. 

Black et al. (1992) identificaram diferenças entre e dentro de quatro espécies 

de pulgões, Schizaphis graminum (Rondani), D. noxia, Acyrthosiphon pisum (Harris) e 

Uroleucon ambrosiae (Thomas), mostrando diferenças genéticas entre biótipos destas 

espécies. Assim, RAPD-PCR poderia ser usado para rápida confirmação dos biótipos e 

para a procura de novos biótipos em nível de campo. A técníca de RAPD-PCR mostrou­

se extremamente útil para a rápida identificação de polimorfismo genético em afideos, o 
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que provavelmente se deve ao fato desta técnica amplificar preferencialmente regiões 

altamente variáveis do genoma destes insetos (Black et ai., 1992). Da mesma maneira, 

RAPD-PCR foi utilizada para estudo do grau de relação de diferentes grupos de afideos 

e separação de diferente taxa ou de espécies próximas, e até mesmo de clones, e 

mostrou-se como uma ferramenta muito útil para o estudo da estrutura populacional, 

diversidade genética entre e dentro de populações e migração em afideos (Cenis et al., 

1993). A presença de parasitóides [Diaeretiella rapae (Mcintosh) e Lysiphlebus 

testaceipes (Cresson)] em pulgões também puderam ser detectados através de RAPD­

PCR (Black et ai., 1992). 

Lin et al. (1999) estudaram através de RAPD-PCR populações naturais da 

cochonilha Daktulosphaira vitifolia (Fitch) coletadas em duas regiões distintas, uma no 

estado do Arizona onde avaliou-se três populações e outra em Nova York onde avaliou­

se seis populações. As populações de filoxera do Arizona se caracterizavam por serem 

geograficamente isoladas e pela ausência de migrantes alados. Estes dois fatores 

guiaram o grande grau de divergência genética observado entre as três populações e um 

baixo nível de variação dentro das populações, o que suporta a hipótese de que as 

barreiras geográficas têm restringido o fluxo gênico entre as populações. Em Nova 

York, as populações coletadas tinham relativa conexão pela distribuição de plantas 

hospedeiras e presença de migrantes alados com um alto grau de recombinação sexual, o 

que proporcionou em alguns casos maior similaridade entre indivíduos geograficamente 

mais distantes do que entre aqueles geograficamente mais próximos. No entanto, a 

magnitude do coeficiente de similaridade no Arizona foi similar ao de Nova York, 

sugerindo que a separação entre as duas regiões pode ter ocorrido em escala de tempo 

ecológica (décadas ou séculos). Os padrões RAPD-PCR foram completamente 

diferentes entre as duas regiões e o baixo coeficiente de similaridade (0,62) entre as duas 

regiões, indicam que estas duas populações de filoxera são geneticamente distintas. Isto 

reflete a grande distância geográfica separando as populações, seleção hospedeira, e 

diferentes condições abióticas nas duas regiões (Lin et ai., 1999). 

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

distinguíveis por RAPD-PCR, mostrando a existência de dois diferentes tipos genéticos, 
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biótipo A e B. Os dados de RAPD-PCR para todas as populações do biótipo B estudadas 

mostraram um alto grau de similaridade genética (0,90), o que foi consistente com a 

hipótese de que o biótipo B de B. tabaci tem sido amplamente disseminado pelo mundo 

através de material de propagação contaminado (Guirao et al., 1997). Da mesma forma, 

estes dois biótipos puderam ser diferenciados na Colômbia através de RAPD-PCR, 

sendo este o primeiro registro do biótipo B de B. tabaci neste pais (Quintero et al., 

1998). 

Marcadores moleculares do tipo RAPD-PCR foram utilizados para estudos 

genéticos de sete populações da mosca Cochliomyia hominivorax (Coquerel), seis do 

Brasil e uma da Argentina. Dos 209 locos gerados, 198 foram polimórficos, e estes 

foram submetidos a cinco metodologias de análise. Os índices de similaridade 

intrapopulacionais foram superiores a 0,7 e os interpopulacionais superiores a 0,5, 

indicando que as populações foram similares. O cálculo de heterozigosidade indicou que 

a diversidade genética nas populações é baixa e a análise de agrupamento não mostrou 

forte diferenciação entre as populações (Infante-Malachias et al., 1999). No entanto, o 

cálculo do F'(sT) (Lynch & Milligan, 1994) mostrou subdivisões genéticas nas 

populações (F'(sn
= 0,122) o que indica que 12% da variação genética nestas moscas é 

atribuída a moderada diferenciação entre as populações amostradas (Infante-Malachias 

et al., 1999). Ao contrário das populações da América do Norte, que são extremamente 

homogêneas, a variação encontrada entre as populações talvez se deva ao fato de que a 

América do Sul seja provavelmente o centro de origem desta mosca e conseqüentemente 

a variabilidade seja maior (Infante-Malachias et al., 1999). 

A origem geográfica de três populações naturais da mosca-das-frutas Ceratitis 

capitala (Wiedemann) foi comparada a uma população de laboratório de origem 

conhecida através de RAPD-PCR, RFLP de mtDNA e isoenzimas. As duas primeiras 

técnicas proporcionaram o agrupamento da população de laboratório com uma das 

populações naturais cuja origem geográfica era a mesma, o que sugeriu que estas 

técnicas são mais confiáveis para a detecção da origem de populações dessa mosca. 

RAPD-PCR mostrou-se como uma técnica que permite fácil discriminação entre as 

populações, principalmente pela quantidade de marcadores obtidos (207) (Reyes & 
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Ochando, 1998). Haymer & Mclnnis (1994) estudando populações de C. capitata 

observaram que populações de mesma origem geográfica (naturais e de laboratório) 

apresentavam o mesmo padrão RAPD-PCR, e também sugeriram a boa discriminação 

geográfica de populações por esta técnica. De acordo com Baruffi et al. ( 1995), para 

populações naturais de C. capitata de diversas partes do mundo, as técnicas de RAPD­

PCR e análise enzimática, forneceram resultados congruentes. No entanto, para análise 

de populações de laboratório, onde fatores interferem em fenômenos genéticos como a 

deriva, os resultados foram bastante diferentes entre estas duas técnicas. Estes autores 

observaram uma grande variabilidade genética para as populações de C. capitata através 

de RAPD-PCR, provavelmente causadas por deriva genética e seleção, no entanto um 

decréscimo desta variabilidade foi registrado na África Central em relação a regiões 

periféricas ao seu redor, o que reforçou a hipótese de que esta deve ser a população 

tropical ancestral. 

Para a mosca-das-frutas Anastrepha suspensa (Loew) foi demonstrada a 

herdabilidade dos marcadores RAPD-PCR, que tem comportamento Mendeliano, e caso 

características comportamentais, como preferência hospedeira, estejam associadas a 

marcadores moleculares, a identificação de genes para determinado comportamento 

poderá ser possível. Assim, estes marcadores podem ser usados tanto para estudos de 

dinâmica populacional como para responder questões relacionadas com quarentena e 

raças geográficas (Schnell et ai., 1996). Ainda em Diptera, visando a diferenciação entre 

espécies crípticas do gênero Drosophila Fallen do subgrupo pseudoobscura, Pascual & 

Serra (1999) descreveram bandas RAPD-PCR espécie-específicas que puderam separar 

claramente D. pseudoobscura Frolowa, D. persimilis Dobzhansky & Epling e D. 

miranda Dobzhansky. 

Três ecotipos (univoltino, bivoltino e multivoltino) morfologicamente 

indiferenciáveis da mariposa Ostrinia nubilalis (Hübner), foram separados através de 21 

bandas RAPD-PCR obtidas de 1 O primers. Isto evidenciou uma possível variação 

genética entre estes ecotipos, e que esta técnica pode ser uma poderosa ferramenta para 

identificação de variação intraespecífica nesta mariposa, podendo ser usada até mesmo 

para se compreender se esta variação se deve a dispersão ou deriva genética (Pornkulwat 
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et al., 1998). Xu et al. (1999) observaram extensa variabilidade genética entre e dentro 

de seis populações do gênero Ostrinia na China, no entanto, detectaram que uma 

população de O. furnacalis Guenée não mostrou significativa diferença genética das 

outras cinco populações de O. nubilalis. Isto pode ter ocorrido por uma falha na correta 

identificação taxonômica dos espécimes antes dos ensaios RAPD-PCR ou pelo fato de 

que um período relativamente curto tenha se passado desde o processo de especiação e 

nenhuma diferença genética entre as duas espécies tenha ocorrido. 

Duas espécies simpátricas de mariposa, Choristoneura fumiferana (Clemens) 

e C. pinus Freeman, foram estudadas no Canadá com base em marcadores RAPD-PCR 

visando sua separação taxonômica. Foram utilizados espécimes de museu com idades 

variando entre 1 e 53 anos, e esta técnica permitiu a detecção de 9 bandas espécie­

específica para C. fumiferana e 8 para C. pinus. No entanto, alguns espécimes 

mostraram algumas bandas espécie-específica de ambas as espécies. Híbridos das duas 

espécies apresentariam todas as bandas das duas espécies, em função de um completo 

padrão aditivo, e isto não foi observado. Portanto, o que provavelmente ocorreu foi uma 

introgressão genética, ou seja, o cruzamento dos lnbridos Fl com os parentais, o que 

levou alguns espécimes a exibirem mais bandas de uma espécie do que de outra. A 

ausência de barreiras reprodutivas espaciais, temporais, :tisicas ou fisiológicas para estas 

duas espécies no Canadá foram requerimentos biológicos básicos para que a introgressão 

genética tenha ocorrido (De Vemo et al., 1998). 

Schreiber et al. (1997) identificaram três marcadores RAPD-PCR específicos 

para discriminação de populações da mariposa Lymantria dispar L. da Ásia e da 

América do Norte, as quais foram introduzidas da Europa. Reineke & Zebitz (1999) 

utilizaram estes marcadores (dentre outros) e também análise da região ITS-2, para 

verificação da possível introdução ou migração de genótipos asiáticos para a Europa 

Central. Os resultados com as duas técnicas mostraram-se diferentes. A análise da região 

ITS-2 mostrou que esta migração ou introdução de L. díspar na Europa não ocorre, ao 

contrário do que revelou o RAPD-PCR, e isto pode estar em função, por exemplo, das 

diferentes regiões genômicas analisadas pelas duas técnicas. 
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Para a borboleta Papilio machaon L., estudos com aloenzimas e RAPD-PCR 

revelaram um considerável fluxo gênico entre três populações deste lepidóptero em 

Broadland (Reino Unido). A análise de agrupamento, baseada em 109 locos gênicos 

RAPD-PCR encontrados, não permitiu a separação clara dos indivíduos dentro das 

populações as quais pertenciam. A hipótese de alto fluxo gênico como conseqüência de 

altas taxas de migração entre as populações foi suportada pelo baixo valor de distância 

genética e falta de correlação entre genética e distância geográfica encontrados (Hoole et 

al., 1999). 

Vaughn & Antolin (1998) demostraram através de RAPD-PCR que a vespa D.

rapae mostra subdivisões genéticas em pequena escala espacial, ou seja, populações 

localizadas em áreas situadas a distâncias de 1 km ou menos são geneticamente distintas. 

Esta divergência foi mantida em avaliações no ano subseqüente, mostrando que cada 

uma destas populações estariam adaptadas a exploração de uma micro-condição 

ambiental e a migração entre locais poderia levá-las a perda desta adaptabilidade. 

Segundo Landry et al. (1993) em Trichogramma spp. a técnica de RAPD-PCR 

poderia ser usada para rápida certificação e controle de qualidade destes insetos que são 

criados massalmente. Além de monitorar a deriva genética entre as populações e 

determinar o número mínimo de indivíduos para se começar uma criação massa!, com 

um biótipo desejável, mantendo a integridade da criação por longo tempo. 

Nos EUA, populações do himenóptero Cephus cinctus Norton de duas 

regiões, Montana e Dakota, foram avaliadas via RAPD-PCR para medida de variação 

genética dentro e entre as populações (Lou et al., 1998). Observou-se diferenças entre as 

populações e regiões e uma grande variação genética foi observada dentro das 

populações, sugerindo que isto aumentaria a chance de uma rápida adaptação às novas 

condições ambientais, o que seria particularmente importante para esta espécie que 

apresenta uma baixa longevidade e um limitado potencial de dispersão (Lou et al., 

1998). 

Visando diferenciar abelhas africanas e européias, Suazo et al. (1998) testaram 

700 primers e obtiveram cinco deles capazes de detectar diferenças, embora nenhum 

deles tenha sido diagnóstico, ou seja, não estiveram presentes em todos os indivíduos da 
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população testada. Esta pequena proporção de primers encontrados sugere que RAPD­

PCR não deve ser usado como um marcador genético diagnóstico em abelhas. 

Aljanabi et al. (1998) observaram que a técnica de RAPD-PCR provê um

eficiente método para diferenciação dos parasitóides Trissol cus teretis Johnson, T. urichi 

Crawford e T. basa/is (Wollaston) encontrados em soja. Com relação ao parasitóide 

Telenomus podisi Asheamed a similaridade dentro da população avaliada foi superior 

0,78 e o baixo polimorfismo genético observado sugere que as populações parecem ser 

muito homogêneas dentro de uma área de soja, podendo o RAPD-PCR ser usado para 

analisar populações geográficas e resolver eventuais questões taxonômicas a respeito da 

espécie (Aljanabi et al., 1998). Em Hymenoptera, RAPD-PCR também tem sido 

utilizado para construção de mapas genéticos, como para Trichogramma brassicae 

Bezdenko (Laurent et al., 1998) e para Apis mellifera L. (Hunt & Page, 1995). 

Silveira et al. (1998) estudaram populações do gafanhoto Schistocerca pal/ens 

(Thunberg) do Nordeste e do Brasil Central através de RAPD-PCR e encontraram uma 

alta variabilidade genética intrapopulacional, no entanto, a análise de agrupamento não 

permitiu uma distinta separação dos indivíduos destas regiões geográficas, também 

observaram baixo polimorfismo entre os isolados do fungo Metarhizium jlavoviride 

Gams & Rozspal utilizado no controle desta praga. 

Estudos com RAPD-PCR e aloenzimas permitiram a separação de três 

espécies de besouros, Meligethes viridescens (Fabr.), M czwalinai Reitter e uma nova 

espécie. A divergência genética obtida sugere um cenário evolutivo, através de 

isolamento geográfico, partindo de uma população polífaga ancestral, dando origem a 

duas linhagens com diferentes níveis de especialização da alimentação 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 hipóteses e ajudado a elucidar inúmeras dúvidas nas mais variadas 

áreas. O sucesso desta técnica pode ser atribuído primariamente a rapidez para obtenção 

dos resultados e o baixo custo se comparado com outros métodos (Loxdale et ai., 1996). 
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2.4.2. Preservação de DNA para análises genéticas 

Ácidos nucléicos, apesar de menos reativos quimicamente do que proteínas, 

são também vulneráveis a alterações oxidativas e hidrolíticas. Embora a taxa de reação 

seja relativamente lenta, alterações estruturais na molécula de DNA podem ocorrer 

extensivamente se este for estocado por longos períodos sob condições desfavoráveis 

(Dessauer et al., 1996). Segmentos de DNA altamente degradado tem sido isolado de 

amostras mumificadas, espécimes de museu, de amostras preservadas em álcool, tratadas 

com ácido picríco ou cloreto de mercúrio, fixados por longos períodos na ausência de 

tampão ou em excesso de formaldeído (Dessauer et al., 1996; Goelz et al., 1985). A 

quantidade de DNA extraído de espécimes mortos há muito tempo é 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 

>lKb 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 

degradação (Reiss et al., 1995), no entanto, técnicas como RAPD-PCR requerem um 

DNA íntegro, apesar de alguns autores terem relatado sucesso no uso desta técnica com 

espécimes de museu (DeVemo et al., 1998; Reineke & Zebitz, 1999). 

Devido a muitos obstáculos que freqüentemente limitam a possibilidade de se 

utilizar espécimes frescos em análises genéticas, e já que a extração do DNA e 

subseqüente amplificação via PCR podem ser drasticamente alterada pelo método 

utilizado para matar e preservar os espécimes em estudo (Austin & Dillon, 1997), a 

importância de métodos adequados para a preservação de amostras tem aumentando 

muito (Dessauer et al., 1996; Post et al., 1993). No entanto, poucos estudos têm sido 

realizados visando a utilização de DNA extraído de insetos mantidos em algum método 

de preservação (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 têm sido realizados (Bramwell & Bums, 1988; Goelz et al., 1985; Oakenfull, 
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1994; Smith et al., 1987), porém, os resultados nem sempre são aplicáveis a insetos 

(Logan, 1999; Post et al., 1993). 

Post et al. (1993) estudaram alguns métodos de preservação para o díptero 

Simulium damnosum Theobald. Os melhores métodos foram nitrogênio líquido, etanol 

absoluto a 4°C e amostras dessecadas em sílica gel. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Dillon et ai. (1996) com as espécies de Hymenoptera, Venturia canescens 

(Gravenhorst) e Leptomastix dactylopii Howard. Outros métodos como formo! salino 

(10%) e espécimes de museu não forneceram quantidades de DNA detectáveis e o DNA 

de espécimes em solução de Camoy (etanol: ácido acético - 3:1), metanol ou propano! 

mostrou-se muito degradado (Post et al., 1993). 

No besouro Amara glacialis (Manner-heim), a estocagem dos espécimes a 

-80ºC foi a mais satisfatória, bons resultados também foram conseguidos em tampão de

extração. Em etanol a temperatura ambiente, o DNA foi preservado por 

aproximadamente 73 dias, no entanto, em etil acetato e solução de Camoy o mesmo não 

se preservou (Reiss et ai., 1995). 

Para duas espécies de Odonota, Enallagma civile (Hagen) e Hetaerina 

americana (F.), os espécimes receberam uma injeção de acetona no tórax e foram 

mantidos neste fixador por 24 horas antes de serem secos ao ar (Logan, 1999). Este 

método permitiu a preservação do DNA, não se observando efeitos da acetona ou tempo 

de preservação, na extração, amplificação e seqüenciamento posteriores (Logan, 1999). 

Alguns métodos químicos de secagem também foram utilizados com sucesso para V. 

canescens e L. dactylopii (Austin & Dillon, 1997). 

As alterações estruturais nos ácidos nucléicos podem ser prevenidas 

mantendo-se o DNA, ou as amostras do qual o mesmo será extraído, em baixas 

temperaturas e na ausência de oxigênio. A desidratação, altas concentrações de sais e 

EDTA para inibir as nucleases são fatores adicionais que estabilizam o DNA (Dessauer 

et al., 1996) e também a manutenção de um pH entre 8,0 e 9,0 para se evitar o pH ótimo 

para enzimas degradativas como as lipolíticas e lipoxigenases (pH entre 5,0 e 6,0) e 

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



3. MIGRAÇÃO COMO UMA ESTRATÉGIA DE SOBREVIVÊNCIA DE

Dalbulus maidis (DeLONG & WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE) 

DURANTE A ENTRESSAFRA DO MILHO NO BRASIL CENTRAL 

RESUMO - A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, é uma das principais pragas do 

milho (Zea mays L.) na América Latina por transmitir três patógenos associados ao 

enfezamento do milho: Spiroplasma kunkelii Withcomb et al., o fitoplasma do milho 

("maize bushy stunt phytoplasma" - MBSP) e o vírus da risca ("maize rayado fino vírus" 

- MRFV). Por ser o milho o único hospedeiro conhecido de D. maidis no Brasil, esta

cigarrinha parece ter duas alternativas para sua sobrevivência na entressafra da cultura, 

migração e/ou dormência em restos culturais ou áreas adjacentes. Para investigar estas 

possibilidades, populações de D. maidis foram monitoradas quinzenalmente através de 

cartões adesivos amarelos dupla face (7x12 cm) por períodos que variaram de 15 

a 29 meses, no município de Anastácio/MS. Esta região é caracterizada por áreas 

extensas de pastagens e por apresentar pequenas áreas de plantio de milho com um 

longo período de entressafra (6-7 meses). O monitoramento foi realizado em cinco áreas 

representando duas situações distintas: a) áreas (I e II) onde o milho era plantado 

anualmente a partir de outubro; e b) áreas (III, IV, Va e Vb) de pastagem, onde o milho 

não era plantado há pelo menos 5 anos. Simultaneamente, realizou-se um 

monitoramento também em Piracicaba/SP, em uma área onde o milho é plantado 

continuamente por todo ano (área VI). Em cada uma das áreas, foram colocados 16 a 18 

cartões dentro da área onde o milho foi plantado (inclusive nas áreas de pastagem), em 

três alturas (0,5, 1,5 e 2,5 m), além de 4 outros cartões (0,5 e 1,5 m) posicionados em 
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vegetação arbórea adjacente ao plantio do milho (áreas I, II e Va) e 8 placas de metal 

amarelas adesivas (30x30 cm) em alturas de 7, 13 e 16 m (área VI). Espécimes de D.

maidis foram coletados em plantios de milho em todas as áreas estudadas, mas não na 

vegetação adjacente aos plantios -( coletas com cartões, com rede de varredura ou 

succionador motorizado); espécimes também foram capturados nas alturas de 7, 13 e 16 

m, em Piracicaba/SP. Picos populacionais simultâneos foram observados no período de 

julho a outubro em todas as áreas de Anastácio/MS, quando não havia milho no campo; 

estes picos foram maiores nas áreas onde o solo encontrava-se exposto pela aração e/ou 

gradagem. Verificou-se inversão da razão sexual em favor das fêmeas no início e final 

da safra do milho, e em coletas de entressafra nas áreas de Anastácio/MS, mas não em 

Piracicaba/SP. A não captura de D. maidis na vegetação adjacente aos campos de milho 

e sua coleta em todos os plantios de Anastácio/MS, inclusive nas áreas de pastagem (III, 

IV, Va e Vb) onde o milho não era cultivado há vários anos, e também em alturas 

superiores a 7 m, reforçam a hipótese de que adultos de D. maidis podem migrar longas 

distâncias, possivelmente através de correntes de vento, para localização de novos 

plantios e sobrevivência na entressafra do milho. O grande número de espécimes 

coletados em áreas onde o solo estava arado sugere que este pode ser um estímulo 

importante na escolha da área para o pouso por adultos migrantes de D. maidis. 

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

MIGRA TION AS A STRA TEGY FOR SURVIV AL OF Dalbulus maidis (DeLONG 

& WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE) DURING CORN 

OVERSEASON IN CENTRAL BRAZIL 

SUMMARY - The com leafhopper, 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 com stunt disease: Spiroplasma kunkelii Withcomb et al. ( com 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 

leafhopper 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 Anastácio, 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 (1 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). ln 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). ln 

addition, 4 other cards ( at 0,5 and 1,5 m) were placed in arboreal vegetation adjacent to 

the maize plantings in Anastácio (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 Anastácio/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 Anastácio/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 Anastácio/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 com 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 ofthe area for landing by migratory adults of D. maidis. 

KEY WORDS: com leafhopper, vector, Zea mays, ecology 

3.1. INTRODUÇÃO 

A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott), que tem como 

centro de origem o México (Nault & DeLong, 1980), encontra-se amplamente 

distribuída desde o sul dos EUA até a Argentina (Nault, 1990; Oman, 1948), 

provavelmente em função de sua grande mobilidade (Gámez, 1983) e associação com o 

milho cultivado cuja distribuição pelas Américas foi guiada pelo homem (Triplehom & 

Nault, 1985). D. maidis tem sido relatada como a única espécie do gênero 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 sucção de 

seiva (Bushing & Burton, 1974; Waquil, 1997), sua grande importância está na 

capacidade de transmitir de forma persistente e propagativa três patógenos do milho, 

Spiroplasma kunkelii Whitcomb et al. ("com stunt spiroplasma"- CSS) agente causal do 

enfezamento pálido, o fitoplasma do milho ("maize bushy stunt phytoplasma"- MBSP) 

agente causal do enfezamento vermelho e o vírus da risca ("maize rayado fino virus"­

MRFV), 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 patógenos associados são incipientes. Por 

outro lado, no México e América Central vários estudos têm sido realizados com D.

maidis no que diz respeito à biologia, relações filogenéticas, comportamento, morfologia 

e transmissão de :fitopatógenos. Especula-se que esta cigarrinha seja o único hospedeiro 

de entressafra para os patógenos 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 sobrevivência de D. maidis a condições desfavoráveis, como 

o período de entressafra do milho, podem envolver três estratégias: hospedeiros

alternativos, dormência e/ou migração. No inverno seco do México Central, D. elimatus 

(Bali) que também se alimenta de milho, estabelece populações em plantações de trigo 

irrigadas ou em algumas plantas daninhas como Bromus laciniatus Beal e B. inermis 

Leyss (Bames, 1954). Em outras regiões do México, D. maidis pode ser encontrada em 

pequenas populações em teosintos (Zea spp.) perenes (Triplehom & Nault, 1985). 

Entretanto, esta não parece ser a estratégia adotada por D. maidis para sobrevivência na 

entressafra na maior parte da América Latina, uma vez que os teosintos são plantas 

restritas ao sul de Jalisco (México) e a cigarrinha-do-milho tem ampla distribuição pelas 

Américas. Além disso, a gama de plantas hospedeiras de reprodução e desenvolvimento 

relatada para D. maidis é restrita ao milho, teosintos e Tripsacum dactyloides (L.) 

(Bames, 1954; Larsen et al., 1992; Nault, 1980; Pitre et ai., 1966). A permanência em 

restos culturais do milho também é refutada (Larsen et al., 1992). A dormência, embora 

muitos a julguem como uma estratégia única de insetos de zona temperada, é também 

comum em insetos de regiões tropicais (Denlinger, 1986; Masaki, 1980); por exemplo, 

alterações qualitativas em plantas de milho podem induzir diapausa em Busseola fusca 

(Fuller) (Usua, 1973) e Chi/o spp. (Scheltes, 1978). Para D. maidis e suas congêneres no 

México, no entanto, este fenômeno não ocorre (Larsen et ai., 1992). 

Algumas evidências apontam uma possível estratégia migratória para D. 

maidis. A migração e dispersão parecem ser mecanismos relevantes para espécies que, 

como D. maidis, exploram um hábitat não permanente como o milho (Nault, 1990). 

Estudos do comportamento de fuga têm demonstrado que D. maidis e D. elimatus, 

especialistas em milho, são mais sensíveis a distúrbios, estando mais propensas ao vôo 

do que outras espécies de Dalbulus, que utilizam gramíneas perenes, talvez em função 

de que as primeiras necessitem buscar hábitat alternativo na entressafra do milho (Heady 

& Nault, 1985). Larsen et ai. (1992) utilizaram cartões adesivos amarelos para o 

monitoramento de populações da cigarrinha-do-milho e capturaram altas populações de 
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D. maidis no final da safra do milho, quando este já estava seco. Observaram também

que a segunda geração de fêmeas, criadas em condições que simulavam o outono, 

poderiam sobreviver até dois meses sem alimento e tão somente com suprimentos de 

água, donde concluíram que esta espécie é uma migrante local, passando do milho para 

outro hábitat próximo, na entressafra, e retornando ao campo de milho no ano seguinte. 

Por outro lado, a migração a longas distâncias também parece ser possível. Esta hipótese 

é sustentada por episódios como a epidemia de CSS no sul da Flórida 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 vôo da cigarrinha­

do-milho e mais duas espécies do gênero Dalbulus, em condições de laboratório que 

simulavam diferentes fotoperíodos, condições de planta hospedeira e diferentes estações 

do ano no México Central. Observaram que D. maidis possui um comportamento de vôo 

consistente com vôos migratórios de inverno, o que coincidiria com correntes de vento 

("El Norte") que levariam estas cigarrinhas das regiões altas do México Central, onde o 

inverno é frio e seco, para regiões de baixa altitude próximas ao Golfo, onde chuvas de 

inverno e primavera são comuns e onde o milho é plantado extensivamente. O 

aparecimento súbito de D. maidis no início da estação chuvosa, logo após o plantio do 

milho no México Central, por sua vez, coincidiria com a chegada da corrente de vento 

denominada Zona de Convergência Inter-Tropical, que traz as chuvas do golfo do 

México para as regiões centrais. 

Se D. maidis possui hábito migratório, e se este é apenas local ou a longas 

distâncias, é algo que tem sido especulado e para o qual existem algumas evidências. 

Porém, evidências mais contundentes poderiam ser obtidas se algumas das seguintes 

perguntas pudessem ser respondidas: 

- Considerando-se a hipótese de que as populações de D. maidis são todas locais (Larsen

et al., 1992), seria esperada a ocorrência desse inseto logo após o plantio do milho em 

região isolada de grandes cultivos, em área onde esse cereal não era cultivado? 

- Nesta mesma região, em áreas onde o milho é cultivado em pequenas lavouras, uma

única vez por ano e onde a entressafra se extende por 6-7 meses, seria esperada a 
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observação da cigarrinha-do-milho na entressafra, em vegetação adjacente ou hábitats 

próximos? 

- Qual é a época exata em que D. maidis chega na cultura do milho, antes, durante ou

após a germinação das plantas? 

- D. maidis pode ser coletada em alturas maiores do que aquelas que as cigarrinhas

geralmente utilizam para vôos triviais em busca de alimento e de um parceiro para 

cópula? 

Buscando responder a essas perguntas, realizou-se um monitoramento 

extensivo da ocorrência e atividade de D. maidis na região de Anastácio/MS, onde 

predominam pastagens perenes e o milho é plantado em pequena escala, havendo urna 

entressafra prolongada, e também em Piracicaba/SP, em área onde o milho é cultivado o 

ano inteiro. 

3.2. MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento teve duração de 29 meses, e foi instalado no município de 

Anastácio/MS (20°29'01" S; 55°48'25" W e 160 m de altitude), com cinco áreas 

experimentais, sendo que duas das quais foram avaliadas por apenas 28 e 15 meses. 

Outro município envolvido neste estudo foi Piracicaba/SP (22°43'31" S; 47°38'57" W e 

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

3.2.1. Características das áreas experimentais 

Em Anastácio/MS, foram escolhidas duas áreas (I e II) onde se fazia um único 

plantio anual de milho, e três áreas de pastagens perenes (III, IV e V) onde o milho não 
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era cultivado há mais de 5 anos (Figuras 1 e 2; Apêndice 1). As áreas III, IV e V eram 

distantes pelo menos 20 km das áreas I e II (Figura 2). 

a) área I: propriedade rural localizada a �30 km do centro urbano, com área de

�20 ha. Aproximadamente 3-4 ha eram dedicados ao plantio anual do milho há pelo 

menos 5 anos. Vegetação nativa (principalmente gramíneas) com árvores de pequeno 

porte próximo à área do experimento, além de  outras culturas como banana e capim 

elefante, e algumas áreas de pastagem. Após as duas safras do milho do experimento 

plantou-se o feijão; 

b) área II: propriedade rural localizada a �30 km do centro urbano, com área

de �20 ha, onde aproximadamente 3-4 ha eram dedicados ao plantio do milho em única 

safra anual, há pelo menos 5 anos. Presença de mata, com árvores de grande porte, 

próxima a área do experimento, além de pastagem. No primeiro ano do experimento 

plantou-se feijão após o milho e no segundo, melancia; 

c) área III: propriedade rural a �8 km do centro urbano, com área de �10 ha

utilizados para pastagem (braquiária). Plantio de milho mais próximo em um raio 

superior a 20 km. Nesta área o milho foi plantado apenas no primeiro ano do 

experimento; a partir do segundo ano a área foi utilizada para pastagem (braquiária). 

Mata de médio porte próxima a área do experimento, com presença de algumas árvores e 

arbustos dentro da área experimental; 

d) área IV: propriedade rural a �10 km do centro urbano, com área de �10 ha

utilizados para pastagem (braquiária). Plantio de milho mais próximo em um raio 

superior a 20 km. Nesta área o milho foi plantado nos dois anos do experimento; na 

entressafra a área permaneceu coberta por vegetação nativa (principalmente gramíneas). 

Plantios de melancia, tomate, beringela, pimentão, dentre outros, próximos à área do 

experimento; 

e) área V: propriedade rural a �s km do centro urbano, com área de �10 ha

utilizados para pastagem (braquiária). Plantio de milho mais próximo em um raio 

superior a 20 km. Esta área foi avaliada por 15 meses, sendo subdividida em duas áreas, 

Va e Vb, distanciadas de �soo m. Na área Va, após o plantio do milho cultivou-se feijão 
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de porco; a área Vb permaneceu coberta por pastagem (braquiária) durante todo o 

experimento. Plantio de banana e mandioca, além de uma área de mata de médio porte 

próximos à área Vb; área Va era cercada por pastagem (braquiária). 

Em Piracicaba/SP foi estabelecida a área VI no campo experimental do 

Departamento de Genética da ESALQ/USP, onde o milho é plantado de forma 

escalonada durante todo o ano, em áreas contíguas ao talhão experimental (Figura 2). No 

primeiro ano do experimento, após o plantio do milho, o solo permaneceu coberto por 

plantas daninhas; no segundo ano cultivou-se o feijão e milho em consórcio. 

Anastácio/MS 

30km 

Figura I. Localização das áreas experimentais em Anastácio/MS, e Piracicaba/SP, com a 
distância aproximada entre os municípios e entre as áreas. 
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Figura 2. Croquis das áreas experimentais. A) área I, B) área II, C) área III, D) área IV, 
E) área V a, F) área Vb, todas localizadas no município de Anastácio/MS e G)
área VI, no município de Piracicaba/SP. Os números de 1-8 indicam a posição
dos vergalhões onde foram colocados os cartões adesivos amarelos (7xl2 cm)
e as placas de metal amarelas (30:x30 cm) com cola "sticky". Os cartões
adesivos foram posicionados nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m nos vergalhões 1,
3, 4, e 6 de A-E, 1 e 3 em F e 1-6 em G, e nas alturas de 0,5 e 1,5 m nos
vergalhões 2, 5, 7 e 8 de A-E e 2 e 4 em F. Em G, o número 7 indica a posição
das placas de metal amarelas colocadas nas alturas de 7, 13 (2 placas) e 16 m
( 4 placas). N indica o Norte magnético.
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3.2.2. Coletas com cartões adesivos 

Em cada uma das áreas experimentais foram colocados 16 cartões adesivos 

amarelos dupla face (7xl2 cm) (Olson Products, Medina, Ohio, EUA), uma vez que o 

amarelo é a cor mais atrativa para D maidis (Todd et ai., 1990a,b). Os cartões foram 

amarrados a hastes de metal (20 cm) soldadas a vergalhões de ferro ( 1,2 cm de 

diâmetro), em alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m do nível do solo (Apêndice 1). As faces dos 

cartões foram posicionadas com orientação Norte-Sul, por ser essa a direção 

predominante dos ventos na região. Os vergalhões foram dispostos em duas linhas 

paralelas de 3, distanciadas de 30 m, sendo esta mesma distância respeitada entre os 

vergalhões na linha, formando um retângulo de 1800 m
2

, dentro das áreas destinadas ao 

plantio do milho (Figura 2). Nos vergalhões intermediários de cada uma das 2 linhas, 

foram colocados cartões adesivos apenas nas alturas de 0,5 e 1,5 m. Uma exceção foi a 

área Vb que conteve apenas 1 O cartões dispostos em 4 vergalhões: dois com as alturas de 

0,5, 1,5 e 2,5 m e  dois com as alturas de 0,5 e 1,5 m. Nas áreas 1, II e Va também foram 

colocados 4 cartões adesivos no interior das matas adjacentes, dispostos em dois 

vergalhões nas alturas de 0,5 e 1,5 m (Figura 2). 

Na área 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 e 16 m em 

uma caixa d'água localizada próxima à área experimental. 

Os cartões adesivos e as placas foram trocados a cada 15 dias durante todos os 

meses do experimento, inclusive na entressafra, sendo levados ao laboratório para 

triagem e contagem do número de espécimes de D. maidis coletados e determinação da 

razão 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, 

adubação (NPK 4:14:8) e plantio do milho (variedade BR-106) em todas as áreas, com 

exceção da área Vb, nos locais onde estavam locadas as armadilhas adesivas, em área 

mínima de 2000 m2
• 

3.2.4. Procedimentos de entressafra 

Após a safra do milho nas áreas I-V, foram efetuadas numerosas amostragens 

de cigarrinhas através de rede entomológica e succionador motorizado na vegetação 

(principalmente gramíneas) próxima às áreas experimentais, além de inspeção visual nos 

restos culturais, visando à detecção de possíveis hábitats ou hospedeiros alternativos de 

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

3.3. RESULTADOS 

Um total de 21.709 espécimes de D. maidis (Apêndice 2) foram coletados em 

6.034 cartões adesivos amarelos avaliados nas seis áreas experimentais no decorrer de 

todo o período de avaliação. 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 áreas experimentais (Figuras 3-6), 

inclusive nas áreas de pastagem (III, IV e V) onde o milho não havia sido cultivado por 

no mínimo 5 anos. Nas áreas I, II e VI a cigarrinha-do-milho foi coletada quase que 
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Tabela 1. Número total e média de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão 

adesivo amarelo (7x12 cm) e placa de metal amarela nas seis áreas 

experimentais, durante todo o estudo. 

Município Armadilha Area Total de Média por 
cigarrinhas cartão/placa 

Anastácio/MS Cartão adesivo (7xl2 cm) I 5.184 4,5 
II 5.725 4,96 
III 578 0,63 
IV 2.672 3,00 
Va 1.096 1,79 
Vb 55 0,18 

Piracicaba/SP Cartão adesivo (7xl 2 cm) VI 6.399 6,39 
Placas de metal (30x30 cm) VI 125 0,32 

ininterruptamente durante todo o período do estudo (Figuras 3 e 6). Nas áreas III, IV e 

Va a coleta de D. maidis se concentrou durante o período em que o milho foi cultivado, 

havendo períodos de menor coleta quando não havia milho no campo, intercalado por 

períodos onde não se observou a presença desta cigarrinha (Figuras 4 e 5A). Na área 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 

cigarrinhas coletadas foi maior nas áreas I, II e VI do que nas demais áreas, o que pode 

ser comprovado pela média de cigarrinhas coletadas por cartão adesivo (Tabela 1 ). 

Em Anastácio/MS, simultaneamente em todas as áreas avaliadas, observou-se 

um aumento no número de cigarrinhas coletadas nos meses de julho e agosto de 1998 e 

1999. Em nenhuma das áreas havia milho plantado neste período, e estes picos de coleta 

foram extremamente altos na área 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 

áreas todas as vezes que o solo foi preparado seja para o plantio do milho, de outra 

cultura como o feijão ou para a reforma de pastagem (Figuras 3-6), porém a quantidade 

de cigarrinhas foi variável dependendo da época do ano em que este preparo do solo foi 

feito. Em outubro de 1998, picos populacionais simultâneos da cigarrinha-do-milho 
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também foram observados em todas as áreas (com exceção da Vb), quando também não 

havia milho no campo (com exceção da área Va), e mais uma vez este pico foi maior nas 

áreas onde o solo se encontrava preparado (Figuras 3-6). Na área situada em 

Piracicaba/SP (área VI), onde o milho é plantado praticamente o ano todo, uma maior 

quantidade de cigarrinhas foi coletada em relação às demais áreas avaliadas; nesta área o 

preparo do solo também parece ter certa influência sobre o montante de espécimes 

coletados. 

Diferenças nas coletas de machos e fêmeas da cigarrinha-do-milho foram 

observadas em todas as áreas. Nas áreas de I a V em Anastácio/MS, a quantidade de 

machos coletados foi superior a de fêmeas durante a safra do milho (Figuras 8-1 O). 

Entretanto, nos períodos que antecederam o plantio, no final da safra e durante os picos 

de coleta fora da safra do milho a quantidade de fêmeas coletadas foi maior ou muito 

próxima a de machos, com raras exceções (Figuras 8-1 O). Em Piracicaba/SP, no entanto, 

a quantidade de machos coletados foi sempre superior a de fêmeas, havendo algumas 

poucas datas de coleta em que estas capturas se igualassem (Figura 11 ). Nas placas de 

metal amarelas, o total de fêmeas coletadas foi 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 relação à altura de captura com cartões adesivos, a mruona dos 

espécimes de D. maidis foram coletados a 0,5 m do nível do solo (Figuras 12-15). Este 

padrão se manteve em todas as áreas e épocas do ano, exceto durante o cultivo do milho, 

onde a partir do meio da safra a captura a 1,5 m começou 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 níveis muito baixos durante todas as épocas avaliadas e 

em todas as áreas, nunca chegando a ser a altura de captura predominante. Os níveis de 

captura a 2,5 m só apresentaram algum aumento durante picos populacionais muito altos 

ou em algumas áreas 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 áreas avaliadas (Figuras 12-15). 
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Figura 3. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo no município de Anastácio/MS, em áreas onde o milho era plantado 
uma vez por ano: A) área I e B) área II (período de agosto/97 a dezembro/99). 
D cultura do milho, ■ outra cultura que não o milho ou plantas daninhas e 
D preparo do solo. 
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Figura 4. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo no município de Anastácio/MS, em áreas onde o milho não era 
plantado há pelo menos 5 anos: A) área III (período de agosto/97 a 
dezembro/99) e B) área IV (período de setembro/97 a dezembro/99). O cultura 
do milho, ■ outra cultura que não o milho ou plantas daninhas e O preparo do 
solo. 
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Figura 5. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo no município de Anastácio/MS, em áreas onde o milho não era 
plantado há pelo menos 5 anos: A) área Va e B) área Vb (período de 
setembro/98 a dezembro/99). D cultura do milho, outra cultura que não o 
milho ou plantas daninhas e D preparo do solo. 
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Figura 6. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo no município de Piracicaba/SP, em área onde o milho era plantado 
continuamente. Área VI (período de setembro/97 a dezembro/99). D cultura 
do milho, ■ outra cultura que não o milho ou plantas daninhas e D preparo do 
solo. 
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Figura 7. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por placa de metal 
amarelas com cola "sticky", no município de Piracicaba/SP, nas alturas de 7, 
13 e 16 m (período de fevereiro/98 a fevereiro/00). A) fêmeas e B) machos. 
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Figura 8. Número médio de adultos íemeas e machos de Dalbulus maidis coletados por 
cartão adesivo amarelo no município de Anastácio/MS, em áreas onde o milho 
era plantado uma vez por ano: A) área I e B) área II (período de agosto/97 a 
dezembro/99). 
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Figura 9. Número médio de adultos remeas e machos de Dalbulus maidis coletados por 
cartão adesivo amarelo no município de Anastácio/MS, em áreas onde o milho 
não era plantado há pelo menos 5 anos: A) área III (período de agosto/97 a 
dezembro/99) e B) área IV (período de setembro/97 a dezembro/99). 
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Figura 10. Número médio de adultos fêmeas e machos de Dalbulus maidis coletados por 
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não era plantado há pelo menos 5 anos: A) área Va e B) área Vb (período de 
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Figura 11. Número médio de adultos :fêmeas e machos de Dalbulus maidis coletados por 
cartão adesivo amarelo no município de Piracicaba/SP, em área onde o 
milho era plantado continuamente. Área VI (periodo de setembro/97 a 
dezembro/99). 
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Figura 12. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m, no município de Anastácio/MS, em 
áreas onde o milho era plantado uma vez por ano: A) área I e B) área II 
(período de agosto/97 a dezembro/99). 
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Figura 13. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 

amarelo nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m, no município de Anastácio/MS, em 
áreas onde o milho não era plantado há pelo menos 5 anos: A) área m
(período de agosto/97 a dezembro/99) e B) área IV (período de setembro/97 a 
dezembro/99). 
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Figura 14. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m, no município de Anastácio/MS, em 
áreas onde o milho não era plantado há pelo menos 5 anos: A) área Va e B) 
área Vb (período de setembro/98 a dezembro/99). 
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Figura 15. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m, no município de Piracicaba/SP, em 
área onde o milho era plantado continuamente. Área VI (período de 
setembro/97 a dezembro/99). 

A quantidade de espécimes de D. maidis coletados também variou em relação 

à posição em que as armadilhas foram dispostas nas áreas. Em certas áreas houve uma 

ou mais posições em que a coleta foi maior que nas outras; no entanto, esta maior 

captura não se deu somente nesta posição em determinado período, ou seja, sempre que 

houve o aumento na coleta de cigarrinhas nestas posições aumentou-se também a 

captura nas outras posições, comparativamente em níveis menores (Figuras 16-19). Com 

relação à orientação dos cartões, não foram observadas diferenças entre as coletas no 

lado norte ou lado sul (Figuras 20-23). 
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Figura 16. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo em diferentes pos1çoes (ver Figura 2), no mumc1p10 de 
Anastácio/MS, em áreas onde o milho era plantado uma vez por ano: A) área 
I e B) área II (período de agosto/97 a dezembro/99). 
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Figura 17. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo em diferentes pos1çoes (ver Figura 2), no muruc1p10 de 
Anastácio/MS, em áreas onde o milho não era plantado há pelo menos 5 anos: 
A) área m (período de agosto/97 a dezembro/99) e B) área IV (período de
setembro/97 a dezembro/99).
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Figura 18. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo em diferentes pos1çoes (ver Figura 2), no mumc1p10 de 
Anastácio/MS, em áreas onde o milho não era plantado há pelo menos 5 anos: 
A) área Va e B) área Vb (período de setembro/98 a dezembro/99).
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Figura 19. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados por cartão adesivo 
amarelo em diferentes posições (ver Figura 2), no município de
Piracicaba/SP, em área onde o milho era plantado continuamente. Area VI 
(período de setembro/97 a dezembro/99). 
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Figura 20. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados nas faces norte e sul 
dos cartões adesivos amarelos, no município de Anastácio/MS, em áreas onde 

o milho era plantado uma vez por ano: A) área I e B) área II (período de
agosto/97 a dezembro/99).
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Figura 21. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados nas faces norte e sul 
dos cartões adesivos amarelos, no município de Anastácio/MS, em áreas onde 
o milho não era plantado há pelo menos 5 anos: A) área m (período de
agosto/97 a dezembro/99) e B) área IV (período de setembro/97 a
dezembro/99).
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Figura 22. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados nas faces norte e sul 
dos cartões adesivos amarelos, no município de Anastácio/MS, em áreas onde 
o milho não era plantado há pelo menos 5 anos: A) área Va e B) área Vb
(período de setembro/98 a dezembro/99).
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Figura 23. Número médio de adultos de Dalbulus maidis coletados nas faces norte e sul 
dos cartões adesivos amarelos, no município de Piracicaba/SP, em área onde 
o milho era plantado continuamente. Área VI (periodo de setembro/97 a
dezembro/99).

Nas áreas I, II e V a, cartões adesivos amarelos foram também colocados em 

quatro pontos no interior de matas adjacentes às áreas experimentais (Figura 2), nas 

alturas de 0,5 e 1,5 m. Um total de 584 cartões foram avaliados durante todo o estudo e 

apenas três espécimes da cigarrinha-do-milho foram coletadas nestes pontos. Durante a 

entressafra do milho nas áreas situadas em Anastácio/MS, foram realizadas buscas 

mmuc1osas de possíveis hábitats alternativos, ou mesmo de outras plantas 

(principalmente gramíneas) que servissem como hospedeiros de D. maidis, pelo menos 

para a alimentação. A observação visual de locais próximos a cursos d'água, bem como 

o exame de restos culturais e de vegetação de grande porte adjacentes às áreas

experimentais, não nos permitiu a observação de adultos ou ninfas de D. maidis. Coletas 

realizadas com rede de varredura e com succionador motorizado nas gramíneas e outros 

tipos de vegetação nas bordas dos talhões 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 área II, em setembro de 1999, quando a cobertura vegetal (melancia) 

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

3.4. DISCUSSÃO 

O município de Anastácio/MS foi escolhido para a realização deste estudo por 

estar dezenas de quilômetros distante de grandes áreas produtoras de milho, e se 

caracterizar por um longo contínuo de pastagens, onde o milho, hospedeiro primário de 

D. maidis, é plantado em pequenas áreas, urna única vez ao ano, havendo um período

prolongado de entressafra (6-7 meses). Além disso, a região apresenta muitas 

propriedades rurais onde o milho não é plantado há muitos anos, constituídas de 

pastagens perenes. Por outro lado, a área situada no município de Piracicaba/SP possui 

caracteristica de um hábitat mais estável para a cigarrinha-do-milho, pois nela o milho 

vinha sendo cultivado durante todo ano, sob irrigação, em áreas vizinhas ao talhão 

experimental, propiciando urna fonte contínua de recurso alimentar. 

O primeiro estudo de flutuação populacional de D. maidis foi realizado por 

Barnes (1954) em Jaloxtoc, México, em área onde o milho foi plantado em pequenas 

parcelas durante um ano. Amostragens semanais foram realizadas utilizando-se urna 

caixa de coleta e apenas as fêmeas foram computadas. Larsen et al. (1992) estudaram a 

flutuação populacional de D. maidis em Jalisco, México, através de coletas com cartões 

adesivos amarelos dupla face, trocados a cada 1-2 semanas, no período de um ano e 

meio, em três áreas com características distintas. Estes dois estudos mostraram que no 

México as maiores populações da cigarrinha-do-milho ocorrem quando se planta o 

milho nos meses de outubro a fevereiro ( estação seca), com coletas muito baixas no 

período de março a setembro (estação chuvosa). Estes resultados mostraram urna certa 

sincronia do crescimento da população de D. maidis com o desenvolvimento da cultura 

do milho (Todd et al., 1991). 
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No presente estudo, D. maidis pôde ser capturada durante todo ano, em 

algumas áreas em níveis populacionais bastante altos mesmo quando não havia milho no 

campo, como por exemplo no período de entressafra de abril a outubro dos anos de 1998 

e 1999, nas áreas I e II de Anastácio/MS (Figuras 3A e B). A presença de D. maidis

nestas áreas durante a entressafra pode ser atribuída, pelo menos em parte, à presença 

abundante de rebrotas de milho, que cresceram de sementes caídas ao solo depois da 

colheita, em meio à cultura subseqüente, no caso o feijão ou plantas daninhas. No 

cartucho destas rebrotas foi possível a observação de número significativo de D. maidis.

Rebrotas de milho são comuns principalmente em áreas de pequenos agricultores, onde a 

utilização de herbicidas não é prática comum. 

No caso da área VI, além das rebrotas, o fato de haver sempre plantios de 

milho próximos à área do experimento pode ter contribuído para a coleta da cigarrinha­

do-milho no curto período de entressafra. Na região de Anastácio/MS, o período de 

entressafra ( abril a outubro) se caracteriza por baixa precipitação (principalmente de 

junho a agosto), e ao contrário do que ocorre no México, as temperaturas médias neste 

período, apesar de mais baixas do que as de novembro a março, são superiores a 20°C; 

essas características fornecem uma condição climática favorável para D. maidis no caso 

da presença do milho. O maior número de espécimes coletados nas áreas I, II e III 

(Tabela 1) foi provavelmente devido ao maior tamanho de suas áreas de cultivo(> 4 ha); 

nas áreas III, IV e Va o talhão de cultivo se restringiu a �2000 m2
• No caso da área VI, a 

presença contínua de milho nos talhões adjacentes também pode ter contribuído para o

maior nível de coleta dentre todas as áreas estudadas.

Se as populações de D. maidis em Anastácio/MS são mantidas no período de 

entressafra as custas de rebrotas, como se explica o fato da cigarrinha-do-milho ter 

aparecido na área Vb (Figura 5B), onde não se plantou o milho (portanto não havia 

rebrotas), e em número elevado em todas as áreas por ocasião do preparo do solo 

(Figuras 3-6), quando as rebrotas são eliminadas? A resposta para esta pergunta pode ser 

a migração a longas distâncias. Alguns estudos têm apontado uma possível estratégia 

migratória para D. maidis. Nault (1990) salientou que a migração pode desempenhar 

papel importante no ciclo de vida de espécies que utilizam hospedeiros efemeros como é 
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o milho para D. maidis. As cigarrinhas adultas que aparecem subitamente em plântulas

de milho no México Central provavelmente tenham origem em milho irrigado plantado 

em regiões de baixa altitude durante a entressafra da cultura (Nault, 1985). Taylor et al. 

(1993) estudaram a atividade de vôo da cigarrinha-do-milho e observaram que fêmeas 

respondem diretamente à condição da planta hospedeira e machos ao nível de 

luminosidade. Segundo estes autores, a cigarrinha D. maidis possui um comportamento 

consistente com vôos migratórios de inverno coincidindo com correntes de vento que 

poderiam levá-la para regiões onde se cultiva milho de inverno. 

Os nossos resultados sustentam a hipótese de uma estratégia migratória para 

D. maidis, fornecendo algumas evidências adicionais, tais como o aparecimento súbito

da cigarrinha-do-milho em Anastácio/MS, em áreas de pastagens onde o milho não 

havia sido plantado há anos e localizadas a dezenas de km de pequenas áreas de milho 

no município, como por exemplo as áreas I e II. Os picos populacionais que ocorreram 

simultaneamente em todas as áreas em Anastácio/MS nos meses de julho e agosto de 

1998 e 1999, inclusive na área Vb onde o milho não chegou a ser plantado e cuja área 

permaneceu coberta por pastagem, representa outra evidência. Vale salientar que no ano 

de 1999 procurou-se fazer um controle das rebrotas na entressafra do milho em todas as 

áreas, mas mesmo assim quantidades apreciáveis de cigarrinhas foram coletadas. O 

fenômeno de migração a longas distâncias tem sido bem documentado para outras 

cigarrinhas como Empoascafabae (Harris) (Carlson et al., 1992; Pienkowiski & Medler, 

1964), Nilaparvata lugens Stâl (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 

é plantado nos meses de fevereiro a abril, após a colheita da safra convencional em 

diversas regiões como norte de São Paulo, Triângulo Mineiro, Paraná, Goiás e Mato 

Grosso. Nós especulamos que as populações de D. maidis capturadas em Anastácio/MS, 

nos meses de inverno (julho/agosto) podem estar vindo de regiões produtoras de milho 

safrinha situadas a dezenas ou centenas de quilômetros, após a perda de seu hospedeiro. 

Estas evidências concordam com as conclusões de Taylor et al. (1993) de que D. maidis 

é um migrante de inverno, cuja atividade de  vôo, principalmente de fêmeas, está 
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relacionada à condição da planta hospedeira, e de Larsen et al. (1992) que observaram 

picos de coleta da cigarrinha-do-milho no inverno, logo após a seca do milho, 

concluindo que estes eram vôos de exôdo. 

Alguns autores têm relatado o aparecimento súbito de adultos D. maidis em 

plântulas de milho, logo após a germinação, no México (Nault, 1985) e América Central 

(Gámez & León, 1985). É de relevante importância o fato de termos registrado o 

aparecimento de populações desta cigarrinha antes das plantas de milho terem 

germinado, e com raras exceções, aumento significativo no número de cigarrinhas 

capturadas sempre que o solo esteve exposto por práticas como a aração ou gradagem 

(Figuras 2A e B). Prokopi & Owens (1983) ressaltaram que o processo de detecção 

visual da planta hospedeira por insetos, depende da distância relativa do inseto em 

relação à fonte de recursos. Para insetos que estejam sendo levados por correntes de 

vento, distantes da planta hospedeira, o campo visual logo abaixo é perceptível como um 

padrão de claro e escuro bastante diferente do padrão de intensidade e espectro emitido 

pelo céu, e este pode lhe proporcionar urna noção de velocidade e direção do 

movimento. O contraste entre regiões cobertas por vegetação e regiões onde o solo está 

exposto pode ser detectado por regiões específicas do olho composto de insetos que 

estejam voando; conseqüentemente, o contraste entre o comprimento de ondas emitido 

pelo solo e o da vegetação pode ser um importante estímulo para os insetos detectarem à 

distância, regiões vegetadas e solo exposto (Prokopi & Owens, 1983). Para muitos 

afideos, mosca branca e lepidópteros, o pouso na planta hospedeira é mais freqüente 

quando esta encontra-se rodeada por solo exposto do que por outro tipo de vegetação 

(Rausher, 1981; Smith, 1976). Para D. maidis este contraste entre a vegetação e solo 

exposto ( aração e/ou gradagem) parece ser um ponto decisivo que determina o local 

onde as cigarrinhas devem pousar. Este fenômeno é particularmente importante quando 

o contraste entre solo exposto e vegetação coincide com épocas que a cigarrinha-do­

milho supostamente apresenta grandes fluxos de migração (meses de agosto e julho), o 

que pode ser confirmado pelo número extremamente alto de cigarrinhas coletadas na 

área II (Figura 3B) neste período nos anos de 1998 e 1999. Embora o contraste solo­

vegetação potencialize a propensão das cigarrinhas ao pouso em determinada área, este 
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não deve ser o único fator condicionante, uma vez que a captura de D. maidis aumentou 

em todas as áreas, inclusive em Vb (Figura 5B) onde o solo não esteve exposto e o 

milho não foi plantado. 

Já que a migração é um processo onde o dispêndio de energia é grande, o 

pouso em áreas onde o solo está exposto sem a detecção visual da planta hospedeira, 

parece ser uma estratégia de risco para D. maidis, que aparentemente envolve enormes 

populações 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 condições que simularam o final da safra do milho no México, 

principalmente fêmeas, podem sobreviver um período apreciável de tempo na ausência 

da planta hospedeira, tendo apenas como recurso disponível a água. Este pode ser um 

dos mecanismos utilizados por D. maidis a espera do surgimento da planta hospedeira 

adequada, no caso o milho. 

A atração de insetos fitófagos diurnos pelo amarelo pode ser explicado pela 

capacidade que estes insetos têm em discriminar o comprimento de onda dominante 

emitido pela vegetação ( 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 estímulo semelhante ao da vegetação, emitindo um pico de energia em um mesmo 

comprimento de onda em que o espectro visível dos insetos reconhece a vegetação, 

porém em intensidade muito maior (Prokopi, 1972). Desta forma, o processo de 

localização da planta hospedeira por D. maidis parece seguir o modelo exposto por 

Prokopi & Owens (1983), em que durante o vôo, o contraste entre região vegetada e não 

vegetada seria o estímulo para o pouso do inseto, e estando no solo a uma pequena 

distância da planta hospedeira, o comprimento de  onda dominante de luz refletida seria o 

fator mais importante de atração. Todd et al. (1990a) estudaram a importância da cor 

como estímulo para a cigarrinha-do-milho encontrar a planta hospedeira, e observaram 

que a cor amarela foi a mais atrativa para D. maidis. No entanto, outros fatores como 

compostos químicos voláteis e/ou de contato podem ser necessários para manter a 

cigarrinha na planta hospedeira e estimular comportamento de alimentação e oviposição 

(Backus, 1985). Assim, a coleta de um número elevado de D. maidis nas épocas em que 
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o solo estava exposto, pode dever-se ao fato de que nesta situação os cartões adesivos

amarelos mostravam-se como a única fonte de atração para a cigarrinha-do-milho, 

levando-as a congregarem maciçamente para os mesmos. 

De todas as áreas avaliadas em Anastácio/MS, a área II foi a que apresentou 

os maiores picos populacionais durante o preparo do solo (Figura 3B). Em relação às 

áreas de pastagem (III, IV e V), este local teve uma dimensão de área cultivada muito 

maior, ou seja, maior quantidade de solo esteve exposto sendo o contraste entre área 

vegetada e não vegetada conseqüentemente maior. Entretanto, em relação à área I que se 

encontrava relativamente próxima (Figura 1 ), esta diferença no tamanho da área 

cultivada praticamente não existiu. Então como se explicaria a diferença de coleta entre 

as áreas I e II durante os picos populacionais por ocasião do preparo do solo? A resposta 

pode estar no tipo de preparo do solo. Na área I, o solo para o plantio era preparado 

incorporando-se restos culturais, onde muita matéria orgânica ficava sobre o solo, 

enquanto que na área II o preparo deixava o solo completamente nu, possivelmente 

acentuando a situação de contraste criada (solo nu/vegetação adjacente); o tipo de solo, 

principalmente a cor, também pode ter exercido alguma influência. Por outro lado, a 

área III foi a que apresentou os menores níveis de coleta de cigarrinhas durante todo o 

estudo. Esta área se caracterizou por ser mais "fechada", com presença de árvores de 

grande porte ao redor e de algumas árvores e arbustos no interior da área experimental, o 

que possivelmente tenha dificultado a localização da mesma por D. maidis.

Outra evidência de que a migração é parte integrante do ciclo vital de D.

maidis foi a captura de espécimes em alturas de 7, 13 e 16 m em Piracicaba/SP. 

Cigarrinhas geralmente voam em velocidade máxima de lm/s, o que é suficiente para 

sua dispersão local, sendo carregadas pelo vento todas as vezes que atingem zonas onde 

a velocidade do vento excede a sua velocidade de vôo (Taylor, 1974). Alguns insetos 

utilizam os ventos como meio de transporte durante a migração, cruzando 

deliberadamente a interface onde sua velocidade de vôo é menor que a velocidade do 

vento para o início da migração, mantendo-se nesta corrente de vento por atividade 

continua de vôo e voando para baixo ou cessando a atividade de vôo para voltar à 

camada de ar onde possa voar por esforço próprio (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 interceptação ao 

acaso pelas placas adesivas amarelas, já que nesta situação as cigarrinhas não 

conseguem controlar a direção do vôo e a atração pela cor amarela não poderia ter sido o 

fator preponderante na coleta; assim, supõe-se que o número de cigarrinhas dispersas 

nestas co1Tentes de vento seja elevado. A maior proporção de captura de cigarrinhas 

nestas alturas se deu entre os meses de dezembro e março, e os maiores picos ocorreram 

nos meses de março de 1998 e fevereiro de 1999 e 2000, épocas que coincidiram com o 

final da primeira safra do milho. 

A mudança na razão sexual de captura de cigarrinhas no decorrer das 

diferentes épocas do ano funciona como um indicativo do status de migrante. Com 

relação a isso, observou-se um certo padrão para D. maidis em todas as áreas de 

Anastácio/MS. Durante a safra do milho, o número de machos coletados foi sempre 

maior que o de fêmeas (Figuras 8-11). Isto provavelmente se explica pelo fato de que 

machos de cigarrinhas apresentam uma tendência de maior movimentação entre plantas, 

em função de seu comportamento de côrte (Teraguchi, 1986, Hunt & Nault, 1991), tendo 

então maiores probabilidades de serem atraídos e capturados pelos cartões adesivos do 

que as fêmeas, 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 vôo, maior resposta a distúrbios mecânicos 

do que fêmeas, possivelmente devido ao menor tamanho apresentado pelo machos 

(Heady & Nault, 1985). Mesmo logo após a emergência dos adultos, quando estas 

diferenças de tamanho não são tão acentuadas, as fêmeas parecem ser menos móveis. No 

entanto, a proporção de fêmeas nas coletas aumentou nos períodos que antecederam o 

plantio do milho, no final da safra do milho ou nos picos populacionais por ocasião do 

preparo do solo (Figuras 8-11 ). Esta inversão na razão sexual em relação ao período da 

cultura do milho é congruente com a hipótese de migração. Os primeiros indivíduos que 

chegam na cultura ( os migrantes), ou sobre o solo exposto pela aração e gradagem, 

seriam em sua maioria fêmeas, as principais responsáveis pela colonização inicial da 

cultura; por outro lado, no final da safra do milho as fêmeas estariam em maior número e 
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com maior atividade para empreender o vôo migratório. Larsen et al. (1992) sugeriram 

que fêmeas de D. maidis seriam mais bem adaptadas do que machos para enfrentar a 

entressafra, podendo sobreviver utilizando apenas água, ao menos por um período de 

tempo e, se a cópula ocorre antes da entressafra, apenas fêmeas seriam necessárias para 

suportar este período. Estes autores registraram que 18 de um total de 25 adultos de D.

maidis coletados no México na entressafra do milho, eram fêmeas. Da mesma forma, 

Flinn et al. (1990) propuseram que a diferença na razão sexual pode ser função da 

capacidade de sobrevivência diferenciada entre os sexos durante a migração. Fêmeas de 

E. fabae, entre 4,4 e 15,6°C, podem sobreviver de 30-50% mais tempo do que machos

na ausência de alimento ou água (Decker & Cunningham, 1967). Para Taylor et al. 

(1993), fêmeas potencialmente emigrantes se acasalariam antes do êxodo, atrasando 

deste modo a emigração, aumentando a proporção de fêmeas durante este período. Nas 

coletas realizadas em alturas superiores a 7 m em Piracicaba/SP, verificou-se que 69% 

dos espécimes de D. maidis coletados eram fêmeas; este fato é consistente com as 

observações de Teraguchi (1986) de que fêmeas de muitas espécies de cigarrinhas são 

mais capturadas por armadilhas em maiores alturas do que machos, pois estas 

armadilhas capturam mais migrantes do que não migrantes. 

Um fato interessante é que na área VI situada em Piracicaba/SP, em quase 

todo o período amostrado ( exceto julho 1998 e novembro a dezembro de 1999), a 

proporção de fêmeas coletadas foi sempre inferior à de machos, não havendo inversão 

na razão sexual. Heady & Nault (1985) observaram que populações de D. maidis de 

áreas onde o milho é plantado continuamente demostraram significativamente menor 

resposta de fuga do que as de áreas onde o milho cresce estacionalmente. Estes autores 

sugeriram que a permanência do hábitat tem papel decisivo no grau de resposta de fuga, 

sendo este comportamento de vôo um possível indicativo da tendência migratória de D. 

maidis. Baseado na hipótese proposta por Heady & Nault (1985), nós sugerimos que a 

não inversão na razão sexual ocorrida em Piracicaba/SP, se deveu ao fato de que nesta 

área o plantio contínuo do milho proporcionou a cigarrinha-do-milho um hábitat mais 

estável do que nas áreas situadas em Anastácio/MS, tendo as fêmeas uma menor 
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resposta de fuga, ou uma menor tendência migratória, sendo assim menos capturada que 

os machos. 

Em relação à altura de coleta, esperava-se que as coletas a 0,5 e 1,5 m 

representassem os indivíduos que estivessem desempenhando atividades terrestres 

(vegetativas ou triviais) como a busca de um parceiro para a cópula, ou a passagem de 

uma planta a outra na busca de sítios de alimentação e oviposição, e que as coletas a 2,5 

m representassem os possíveis migrantes. No entanto, observou-se que a maioria dos 

indivíduos foram coletados a 0,5 m em todas as áreas e épocas; as exceções 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 início da safra do milho, enquanto as plantas estão pequenas, as cigarrinhas 

são mais atraídas pelos cartões situados a 0,5 m; a medida que as plantas crescem, os 

vôos realizados entre uma planta e outra passam a colocar os cartões 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 níveis em todas as áreas e todas as épocas (Figuras 12-15). 

Desta forma, o baixo nível de coleta a 2,5 m contraria a hipótese migratória para D.

maidis ? Como discutido anteriormente, o principal estímulo para os possíveis migrantes 

que estão em vôo parece ser o contraste entre regiões vegetadas e não vegetadas 

(Prokopi & Owens, 1983), e não a direta detecção visual da planta hospedeira. 

Hipoteticamente, indivíduos migrantes de D. maidis executariam um vôo vertical 

direcionado para o solo e a partir daí, na busca da planta hospedeira, passariam a ser 

atraídos visualmente pela coloração amarela dos cartões adesivos, estando aqueles 

situados a 0,5 m mais próximos do campo visual destes insetos. Ao que parece, os vôos 

empreendidos pela cigarrinha-do-milho excedem os 7 m, como verificado em 

Piracicaba/SP, e talvez a altura de 2,5 m não seja adequada à captura de possíveis 

migrantes. 

Larsen et al. (1992) propuseram que D. maidis é um migrante local que voa 

para hábitats adjacentes aos campos de milho no final da safra, retornando a estes 

campos no ano seguinte, e que os adultos podem sobreviver à entressafra utilizando-se 

de hospedeiros alternativos ou apenas de água por um certo período. Entretanto, os 

resultados obtidos em Anastácio/MS sugerem que esta espécie pode utilizar-se de 
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migração para localização e colonização de novos cultivos de milho em locais distantes. 

Durante os 29 meses em que este estudo foi desenvolvido, observou-se a captura de 

apenas três espécimes da cigarrinha-do-milho em vegetação adjacente às áreas I e II, nas 

quais o milho é plantado anualmente. Além disso, as observações visuais em hábitats 

contíguos as áreas experimentais, bem como a coleta com rede entomológica e 

succionador motorizado em gramíneas nestas mesmas áreas no período de entressafra, 

não permitiram observar nenhum espécime de D. maidis. Registrou-se ainda o 

aparecimento de D. maidis em todas as áreas de pastagem ( áreas III, IV e V) onde o 

milho não havia sido plantado em anos anteriores, o que não seria esperado caso as 

populações de D. maidis fossem todas locais. A utilização de plantas hospedeiras 

alternativas como outras espécies de Zea L. e também de Tripsacum L., que são comuns 

no México e América Central (Nault, 1990; Pitre et al., 1966; Triplehom & Nault, 

1985), é uma hipótese remota já que estas não são plantas amplamente distribuídas no 

Brasil. 

A migração é provavelmente uma característica comportamental necessária às 

espécies de Dalbulus que, como D. maidis, utilizam milho onde este é cultivado 

estacionalmente (Heady & Nault, 1985). A instabilidade e sazonalidade do hábitat 

parecem condicionar este comportamento, pois espécies de cigarrinhas associadas a 

culturas anuais amplamente distribuídas tendem a ser mais migratórias (T eraguchi, 

1986). As evidências reunidas no presente estudo permitem inferir que a migração a 

longas distâncias é uma possível estratégia de D. maidis para a sobrevivência na 

entressafra do milho, particularmente em regiões do Brasil onde não se cultiva o milho 

fora de época, na "sa:frinha" ou no inverno (irrigado). Estudos genéticos com algumas 

populações de D. maidis através de marcadores moleculares do tipo RAPD-PCR 

também apoiam esta hipótese (Capítulo 4). 

As informações obtidas neste estudo são particularmente importantes quando 

se pensa no delineamento de estratégias de manejo da cigarrinha-do-milho. O fato de 

que espécimes dessa praga chegam às áreas antes do plantio da cultura e já se encontram 

infectivos com molicutes (Capítulo 6), e que o tipo de preparo do solo e as rebrotas têm 

efeito significativo na colonização inicial e manutenção de populações de cigarrinhas na 
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área durante a entressafra, já indica algumas variáveis que poderiam ser manejadas 

visando diminuir a população inicial desse inseto vetor, que é considerado um dos 

principais problemas em milho na América Latina. 



4. VARIAÇÃO GENÉTICA ENTRE E DENTRO DE ALGUMAS POPULAÇÕES

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 importância no Brasil vem 

apresentando aumento crescente, alguns estudos têm sugerido que a migração a longas 

distâncias pode ser uma estratégia de sobrevivência na entressafra do milho. Estudos 

prévios revelaram significativas diferenças morfológicas entre populações 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 

populações desta cigarrinha de uma microregião do Brasil Central, município de 

Anastácio/MS, coletadas nas safras 1997/98 e 1998/99 em dois sistemas distintos: a) 

áreas onde se faz um único plantio anual de milho há pelo menos 5 anos e b) áreas de 

pastagem onde o milho não era plantado há pelo menos 5 anos; e também de cinco 

populações de uma macroregião, quatro municípios do Centro-Sul (Chapecó/SC, Bom 

Jardim da Serra/SC, Anastácio/MS e Piracicaba/SP) e um do Nordeste (Mossoró/RN) do 

Brasil. Foram avaliados 10 espécimes por população e 10 primers foram utilizados para 

a realização dos três ensaios RAPD-PCR, sendo que cada primer mostrou um padrão 

diferente. Para as sete populações de Anastácio/MS da safra 1997 /98 foram obtidos 134 

locos sendo 105 polimórficos (78,36%); o índice de similaridade tanto dentro como 

entre as populações foi superior a 0,72. Na safra 1998/99, em seis populações avaliadas, 

181 locos foram registrados com 148 polimórficos (81,77%) e índices de similaridade, 

inter e intrapopulacionais, superiores a 0,71. A análise de agrupamento não permitiu a 
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união dos espécimes dentro de suas populações originais, havendo uma distribuição 

aleatória dos mesmos, independente da safra, área ou data em que foram coletados. Para 

as cinco populações do Centro-Su1/Nordeste foram gerados 163 locos com 125 dos quais 

polimórficos (76,69%), sendo a similaridade entre e dentro das populações superior a 

O, 73. Entretanto, a análise de agrupamento separou os espécimes da população do 

Nordeste em um grupo único, enquanto que os do Centro-Sul misturaram-se 

aleatoriamente. A técnica de RAPD-PCR mostrou-se bastante útil no estudo da estrutura 

genética de populações de D. maidis. Nossos resultados sugerem que o fluxo gênico 

entre as populações de D. maidis do Centro-Sul, mediado pela migração a longas 

distâncias, é bastante alto e que a população do Nordeste, apesar da alta similaridade 

com as populações do Centro-Sul, encontra-se geneticamente isolada destas populações 

por algum tipo de barreira geográfica ou ausência de correntes de vento, e que esta 

divergência genética pode ser um dos componentes da diferença morfológica observada 

entre populações destas duas regiões. 

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

gênico, migração. 

GENETIC VARIATION AMONG AND WITHIN SOME POPULATIONS OF 

Dalbulus maidis (DeLONG & WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE) IN 

BRAZIL 

SUMMARY - For the com leafhopper, 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 

com overseason. Previous studies revealed significant morphologic differences among 

populations of the Northeast and of the Center-South ofBrazil. ln this research, RAPD­

PCR was used to evaluate the genetic structure of D. maidis populations of a 

microregion of Central BraziL in Anastácio 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 ofmaize had been done in the sarne plot 

in the previous 5 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 (Chapecó/SC, Bom Jardim da Serra/SC, Anastácio/MS 

and Piracicaba/SP) and Northeast (Mossoró/RN) of Brazil. were also cornpared ten 

specimens were evaluated for population and 1 O primers were used for the 

accomplishment of three RAPD-PCR assays, where each primer showed a different 

pattem. ln the crop season of 1997/98, 134 loci were obtained for the seven populations 

of Anastácio/MS 105 (78.4%) were polymorphic; the similarity index within as well 

among the populations was > O. 72. ln 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 ofthe specimens 

within their original populations; specimens from different populations were all mixed 

and no pattem 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 sirnilarity 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 ofRAPD-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 

hígh. The population ofthe 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 ofthese two regions in a 

previous study. 

KEY WORDS: Com leafhopper, molecular marker, RAPD-PCR, gene flow, migration. 
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4.1. INTRODUÇÃO 

O fenômeno de variação morfológica entre populações de uma mesma espécie 

de regiões geograficamente distintas tem sido documentado para muitos insetos 

(McNab, 1971; Murphy, 1985; Oliveira, 1996). Estudos de laboratório têm demonstrado 

que fatores como temperatura, comprimento do dia e idade da planta hospedeira 

concorrem para diferenças no tamanho, peso e pigmentação de adultos de cigarrinhas, 

como demostrado para Empoasca fabae (Harris) (Simonet & Pienkowski, 1980) e 

Graminella nigrifrons (Forbes) (Larsen et al., 1990). Estes fatores podem variar muito 

de uma região geográfica para outra, podendo contribuir significativamente para 

diferenças morfológicas observadas entre populações. Entretanto, o componente 

genético também pode estar atuando nestas diferenças morfológicas. Neste contexto, 

torna-se importante analisar as estratégias usadas pelos insetos para enfrentar uma 

condição adversa como a ausência da planta hospedeira. A utilização de plantas 

hospedeiras alternativas, a permanência em restos culturais e a dormência, têm sido 

apontadas como possíveis estratégias para cigarrinhas e outros insetos (Barnes, 1954; 

Delinger, 1986; DeLong & Caldwell, 1935). A migração a longas distâncias é uma outra 

alternativa que tem sido observada em algumas espécies de cigarrinhas como E. fabae 

(Harris) (Carlson et ai., 1992), Nilaparvata lugens Stâl (Holt et ai., 1996) Sogatella 

furcifera Horváth (Kisimoto & Sogawa, 1995) e Macrosteles quadrilineatus Forbes 

(Hoy et al., 1992). A migração parece ser especialmente importante para cigarrinhas que 

utilizam hospedeiros anuais e que são monófagas ou oligófagas (Heady & Nault, 1985; 

Teraguchi, 1986). Portanto, variações morfológicas entre populações podem ter um 

componente genético e estratégias como a migração podem ter um impacto significativo 

neste componente genético, dentro destas populações. 

Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) é uma espécie amplamente distribuída 

pelas Américas, alimentando-se principalmente de milho (Zea mays L.) (Nault, 1990). 

Por ser vetora de importantes patógenos 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 populações de D. maidis no Brasil, Oliveira (1996) observou diferenças 

morfológicas significativas entre populações coletadas no Nordeste e Centro-Sul, sendo 

as populações do Nordeste menores, menos pesadas e com menor pigmentação do 

exoesqueleto. Diferenças morfológicas em laboratório para esta espécie também foram 

registradas por Larsen et ai. (1994 ). Pouco se sabe a respeito das estratégias de 

sobrevivência desta cigarrinha na entressafra do milho no México ou no Brasil, mas 

existem evidências de que ocorre migração a longas distâncias (Taylor et al., 1993; 

Capítulo 3). 

A biologia molecular tem se expandido grandemente nos últimos anos e para a 

entomologia, assim como para outras áreas biológicas, tem proporcionado um novo 

nível de resolução para estudos envolvendo diversas áreas do conhecimento (Loxdale & 

Lushai, 1998). Para o estudo genético de populações existe hoje uma poderosa 

ferramenta, a técnica de DNA polimórfico amplificado ao acaso ("Random Amplified 

Polymorphic DNA" - RAPD ou "Arbitrarily primed PCR" - AP-PCR) (Welsh & 

McClelland, 1990; Willians et al., 1990) que utiliza um único primer curto (�10 

nucleotídeos), que anela-se em regiões arbitrárias do genoma e sintetiza múltiplos 

produtos de amplificação através da reação da polimerase em cadeia ("Polimerase Chain 

Reaction" - PCR) (Saiki et ai., 1988). O método permite a detecção de um grande 

número de polimorfismos de DNA, na ausência de informação específica da seqüência 

de nucleotídeos do DNA molde (Willians et ai., 1990). RAPD-PCR é uma técnica 

simples, que requer pequenas quantidades de material biológico (Chan et ai., 1999), o 

que é uma grande vantagem quando se trabalha com organismos pequenos, como são 

muitos insetos (Loxdale et al., 1996). Esta técnica tem sido amplamente empregada em 

entomologia em estudos de populações (Black et ai., 1992; Cenis et ai., 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 informações a respeito da filogenia do gênero, como 

nos trabalhos com isoenzimas (Triplehom 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 populações dessa

cigarrinha de urna microregião do Brasil Central e também de cinco municípios de urna 

macroregião (Centro-Sul e Nordeste), visando-se obter informações do nível de fluxo 

gênico entre populações e subsídios para embasamento de estudos de migração 

(Capítulo 3) e variação morfológica (Oliveira, 1996) dessa espécie. 

4.2. MATERIAL E MÉTODOS 

4.2.1. Áreas em estudo 

O estudo em nível de microregião foi realizado no município de 

Anastácio/MS em cinco locais com as seguintes características: a) áreas I e II: 

propriedades rurais de �20 ha, com cerca de 3-4 ha dedicados ao plantio do milho em 

única safra anual há pelo menos 5 anos; b) áreas III, IV e V: propriedades rurais com 

áreas de �10 ha ocupados por pastagem (braquiária), sem plantio de milho há mais de 5 

anos. O milho foi plantado nestas áreas nos anos de 1997/98 e 1998/99 (Tabela 2, Figura 

24). No estudo macroregional, cinco municípios de quatro regiões do Brasil foram 

envolvidos: Chapecó/SC e Bom Jardim da Serra/SC da região Sul, Anastácio/MS da 

região Centro-Oeste, Piracicaba/SP da região Sudeste e Mossoró/RN da região Nordeste 

(Tabela 2, Figura 24). 
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Tabela 2. Locais e datas de amostragem de populações de Dalbulus maidis em milho em 

cinco municípios Brasileiros e em Anastácio/MS nas safras 1997 /98 e 

1998/99. 

Brasil Anastácio/MS 

Municípios Safra 1997/98 Safra 1998/99 

Lat. (S) Lon.(W) Alt. (m) Data Área1,2 Data Área',2 Data 

Chapecó/SC 27º 
05' 47" 52

° 
37' 06" 674 17/03/98 IA 15/12/97 IA 09/12/98 

Bom J. Serra, SC 28
°
20'13" 49

°
37' 29" l.245 04/01/99 1B 20/05/98 1B 08/02/99 

Anastácio/MS 20° 
29' 01" 55

° 
48' 25" 160 09/12/98 IIA 15/12/97 IIB 08/02/99 

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

Mossoró/RN 05 ° 11'15" 37 ° 
20' 39" 16 11/06/99 UIA 15/01/98 IVB 08/02/99 

IVA 15/01/98 VB 09/12/98 

IVB 20/05/98 

1 Áreas I e II - plantio do milho em única safra anual há pelo menos 5 anos; áreas III, IV

e V - áreas de pastagem sem plantio de milho há mais de 5 anos, nas quais o milho foi 

plantado nos anos de 1997 /98 e 1998/99; 
2 

As letras ao lado da identificação das áreas indicam A - ínicio da safra do milho e B­

meio ou final da safra. 

4.2.2. Obtenção de cigarrinhas 

No município de Anastácio/MS, sete populações de D. maidis foram 

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

nas áreas I, II, IV e V, em duas fases distintas da cultura: início da safra e meio ou final 

da safra (Tabela 2). Para os municípios de Chapecó/SC, Bom Jardim da Serra/SC, 

Anastácio/MS, Piracicaba/SP e Mossoró/RN apenas uma amostragem foi realizada 

durante a safra, totalizando cinco populações. As cigarrinhas foram coletadas com 
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Chapecó/ SC 

Figura 24. Localização geográfica dos municípios de coleta de populações de Dalbulus

maidis no Brasil e das áreas localizadas em Anastácio/MS, com a distância 

aproximada entre as mesmas. 
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aspirador bucal diretamente do cartucho das plantas de milho e transportadas vivas ao 

laboratório, onde foram mortas e mantidas a -20°C até o momento da extração do DNA. 

Urna exceção foi a população de Mossoró/RN, cujos espécimes foram mantidos em 

álcool 70% no transporte ao laboratório e, após urna pré-lavagem em água destilada por 

5 rnin e em TE (10 rnM de Tris e lm M de EDTA; pH 8,0) por 1,5 h sob agitação, 

também foram armazenados a -20ºC. Para os ensaios foram tomados, aleatoriamente e 

sem sexagern, 10 espécimes de D. maidis por população. 

4.2.3. Extração do DNA 

Três ensaios foram realizados separadamente, o primeiro com as sete 

populações coletadas na safra 1997 /98 em Anastácio/MS, o segundo com as seis 

populações da safra 1998/99 de Anastácio/MS e o terceiro com as cinco populações 

coletadas nas quatro regiões brasileiras (Chapecó/SC, Bom Jardim da Serra/SC, 

Anastácio/MS, Piracicaba/SP e Mossoró/RN). Em cada um dos ensaios, 1 O espécimes de 

cada população foram submetidos individualmente à extração do DNA genôrnico total, 

seguindo-se o protocolo modificado de Raeder & Broda ( 1985). Os espécimes foram 

colocados em tubos de rnicrocentrífuga (1,5 mi), macerados em presença de 300 µI de 

tampão de extração e incubados a 65°C por 30 rnin. Em seguida, foram feitas três 

extrações orgânicas com: fenol, fenol:clorofórrnio:álcool isoamilico (25:24:1) e 

clorofórrnio:álcool isoamilico (24:1). Nas três extrações, acrescentou-se 300 µl de cada 

solvente, centrifugou-se a 14.800 g por 10 rnin e recolheu-se o sobrenadante. O DNA foi 

precipitado da fase aquosa, ao final da extração, pela adição de igual volume de álcool 

isopropilico e de NaCl para uma concentração final de 0,3 M. As amostras foram 

mantidas em freezer (-20°C) por no mínimo 12 h. A sedimentação foi feita por 

centrifugação a 14.800 g por 10 rnin. O DNA foi  lavado com álcool etílico 70%, seco ao 

ar, ressuspendido em 20 µl de TE e armazenado em freezer (-20ºC) até a quantificação. 
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O DNA total de cada espécime foi quantificado pela fluorescência de urna 

alíquota de 2 µl de DNA extraído após mistura com o pigmento Hoescht 33258 Dye 

(Cesarone et al., 1979), utilizando-se fluorímetro Versa Fluor (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA 94547, USA) ou pela comparação com lambda DNA (20 ng/µl) (Gibco 

BRL) em gel de agarose 0,8% (Sambrook et al., 1989). 

4.2.4. Otimização das condições de amplificação 

Visando determinar a condição ótima para amplificação do DNA de D. maidis

via RAPD-PCR, foram realizados testes com os seguintes componentes da reação: 

a) quantidade de DNA molde, variando de 3 a 21 ng com incremento de 3 ng;

b) concentração de cloreto de magnésio (MgCh), variando de 0,5 a 5 mM com

incremento de 0,5 mM; c) nucleotídeos (dNTP's) (Pharmacia), variando de 100 a 400 

µM com incremento de 50 µM; d) primer, variando de 0,10 a 0,40 µM com incremento 

de 0,05µM; e e) enzima Taq DNA polimerase (Pharmacia); variando de I a 5 U com 

incremento de 1 U. Os valores acima referem-se a concentração final de cada reagente 

para urna reação RAPD-PCR. 

4.2.5. Amplificação via RAPD-PCR 

A amplificação foi realizada em um volume final de 20 µl contendo 6 ng de 

DNA; 4 mM de MgCh; 0,25 mM de dNTP; 0,3 µM do primer e 1 unidade de Taq DNA 

polimerase, adicionando-se ao final 30 µI de óleo mineral. Como controle negativo foi 

utilizada urna amostra que continha todos os reagentes, exceto DNA de cigarrinha. As 

reações foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, 
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MA 02172, USA) nas seguintes condições de amplificação: 92ºC por 5 min (1 ciclo), 

92°C por 40 s, 40°C por 1,5 mine 72ºC por 2 min (40 ciclos) e 72°C por 5 min (1 ciclo). 

Vinte e quatro primers foram testados inicialmente para a seleção daqueles que 

proporcionassem amplificações mais robustas e reproduzíveis; 1 O primers selecionados 

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

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

efetivamente utilizados nos estudos com populações de Dalbulus maidis.

Primer1 Seqüência Nº- bases Prime? Seqüência 

OPA-OI* ' 5'-AGACGGCTCC-3' 10 CK-06 5'-GCTTCGATACG-3' 

OPA-04* 5'-AA TCGGGCTG-3' 10 CK-09 5'-TCACGATGCA-3' 

OPA-07* 5'-GAAACGGGTG-3' 10 CK-12 5'-CGACGTTCAA-3' 

OPA-11* 5'-CAA TCGCCGT-3' 10 CK-16 5'-ATCGATCGAG-3' 

OPA-16* 5'-AGCCAGCGAA-3' 10 F-06 5'-GGGAA TTCGG-3' 

OPA-18* 5'-AGGTGACCGT-3' 10 F-07 5'-CCGATATCCC-3' 

OPC-02* 5'-GTGAGGCGTC-3' 10 F-08 5'-GGGATATCGG-3' 

OPC-05* 5'-GATGACCGCC-3' 10 F-10 5'-GGAAGCTTGG-3' 

OPE-11* 5'-GAGTCTCAGG-3' 10 H-01 5'-GGTCGGAGAA-3' 

OPE-14* 5'-TGCGGCTGAG-3' 10 H-02 5'-TCGGACGTGA-3' 

OPC-01 5'-TTCGAGCCAG-3' 10 

OPC-04 5'-CCGCATCTAC-3' 10 

OPC-06 5'-GAACGGACTC-3' 10 

OPC-18 5'-TGAGTGGGTG-3' 10 

* Pimers selecionados para os estudos com a cigarrinha-do-milho;

1 Primers sintetizados pela Gibco BRL do Brasil;

2 Primers sintetizados pela MWG-Biotech (Miami FL, EUA);

bases 

11 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

Após a adição de 3 µl do tampão de corrida, 20 µl das amostras amplificadas 

foram aplicados em gel de agarose 1,4% e submetidas à eletroforese em tampão TBE 

(100 mM Tris, 83 mM H3Bo3 e 1 mM EDTA). A eletroforese foi conduzida a 3,5 V/cm 

por 3,5 h. O gel foi corado em solução de brometo de etídio (1 µg/ml de solução) por 

aproximadamente 1 h, fotografado sob luz V.V.com filme branco e preto NeoPan ASA 

100 (Fuji Photo Film da Amazônia Ltda, Manaus, AM 69075-000, Brasil), sendo a foto 
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revelada e ampliada em papel Kodabrome II RC (Kodak da Amazônia Ind. Com. Ltda, 

Manaus, AM 69075-000, Brasil). Realizou-se também captura pelo sistema de 

documentação 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 variação no número e intensidade dos produtos de amplificação, a 

comparação entre a mobilidade das bandas foi feita somente dentro de um mesmo gel e 

baseados em uma mesma reação de RAPD-PCR. 

4.2.6. Análise dos dados 

Baseando-se nas fotografias dos géis, apenas as bandas mrus visíveis e 

reproduzíveis foram usadas como marcadores (Roderick, 1996), sendo que bandas com 

mobilidade similar àquelas detectadas no controle negativo não foram registradas 

(Thormann et al., 1994). Em cada um dos três ensaios foi gerada uma matriz binária (1, 

presença de banda e O, ausência de banda) (Apêndices 3, 4 e 5) e, utilizando-se o 

programa NTSYS-pc versão 1. 7 (Exeter Software, Setauket, New York) (Rolf, 1992), 

foram construídas matrizes de similaridade utilizando-se o índice de Jaccard (J) (Sneath 

& Sokal, 1973). Este índice não considera a ausência simultânea de marcador em dois 

indivíduos como medida de similaridade e é dado pela fórmula J = A/(N-D), onde A 

representa o número de presenças simultâneas dos marcadores em dois indivíduos, N 

significa o total de presença ou ausência de marcadores e D, o número de ausências 

simultâneas dos marcadores em dois indivíduos. Baseado nestas matrizes foi feita uma 

análise de agrupamento via UPGMA ("unweighted pair group method of arithmetic 

means") utilizando-se o NTSYS-pc versão 1.7. 
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4.3. RESULTADOS 

Amplificações bastante visíveis e robustas foram conseguidas com todas as 

concentrações de DNA de D. maidis testadas, entre 3 e 21 ng. Estabeleceu-se nesse 

estudo uma quantidade de 6 ng por reação como padrão para a execução de todos os 

ensaios. Amplificações marginais foram obtidas com concentrações de MgCh inferiores 

a 3 mM e o melhor padrão de amplificação foi com 4 mM. Com relação às dNTPs, a 

melhor concentração foi de 250 µM; acima deste valor o número de bandas foi reduzido, 

não havendo amplificação com 400 µM. Para o primer, concentrações acima de 0,30 µM 

mostraram-se satisfatórias. Com relação a enzima Taq DNA polimerase as amplificações 

foram adequadas para todas as concentrações testadas, tendo sido selecionada a 

concentração de 1 U. 

Todos os 24 primers testados mostraram-se capazes de amplificação do DNA 

de D. maidis e destes, 1 O primers foram selecionados para o estudo das populações por 

apresentarem um grande número de produtos de amplificação distinguíveis e 

reproduzíveis (Tabela 3), sendo que cada um dos primers produziu um único perfil 

RAPD-PCR. Um mesmo DNA foi amplificado em diferentes reações RAPD-PCR com 

os 1 O primers selecionados e a reproducibilidade foi alta, não havendo grandes 

diferenças nos perfis gerados, exceto por algumas bandas de alto peso molecular que 

variaram de uma reação a outra; porém, estas não foram consideradas neste estudo. 

Muitos locos gênicos foram amplificados de forma consistente, com pesos moleculares 

estimados entre 200 e 2.600 pares de bases (Figuras 25-27). Locos população-específico 

não foram encontrados para nenhuma das populações de D. maidis estudadas, e em 

nenhuma das populações foram encontradas duas cigarrinhas com genótipo idêntico. 
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IA IB IIA IIB 
M 1 2 J 4 s 6 1 s 9 10 1 2 J 4 s 6 1 s 9 10 1 2 J 4 s 6 1 s 9 10 1 2 J 4 s e e M 

IIB IIIA IVA IVB 
M 1 2 J 4 s 1 2 J 4 s 6 1 s 9 10 1 2 J 4 s 6 1 s 9 10 1 2 J 4 s 6 1 s 9 10 e e M 

Figura 25. Produtos da amplificação 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 populações amostradas no município de Anastácio/MS (áreas IA, 
IB, IIA, IIB, IIIA, IV A e IVB), na safra 1997 /98. M - marcador (l 00 base-pair 
Ladder) (Phannacia) e C - controle negativo (todos os componentes da reação 
menos o DNA). 
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IA IB IIB 

IVA IVB VB 

Figura 26. Produtos da amplificação 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 populações amostradas no município de Anastácio/MS (áreas IA, 
IB, IIB, IV A, IVB e VB), na safra 1998/99. M - marcador (100 base-pair 
Ladder) (Pharmacia) e C - controle negativo (todos os componentes da reação 
menos o DNA). 
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Figura 27. Produtos da amplificação 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 populações amostradas nos municípios de Chapecó/SC, Bom 
Jardim da Sen-a/SC, Anastácio/MS, Piracicaba/SP e Mossoró/RN. M -
marcador (100 base-pair Ladder) (Pharmacia) e C - controle negativo (todos 
os componentes da reação menos o DNA). 
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Os 10 primers utilizados geraram 134 locos para as populações coletadas em 

Anastácio/MS na safra 1997/98, dos quais 105 foram polimórficos (78,36%). O índice 

de similaridade entre os espécimes destas populações variou de 0,606 ( entre os 

espécimes IIA-5 e IIA-9) a 0,918 (entre os espécimes IIB-1 e IIB-2), sendo a média de 

0,769. A similaridade média dentro de cada população 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 e 148 (81,77%) 

foram polimórficos; a similaridade entre os espécimes destas populações 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 populações foi de 0,714 (IB x VB) a 0,765 (IIB 

x IV A) (Tabela 5). Finalmente, para as cinco populações coletadas em diferentes regiões 

do Brasil registraram-se 163 locos, sendo 125 polimórficos (76,69%). Entre os 

espécimes das populações o índice de similaridade variou de 0,616 ( entre os espécimes 

Anastácio-6 e Piracicaba-1 O) a 0,894 ( entre os espécimes Mossoró-2 e Mossoró-6); 

dentro das populações foram observadas similaridades entre 0,750 (Anastácio/MS) e 

0,807 (Mossoró, RN) (Tabela 4), e entre as populações este índice variou de 0,735 

(Anastácio/MS x Mossoró/RN) a 0,763 (Chapecó/SC x Bom Jardim da Serra/SC) 

(Tabela 5). 

Para as populações coletadas em Anastácio nas safras 1997/98 e 1998/99, a 

análise de agrupamento não permitiu a união dos espécimes em suas populações 

originais (Figuras 28 e 29). Observou-se uma distribuição aleatória dos espécimes em 

agrupamentos que não tiveram relação com a área ou data de coleta das populações. 

Quando estas áreas foram agrupadas entre si (Figura 3 IA e B), a união também foi 

aleatória, não havendo agrupamento nem mesmo de populações coletadas na mesma 

área e safra em datas diferentes. Para as populações coletadas em diversas regiões do 

Brasil, a análise de agrupamento reuniu claramente os espécimes coletados em 

Mossoró/RN em um único grupo (Figura 30), enquanto que nas outras populações os 

espécimes formaram grupos aleatórios contendo espécimes das várias localidades de 

coleta. Quando o agrupamento foi feito em relação à população como um todo (Figura 
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31 C), as localidades do Sul (Chapecó/SC e Bom Jardim da Serra/SC) formaram um 

primeiro grupo, seguido por Piracicaba/SP, Anastácio/MS, e por último, a população de 

Mossoró/RN. 

Tabela 4. Valores médios do índice de similaridade de Jaccard (J), baseado em 

marcadores RAPD-PCR, pela comparação dos padrões RAPD-PCR dos 

indivíduos, dentro de cada população de Dalbulus maidis amostrada em 

diferentes municípios Brasileiros e na região de Anastácio/MS. 

Brasil Anastácio/MS 

Safra 1997/98 Safra 1998/99 

Municípios J Área1
,2 J Área1,2 J 

Chapecó/SC 0,769 IA 0,771 IA 0,730 

Bom J. Serra, SC 0,779 IB 0,780 IB 0,723 

Anastácio/MS 0,750 IIA 0,723 IIB 0,795 

Piracica ba/SP 0,769 IIB 0,776 IVA 0,756 

Mossoró/RN 0,807 IIIA 0,769 IVB 0,726 

IVA 0,777 VB 0,719 

IVB 0,802 
1 Áreas I e II - plantio do milho em única safra anual há pelo menos 5 anos; áreas III, IV

e V - áreas de pastagem sem plantio de milho há mais de 5 anos, nas quais o milho foi 

plantado nos anos de 1997 /98 e 1998/99; 
2 

As letras ao lado da identificação das áreas indicam A - ínicio da safra do milho e B­

meio ou final da safra. 



Tabela 5. Valores médios do índice de similaridade de Jaccard (J), baseado em marcadores RAPD-PCR, pela comparação dos 

padrões RAPD-PCR dos indivíduos, entre as populações de Dalbulus maidis amostrada em diferentes municípios 

Brasileiros e na região de Anastácio/MS. 

Municípios brasileiros 

CHA BJS ANA PIR MOS 

CHA
1 -

BJS 0,763 -

ANA 0,744 0,758 -

PIR 0,757 0,749 0,740 -

MOS 0,737 0,751 0,735 0,739 -

Anastácio/MS 

Áreas2.J(Safra 1997/98) 

IA IB IIA IIB IIIA IVA 

IA -

IB 0,771 -

IIA 0,744 0,753 -

IIB 0,770 0,778 0,754 -

IIIA 0,764 0,769 0,743 0,772 -

IVA 0,768 0,781 0,752 0,776 0,770 -

IVB 0,779 0,787 0,760 0,786 0,780 0,782 

IVB 

IA 

IB 

11B 

Áreas2.3 (Safra 1998/99) 

IA IB 

0,727 

0,755 0,760 

IIB IVA IVB 

IVA 0,738 0,740 0,765 

IVB 0,730 0,726 0,760 0,735 

VB 0,716 0,714 0,744 0,723 0,715 

1 Municípios: CHA - Chapecó/SC; BJS - Bom Jardim da Serra/SC; ANA - Anastácio/MS; PIR - Piracicaba/SP e MOS -

Mossoró/RN 
2 Áreas I e II - plantio do milho em única safra anual há pelo menos 5 anos; áreas III, IV e V - áreas de pastagem sem plantio de 

milho há mais de 5 anos, nas quais o milho foi plantado nos anos de 1997 /98 e 1998/99; 
3 As letras ao lado da identificação das áreas indicam A- ínicio da safra do milho e B- meio ou final da safra. 
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l!A-2 0,801 
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lllA-6 0,820 
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l!A-3 0,777 

______. 
l!B-5 0,806 

IVB-2 0,774 
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IB-9 0,766 

IB-10 0,847 
1IB-9 0,765 
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t...r 
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!A-5 0,719 

lllA-5 0,698 

lllA-IO 0,682 

l!A-9 

Nivd 

0,64 0,72 0,80 0,88 0,96 

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 populações amostradas no muruc1p10 de 
Anastácio/MS (áreas IA, IB, IIA, IIB, IIIA, IVA e IVB), na safra 1997/98. 
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0,64 0,72 0,80 0,88 0,96 

Figura 29. Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard (J), 
gerado a partir de marcadores RAPD-PCR de 1 O espécimes de Dalbulus

maidis de cada uma das 6 populações amostradas no município de 
Anastácio/MS (áreas IA, IB, IIB, IVA, IVB e VB), na safra 1998/99. 
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Chapecó 2 0.799 
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Chapecó5 0,723 
B. J. Serra 7 0,718 
Anastácio2 0,684 
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0,66 0,72 0,78 0,84 0,90 
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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 populações amostradas nos municípios de 
Chapecó/SC, Bom Jardim da Serra/SC, Anastácio/MS, Piracicaba/SP e 
Mossoró/RN. 
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IA 0,770 

m 0,787 

IVB 0,782 

IIB 0,780 

IVA 0,773 

IIIA 0,751 

IIA 

0,79 
Nível 

IA 0,738 

IB 0,750 

IIB 0,765 

IVA 0,740 

IVB 0,722 

VB 

Nível 

0,80 

Chapecó/SC O, 763 

Bom J. Serra/SC O, 753 

Piracicaba/SP 0,747 

Anastácio/MS 0,741 

Mossoró/RN 

0,73 0,74 0,75 0,76 0,77 
Nível 

Figura 31. Dendrograma UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard (J), 
gerado a partir de marcadores RAPD-PCR para populações de Dalbulus

maidis. (A) sete populações coletadas em Anastácio/MS na safra 1997/98; (B) 
seis populações coletadas em Anastácio/MS na safra 1998/99; e (C) cinco 
populações coletadas nos municípios de Chapecó/SC, Bom Jardim da 
Serra/SC, Anastácio/MS, Piracicaba/SP e Mossoró/RN. 
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4.4. DISCUSSÃO 

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 padronização de metodologia para análise do 

DNA é um passo decisivo para obtenção de resultados confiáveis. Observou-se para D.

maidis que as diferentes concentrações de DNA utilizadas não 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 maçã. No entanto, para a mosca Cochliomyia hominivorax (Coquerel), 

houve um decréscimo na intensidade de bandas em concentrações acima de 40 ng e 

padrões não reproduzíveis abaixo de 0,2 ng (Infante-Malachias et al., 1999). A 

concentração de MgC{z afetou significativamente os produtos de amplificação, e 

mostrou-se como um fator importante na reproducibilidade dos ensaios RAPD-PCR 

(Infante-Malachias et al., 1999); influência na quantidade de locos amplificados também 

foi observada para dNTPs e primer. As concentrações de Taq DNA polimerase não 

mostraram influência significativa na amplificação do DNA de D. maidis. O DNA de 

cada organismo parece receber influência diferenciada das concentrações dos reagentes 

utilizados em reações RAPD-PCR. Assim, a otimização desses reagentes deve ser o 

primeiro passo no estudo de um determinado organismo via RAPD-PCR, bem como a 

seleção dos primers a serem utilizados (Loxdale et  ai., 1996). 

Neste estudo observou-se que a proporção de locos polimórficos nos três 

ensa10s 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 reprodução tem 

influência na estrutura genética das populações de insetos (Puterka et ai., 1993). Para a 

cigarrinha E. fabae, que tem reprodução sexuada, a proporção de locos polimórficos em 

estudos com marcadores RAPD-PCR foi de 88% (Skinner & Camacho, 1995), por outro 

lado, em populações partenogenéticas da cochonilha Daktulosphaira vitifoliae (Fitch) no 



104 

Arizona (EUA), esta proporção foi de 14,5% (Lin et al., 1999). A exemplo do que ocorre 

em E. fabae (Skinner & Camacho, 1995), a reprodução sexuada com acasalamentos 

aleatórios parece ser um dos fatores responsáveis pela manutenção da alta variabilidade 

genética encontrada em D. maidis. 

Com relação aos ensaios em nível de microregião, realizados com as 

populações coletadas em Anastácio/MS, os índices de similaridade foram superiores a 

0,71 não havendo uma maior similaridade dentro ou entre as populações, tanto na safra 

de 1997/98 como em 1998/99. A análise de agrupamento mostrou que os espécimes, 

independente da área ou data de coleta, agruparam-se aleatoriamente. A região de 

Anastácio/MS caracteriza-se por um longo contínuo de pastagens, onde o milho, 

hospedeiro primário de D. maidis, é plantado urna vez por ano em pequenas áreas; este 

município está localizado a uma distância significativa de grandes regiões produtoras de 

milho. Nas duas safras, das áreas escolhidas para o estudo em Anastácio/MS, haviam 

duas onde o milho era plantado uma vez por ano a partir de outubro e duas áreas isoladas 

onde o milho nunca havia sido plantado. O aparecimento de D. maidis em todas as áreas 

após o plantio do milho e em outras ocasiões, em grandes picos populacionais, até 

mesmo quando não havia milho no campo (Capítulo 3), sugere que esta espécie migra a 

longas distâncias. A ocorrência de migração pode ser um fator determinante para a 

grande homogeneidade observada entre as populações de D. maidis coletadas em 

diferentes áreas em Anastácio/MS. A migração tende a aumentar o fluxo gênico entre 

populações, contribuindo para a manutenção da variabilidade genética e a perda da 

correlação entre genética e origem geográfica (Hoole et ai., 1999), particularmente onde 

a ausência de barreiras geográficas permite a chegada de populações de outras regiões. A 

hipótese de Larsen et ai. (1992) de que D. maidis é um migrante local cujas as 

populações voam para hábitats adjacentes aos campos de milho ao final da safra, 

retomando a estes campos na safra seguinte, não parece se aplicar a região de 

Anastácio/MS. A alta similaridade observada entre as populações de Anastácio/MS é 

mais consistente com a hipótese de migração, já que populações locais e isoladas tendem 

a apresentar maior divergência genética entre si (Vaughn & Antolin, 1998). 
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No estudo em nível de macroregião, nas cinco populações coletadas em quatro 

grande regiões brasileiras, a similaridade média dentro das populações foi maior que 

0,75, o que sugere que indivíduos de uma mesma população representariam um certo 

estreitamento genético (Haymer et al., 1997). Os valores de similaridade média entre as 

populações foram bastante altos e sempre superiores a 0,73, com exceção da população 

de Anastácio/MS, em que o índice intrapopulacional em alguns casos foi inferior aos 

interpopulacionais. Apesar da grande similaridade entre e dentro das populações a 

análise de agrupamento permitiu a separação dos espécimes de Mossoró/RN em um 

único grupo, sendo que a média de similaridade dentro desta população mostrou-se a 

mais alta (0,81), enquanto que os espécimes das outras populações se misturaram. Por 

outro lado, o agrupamento das populações como um todo mostrou uma certa união das 

populações por distância geográfica. Oliveira (1996) estudou populações de D. maidis

de 27 localidades e quatro regiões brasileiras (Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste), 

incluindo populações de Piracicaba/SP, Anastácio/MS e Chapecó/SC, tendo constatado 

diferenças morfológicas significativas entre as populações do Nordeste e do Centro-Sul. 

O fato de termos observado a separação da população de Mossoró/RN, proveniente do 

Nordeste do Brasil, das demais populações do Centro Sul, é congruente com as 

diferenças morfológicas observadas entre as populações destas regiões. Assim, o 

componente genético parece estar contribuindo para estas diferenças morfológicas, além 

de fatores ambientais como temperatura, umidade relativa, precipitação e outros 

(Oliveira et ai., 1996). Em relação às outras populações, o fato de os espécimes terem se 

misturado, não se agrupando em suas populações originais, mais urna vez reforça a 

hipótese de que a migração a longas distâncias através de correntes de vento seja parte 

da estratégia de sobrevivência desta espécie, como tem sido sugerido por alguns autores 

(Taylor et ai., 1993; Capítulo 3), proporcionando uma maior troca gênica entre estas 

populações. Talvez exista algum tipo de barreira geográfica, ou mesmo ausência de 

correntes de vento específicas entre a região Nordeste e o Centro Sul, impedindo que 

estas populações se misturem, o que levaria a diferenciações genéticas entre as mesmas. 

Triplehorn et al.(1990), através de estudos com isoenzimas, encontraram maior 

similaridade entre duas populações de D. maidis, uma próxima à cidade do México e 
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outra mais ao sul do México, do que com as demais populações, e sugeriram que a 

similaridade era devido ao fato desta ser uma possível rota migratória para a cigarrinha­

do-milho na entressafra da cultura. 

A cigarrinha-do-milho tem como centro de ongem o México (Nault & 

DeLong, 1980) e de lá espalhou-se pelas Américas acompanhando a própria 

disseminação do milho, seu hospedeiro primário. Maior heterogeneidade são esperadas 

entre as populações dentro de seus centros de origem (Baruffi et al., 1995; Infante­

Malachias et ai., 1999). O fato das populações do Brasil analisadas apresentarem índices 

de similaridade altos pode ser também conseqüência de que todas as populações aqui 

existentes são descendentes de populações vindas do México as quais trouxeram apenas 

parte da variabilidade genética lá existente. 

A técnica de RAPD-PCR mostrou-se bastante promissora para estudos com 

populações de D. maidis, provendo de forma rápida e eficiente uma grande quantidade 

de informações que podem servir de base para explicar variações morfológicas entre 

populações e dar sustentação à hipótese migratória para esta espécie. Estudos mais 

abrangentes envolvendo um maior número de populações, principalmente da região 

Nordeste do Brasil, são necessários para que se possa afirmar que estas populações são 

realmente isoladas das do Centro-Sul, bem como investigar as possíveis causas deste 

isolamento como, por exemplo, a existência de algum tipo de barreira geográfica ou 

mesmo a ausência de correntes de vento, as quais são primordiais para movimentos de 

longas distâncias por insetos diminutos como D. maidis. 



5. COMPARAÇÃO DE MÉTODOS DE PRESERVAÇÃO DE Dalhulus maidis

(DeLONG & WOLCOTT) (HEMIPTERA: CICADELLIDAE) PARA USO EM 

RAPD-PCR 

RESUMO - A preservação adequada do DNA de um determinado organismo é um dos 

pontos cruciais para o sucesso no uso de técnicas moleculares como RAPD-PCR. Foram 

avaliados oito métodos de preservação da cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis:

congelamento (-20°C), álcool etílico 70% (-20°C e temperatura ambiente); álcool etílico 

absoluto (-20°C e temperatura ambiente); secagem ao ar; e preservação em tampão de 

extração (inseto inteiro e macerado). A intervalos de 10-30 dias, o DNA foi extraído, 

quantificado e amplificado via RAPD-PCR pelo primer OPA-04, sendo a qualidade do 

DNA extraído observada em gel de agarose 0,8%. Após 210 dias de preservação, o 

congelamento (-20°C) mostrou ser a melhor técnica, não diferindo significativamente do 

método padrão, DNA extraído de material fresco, em nenhuma das datas avaliadas. 

Quantidades satisfatórias de DNA também foram obtidas dos insetos conservados em 

álcool etílico absoluto (-20°C), álcool etílico 70% (-20°C) e tampão de extração (inseto 

inteiro e macerado). Insetos conservados em álcool etílico absoluto (temperatura 

ambiente), em álcool etílico 70% (temperatura ambiente) e secos ao ar mostraram-se 

impróprios para RAPD-PCR após 120, 60 e 10 dias de armazenamento, 

respectivamente. 

PALAVRAS-CHAVE: cigarrinha-do-milho, marcador molecular, conservação 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 com leafhopper, Dalbulus maidis were tested: freezing 

(-20ºC), 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 leafhopper DNA was extracted, 

quanti:fied and ampli:fied 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 signi:ficantly from the 

control (extracted DNA of fresh specimens) on any ofthe evaluation dates. Satisfactory 

quantities of DNA were also obtained from insects conserved in absolute ethyl alcohol 

(-20ºC), 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: Com leafhopper, molecular marker, DNA conservation, storage 

technique. 

5.1. INTRODUÇÃO 

Técnicas moleculares tomaram-se ferramentas importantes no estudo genético 

de populações naturais de vários organismos. Entre elas está a técnica de DNA 

polimórfico amplificado ao acaso ("Random Ampli:fied Polymorphic DNA" - RAPD), 

desenvolvida de forma independente por dois grupos de pesquisadores nos EUA (Welsh 
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& McClelland, 1990; Willians et ai., 1990). Embora algumas técnicas baseadas na 

reação da polimerase em cadeia ("Polimerase Chain Reaction" - PCR) (Saiki et al., 

1988) produzam resultados satisfatórios utilizando-se DNA em pequenas quantidades e 

com algum grau de degradação (Reiss et al., 1995), outras, como RAPD, exigem um 

DNA íntegro, sendo que espécimes frescos constituem a melhor fonte de material 

genético para este tipo de estudo. É comum em Entomologia o intercâmbio de materiais 

entre pesquisadores e também a coleta de espécimes em regiões distantes. No entanto, a 

manutenção de espécimes vivos até o momento do processamento visando análise 

genética é inviável na maioria dos casos. Assim, torna-se necessário que estes insetos 

sejam mortos e convenientemente conservados até o momento de sua manipulação em 

laboratório. 

Alguns estudos têm sido realizados para determinar o efeito de diferentes 

métodos de preservação 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 não são necessariamente aplicáveis a 

insetos (Logan, 1999; Post et al., 1993). Alguns métodos de preservação têm sido 

testados para insetos, como solução de Carnoy, sílica gel, etanol, metanol, propano!, etil 

acetato, etileno glicol, formalina, secagem ao ar, amil acetato, xileno, congelamento, 

acetona, tampão de extração, entre outros (Austin & Dillon, 1997; Dillon et al., 1996; 

Logan, 1999; Post et al., 1993; Reiss et al., 1995), mas os resultados mostraram certas 

diferenças dependendo do grupo de insetos ou mesmo do estádio de desenvolvimento 

estudado, o que dificulta e torna questionável uma extrapolação de resultados entre 

diferentes grupos taxonômicos (Dillon et ai., 1996). 

O presente estudo teve por objetivo comparar alguns métodos simples de 

preservação da cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott), visando 

estudos de variabilidade genética em populações desse inseto, a partir de espécimes 

coletados em regiões distantes. Avaliou-se a eficiência quantitativa e qualitativa de 

preservação do DNA dos espécimes por cada um dos métodos, após sucessivos períodos 

de armazenamento, bem como a performance das amostras em relação à técnica de 

RAPD-PCR. 



110 

5.2. MATERIAL E MÉTODOS 

Os espécimes de D. maidis utilizados neste estudo foram obtidos de uma colônia 

formada a partir de indivíduos coletados em Piracicaba/SP e mantida sobre plântulas de 

milho, em laboratório, por mais de 15 gerações. Todos os espécimes foram avaliados 

previamente quanto a uma possível contaminação por parasitóides. 

5.2.1. Métodos de preservação 

Oito métodos de preservação foram utilizados neste estudo. Espécimes de D.

maidis foram coletados vivos e submetidos, simultaneamente, a cada um dos seguintes 

métodos de preservação: (A) congelamento dos insetos em freezer (-20°C); (B) álcool 

etílico 70% (temperatura ambiente); (C) álcool etílico 70% (-20°C); (D) álcool etílico 

absoluto (temperatura ambiente); (E) álcool etílico absoluto (-20°C); (F) insetos 

mantidos a seco em placa de Petri (temperatura ambiente); (G) insetos inteiros mantidos 

individualmente em tubos de microcentrífuga com 300 µ1 de tampão de extração (200 

mM Tris-HCl, pH 8,0; 250 mM NaCI; 25 mM EDTA e 1 % SDS) (temperatura 

ambiente); e (H) insetos macerados mantidos individualmente em tubos de 

microcentrífuga com 300 µl de tampão de extração (temperatura ambiente). 

5.2.2. Extração do DNA 

A intervalos de tempo de 10 a 30 dias, três espécimes de D. maidis de cada 

um dos oito métodos de preservação foram retirados e submetidos à extração do DNA 

genômico total, seguindo-se o protocolo modificado de Raeder & Broda ( 1985). Como 
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padrão de comparação foi extraído, ao final do ensaio (210 dias), o DNA de três 

espécimes frescos. Os espécimes foram colocados em tubos de microcentrífuga (1,5 mi), 

macerados em presença de 300 µl de tampão de extração e incubados a 65°C por 30 min. 

Em seguida, foram feitas três extrações orgânicas com fenol, fenol:clorofórmio:álcool 

isoamílico (25:24:1) e clorofórmio:álcool isoamílico (24:1). Nas três extrações 

acrescentou-se 300 µl de cada solvente, centrifugou-se a 14.800 g por 1 O min e 

recolheu-se o sobrenadante. O DNA foi precipitado da fase aquosa ao final da extração, 

pela adição de igual volume de álcool isopropilico e de NaCI para uma concentração 

final de 0,3 M. As amostras foram mantidas em :freezer (-20°C) por no mínimo 12 h. A 

sedimentação foi feita por centrifugação a 14.800 g por 10 min. O DNA foi lavado com 

álcool etílico 70%, seco ao ar, ressuspendido em 20 µIde TE (10 mM de Tris e 1 mM de 

EDTA; pH 8,0) e armazenado em :freezer (-20ºC) até a quantificação. No caso dos 

métodos de preservação que envolveram o uso de álcool como fixador, os espécimes 

foram submetidos a um pré-tratamento para reidratação antes da extração, que consistiu 

na lavagem dos espécimes em água destilada por 5 min e em TE por no mínimo 1,5 h 

sob agitação. 

O DNA total de cada espécime foi quantificado pela fluorescência de uma 

alíquota de 2 µl de DNA extraído após mistura com o pigmento Hoescht 33258 Dye 

(Cesarone et al., 1979), utilizando-se fluorímetro Versa Fluor (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA 94547, USA). Após a quantificação, as amostras de DNA foram diluídas 

em TE para 3 ng/µl. Quantidades muito pequenas de DNA nas amostras (geralmente< 1 

ng) não puderam ser medidas com precisão pelo fluorímetro e ocasionalmente foram 

obtidas leituras negativas. Nestes casos, a quantidade de DNA foi corrigida para zero. 

Para a observação da integridade do DNA extraído, uma alíquota de 1 µl do DNA total 

das amostras, diluída em 6 µl de tampão de corrida, foi analisada por eletroforese em 

tampão TBE (100 mM Tris; 83 mM H3Bo3 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 etídio (1 

µg/ml de gel) e fotografado sob luz U.V. com filme branco e preto NeoPan ASA 100 

(Fuji Photo Film da Amazônia Ltda, Manaus, AM 69075-000, Brasil). 



112 

5.2.3. Amplificação via RAPD-PCR 

Nas reações RAPD utilizou-se o pnmer OPA-04 (5'-AATCGGGCTG-3') 

(Operon Technologies, Alameda, CA 94501, USA). A amplificação foi realizada em um 

volume final de 20 µl contendo 6 ng de DNA; 4 mM de MgCh; 0,25 mM de dNTP; 0,3 

µM do primer e 1 unidade de Taq DNA polimerase, adicionando-se ao final 30 µl de 

óleo mineral. Como controle negativo foi utilizada uma amostra que continha todos os 

reagentes, exceto DNA de cigarrinha. As reações foram realizadas em termociclador 

PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, MA 02172, USA) nas seguintes condições de 

amplificação: 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). 

Após a adição de 3 µl do tampão de corrida, 20 µl das amostras amplificadas 

foram aplicados em gel de agarose 1,4%, procedendo-se a eletroforese em tampão TBE 

por 3,5 h. A eletroforese e a captura fotográfica foram efetuadas como descrito 

anteriormente. Realizou-se também a captura pelo sistema de documentação de gel 

"Eagle Eye II" (Stratagene, La Jolla, CA 92037, USA), para estimativa dos pesos 

moleculares dos !ocos amplificados. 

5.2.4. Análise dos dados 

Com os dados de quantidade de DNA total de cada espécime, para cada uma 

das datas de extração, realizou-se análise de variância (ANOVA); as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey (P s 0,05), através do programa "Statistical Analysis 

System" V. 6.08 (SAS Institute, 1993). Devido à heterogeneidade de variância, os dados 

de cada data de extração foram submetidos a um tipo de transformação que melhor os 

ajustassem ao modelo normal; as transformações utilizadas foram: log ( x+ 1 ), .J x + I ,
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1/ 
1
, (x+ 1 r2 e V

,:-:-;-
. Para a comparação de  cada um dos métodos de preservação

/x+ / ✓x+l 

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

teste de Dunnett (P .:s; 0,05) (SAS Institute, 1993). 

5.3 RESULTADOS 

Baseando-se nas leituras obtidas pelo fluorimetro (Tabelas 6 e 7), o método de 

extração utilizado neste estudo mostrou-se eficiente para D. maidis, já que as 

quantidades de DNA obtidas foram suficientes para realização de análises por RAPD­

PCR. 

A análise de variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey, mostrou que 

após 1 dia do início do armazenamento todos os tratamentos forneceram quantidades de 

DNA semelhantes ao padrão (Tabela 6). A partir dos 1 O dias, a quantidade de DNA 

extraído de material seco ao ar, em álcool etílico absoluto e álcool etílico 70%, ambos à 

temperatura ambiente, mostraram-se significativamente inferiores ao método padrão. O 

método de congelamento não apresentou diferença significativa em relação ao método 

padrão durante todo o experimento. Os demais métodos mostraram certa irregularidade e 

diferiram significativamente do método padrão em algumas datas de extração: álcool 

etílico 70% (-20°C) aos 10, 80, 120 e 210 dias; álcool etílico absoluto (-20°C) aos 10, 60 

e 80 dias; tampão de extração (inseto inteiro) aos 20, 40, 60, 70, 80, 90, 100 e 210 dias e 

tampão de extração (inseto macerado) aos 80 e l 00 dias. O teste de Dunnett, que apenas 

compara os tratamentos com o padrão, confirmou estes resultados. 



Tabela 6. Quantidades médias(± desvio padrão da média) de DNA genômico total (ng DNA/µl TE) extraída por espécime de D.

maidis, após períodos de armazenamento de 1 a 70 dias, sob diferentes métodos de preservação. 

Método 1 

Padrão-espécimes frescos 105±5 a3

Congelamento (-20°C) 

T. E. (ambiente) 1

T. E. (ambiente)2

Álcool absoluto (-20°C) 

Álcool 70% (-20°C) 

76±5 a* 

54±9 a* 

60±11 a* 

73±15 a* 

78±7 a* 

Álcool absoluto (ambiente) 97±3 a* 

Álcool 70% (ambiente) 68±8 a* 

Seco ao ar 

p 

F 

Graus de liberdade 

110+2 a* 

0,0001 

9,5 

8 e 18 
1 Tampão de extração (inseto macerado). 
2 Tampão de extração (inseto inteiro). 

10 

105±5 a3

71±16 ab* 

58±5 ab* 

56±20 ab* 

39±4 b 

39±5 b 

36±11 b 

24±6 bc 

5+4 e 

0,0001 

28,7 

8 e 18 

20 

105±5 a3

65±8 ab* 

79±9 a* 

35±16 bc 

60±4 ab* 

52±3 ab* 

14±2 e 

11±1 e 

O d 

0,0001 

18,9 

8 e 18 

Período de armazenamento (dias) 

30 

105±5 a3

84±15 ab* 

38±15 abc* 

33±10 abc* 

117±3 a* 

95±33 ab* 

27±6 bc 

13±3 cd 

O d 

0,0001 

17,2 

8 e 18 

40 50 

105±5 a3 105±5 a3

101±1 a* 57±23 ab* 

79±25 ab* 45±6 ab* 

31±11 bcd 49±15 ab* 

72±18 abc* 80±17 a* 

43±7 abcd* 81±38 ab* 

20±6 cd 

15±5 d 

O e 

0,0003 

7,0 

8 e 18 

15±8 bc 

8±1 bc 

O e 

0,0001 

10,8 

8 e 18 

3 Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey (P ::s; 0,05). 
* Indica nenhuma diferença significativa em relação ao método padrão (DNA extraído de espécimes frescos)

pelo teste de Dunnett (P ::s; 0,05)

60 

105±5 a3

118±2 a* 

95±16 ab* 

28±2 de 

33±9 bcd 

79±35 abc* 

22±4 cd 

21±1 cd 

O d 

0,0001 

39,8 

8 e 18 

70 

105±5 a3

90±20 a* 

76±25 a* 

30±8 bc 

50±1 ab* 

44±4 ab* 

12±3 cd 

4±2 d 

O e 

0,0001 

124,5 

8 e 18 

..... 

.... 



Tabela 7. Quantidades médias(± desvio padrão da média) de DNA genômico total (ng DNA/µl TE) extraída por espécime de D.

maidis, após períodos de armazenamento de 80 a 21 O dias, sob diferentes métodos de preservação. 

Método 80 

Padrão-espécimes frescos 105±5 a3

Congelamento (-20ºC) 73±8 ab* 

T. E. (ambiente) 1 37±9 cd 

T. E. (ambiente)2 34±3 cd 

Álcool absoluto (-20°C) 46±4 bc 

Álcool 70% (-20°C) 43±14 bcd 

Álcool absoluto (ambiente) 20±1 d 

Álcool 70% (ambiente) 3±2 e 

Seco ao ar o e 

p 0,0001 

F 64,3 

Graus de liberdade 8 e 18 
1 Tampão de extração (inseto macerado). 
2 Tampão de extração (inseto inteiro). 

90 100 

105±5 a3 105±5 ab3

128±1 a* 131±1 a* 

73±15 a* 28±3 de 

23±9 b 19±6 d 

65±31 a* 59±17 bc* 

66±3 a* 49±4 bc* 

13±3 b 14±3 d 

2±1 e 2±2 e 

o d o e

0,0001 0,0001 

80,5 633,3 

8 e 18 8 e 18 

Período de armazenamento (dias) 

120 

105±5 a3

94±18 ab* 

67±15 ab* 

67±16 ab* 

59±3 ab* 

40±1 b 

8±1 e 

3±1 d 

o e

0,0001 

32,5 

8 e 18 

140 

105±5 a3

140±2 a* 

34±7 a* 

41±5 a* 

44±3 a* 

64±25 a* 

4±2 bc 

2±2 b 

o e

0,0001 

44,9 

8 e 18 

160 

105±5 a3

96±11 a* 

61±8 a* 

62±12 a* 

68±13 a* 

59±19 a* 

3±2 bc 

4±1 b 

o e

0,0001 

55,9 

8 e 18 

3 Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey (P::; 0,05). 
* Indica nenhuma diferença significativa em relação ao método padrão (DNA extraído de espécimes frescos)

pelo teste de Dunnett (P ::; 0,05).

180 

105±5 a3

100±1 a* 

92±18 a* 

53±5 a* 

88±9 a* 

68±7 a* 

4±2 b 

2±1 e 

o e

0,0001 

68,2 

8 e 18 

210 

105±5 a3

102±4 a* 

64±3 ab* 

37±5 e 

82±4 a* 

43±10 bc 

3±1 d 

2±1 d 

o d

0,0001 

452,4 

8 e 18 
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Um exemplo representativo da qualidade do DNA extraído pode ser 

observado na Figura 32. Com 1 dia após o início do estudo, observou-se urna boa 

qualidade do DNA extraído em todos os tratamentos (colunas 7-14). Entretanto, 

nenhuma banda pôde ser visualizada no gel para os tratamentos álcool etílico 70% 

(colunas 16, 24 e 32) e álcool etílico absoluto (colunas 18, 26 e 34) sob temperatura 

ambiente, bem como para espécimes secos ao ar (colunas 20, 28 e 36), após 70, 120 e 

210 dias, devido à baixa quantidade de DNA obtida ou à degradação total do ácido 

nucléico nesses tratamentos. 

Com exceção do tratamento em que os espécimes foram conservados a seco, 

onde a partir dos 10 dias não foram observados produtos de amplificação (Figura 33B, C 

e D coluna 8), todos os tratamentos mostraram amplificação via RAPD-PCR bastante 

satisfatória (Figura 33). Foram amplificados de forma consistente um número razoável 

de locos gênicos, cujos pesos moleculares foram estimados entre 200 e 2.600 pares de 

base. 
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Figura 32. DNA genômico total em gel de agarose 0,8%, extraído de Dalbulus maidis

armazenado sob diferentes condições. Colunas 1-5, padrão Lambda DNA 
(Phannacia) (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, álcool 
etílico 70% (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 9, 17, 25 e 
33, álcool etílico 70% (-20

°

C) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 10, 
18, 26 e 34, álcool etílico absoluto (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, 
respectivamente); 11, 19, 27 e 35, álcool etílico 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, tampão de extração (inseto inteiro) 
(ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, respectivamente); 14, 22, 30 e 38, tampão 
de extração (inseto macerado) (ambiente) (1, 70, 120 e 210 dias, 
respectivamente). 
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Figura 33. Produtos da amplificação de DNA de Dalbulus maidis via RAPD-PCR pelo 

primer OPA-04 em gel de agarose 1,4%, a partir de indivíduos armazenados 

por períodos sucessivos sob diferentes condições. (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, álcool etílico 70% 
(ambiente); 5, álcool etílico 70% (-20°C); 6, álcool etílico absoluto 
(ambiente); 7, álcool etílico absoluto (-20°C); 8, seco ao ar; 9, tampão de 
extração (inseto inteiro) (ambiente); 10, tampão de extração (inseto 
macerado) (ambiente); 11, controle negativo ( todos os componentes da 
reação menos o DNA) e 12, marcador (Kilobase

™ 
DNA marker) 

(Pharmacia). 
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5.4. DISCUSSÃO 

A técnica de RAPD-PCR é uma importante ferramenta na análise da estrutura 

e diversidade genética em populações naturais (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Diversos 

estudos baseados em marcadores RAPD-PCR com populações de insetos oriundos do 

campo têm sido realizados, como por exemplo, análise da diversidade genética entre e 

dentro de populações do pulgão Diuraphis noxia (Mordivilko) (Puterka et al., 1993), 

dentro de populações da cigarrinha Empoasca fabae (Harris) (Skinner & Camacho 

1995), entre as espécies Myzus persicae (Sulzer) e M nicotianae Blackman 

(Margaritopoulos et al., 1998) e detecção de polimorfismo genético em diversas espécies 

de pulgões (Black et ai., 1992). Mas nem sempre é possível obter material fresco para 

tais estudos, como por exemplo quando se coleta materiais de regiões distantes (Reiss et 

al., 1995), ou mesmo quando a análise do material não pode ser realizada 

imediatamente. Muitas técnicas de preservação comumente utilizadas podem não 

conservar a integridade do DNA, que é um ponto crítico em muitas técnicas de análise 

genética. 

Para ensaios RAPD-PCR utilizando-se D. maidis, quantidades mínimas de 

DNA, da ordem de 3 ng/µl, são suficientes para uma amplificação consistente (Capítulo 

2). No entanto, sabendo que estes estudos requerem a utilização de vários primers e 

computando-se as perdas durante a manipulação das amostras de DNA, neste estudo só 

foram consideradas satisfatórias as extrações que forneceram no mínimo 160 ng/20 µl. A 

variação na quantidade de DNA obtida de espécime para espécime dentro dos 

tratamentos em cada uma das datas de extração pôde, em parte, ser explicada pelo fato 

de que os indivíduos foram tomados ao acaso, e como as fêmeas nesta espécie são 

significativamente maiores que os machos (Oliveira, 1996), maiores quantidades de 

DNA são esperadas para as mesmas, como demonstraram Post et al. (1993) estudando o 

díptero Simulium damnosum Theobald. 

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

museu (Dillon et al., 1996; Post et al., 1993), a manutenção de espécimes secos ao ar 



120 

mostrou-se pouco apropriada como método de conservação de D. maidis, ocorrendo uma 

drástica degradação do DNA genômico total nos primeiros 1 O dias após a morte dos 

espécimes, com degradação total após esse período (Tabela l; Figura 32 colunas 20, 28 

e 36). 

A preservação em álcool etílico 70% sob temperatura ambiente propiciou 

quantidades satisfatórias de DNA até os 60 dias, enquanto que o armazenamento em 

álcool etílico absoluto, também à temperatura ambiente, mostrou-se adequado até os 120 

dias (Tabelas 6 e 7). Para tecido de mamíferos, Smith et al. ( 1987) relataram a 

conservação do DNA em álcool etílico por mais de 5 anos, mas este não parece ser o 

comportamento do DNA de insetos preservados em álcool (Post et al., 1993). Reiss et al. 

(1995) constataram para o coleóptero Amara glacilis (Mannerheim), fixado em álcool 

etílico 95%, um período de preservação do DNA de 73 dias. Para os espécimes de D. 

maidis preservados em álcool etílico à temperatura ambiente, observou-se um gradiente 

de degradação ao longo do tempo, função da atividade contínua de nucleases (Dessuer et 

al., 1996), sendo este mais acentuado para álcool etílico 70%. Algumas variáveis têm se 

mostrado importantes na quantidade e qualidade de DNA extraído de materiais 

preservados em álcool etílico, tais como a concentração do álcool, temperatura e tempo 

de armazenamento (Dillon et al., 1996). 

Os métodos álcool etílico 70% e álcool etílico absoluto a -20ºC e espécimes 

conservados em tampão de extração (insetos inteiros e macerados), apesar de em 

algumas datas de extração terem apresentado diferenças significativas em relação ao 

material fresco, permitiram a extração de quantidades satisfatórias de DNA (> 160 ng/20 

µl) de alta qualidade em todas as datas de extração. A preservação de material em álcool 

etílico a baixas temperaturas tem sido apontada por alguns autores como um método 

eficiente de preservação do DNA de diversos grupos de insetos por longos períodos de 

tempo (Dillon et al., 1996; Post et al., 1993). Reiss et al. (1995) afirmaram que tampão 

de extração é um método adequado de preservação 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 último procedimento mostrou-se também satisfatório como método de preservação 

de DNA de D. maidis (Tabelas 6 e 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 ai., 1993), Coleoptera (Reiss et ai., 

1995) e Hymenoptera (Dillon et al., 1996). 

As amostras de DNA extraídas nas diferentes datas permitiram, com exceção 

do material seco ao ar a partir dos 10 dias de armazenamento, a amplificação via RAPD­

PCR (Figura 33). Para os tratamentos álcool etílico 70% e absoluto à temperatura 

ambiente, a não observação de banda correspondente ao DNA genômico 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 extraído, que a despeito disto foram detectadas 

pelo fluorímetro (Tabelas 6 e 7) e permitiram amplificação (Figura 33B, C e D). Porém, 

para álcool etílico 70% a partir dos 60 dias e álcool etílico absoluto a partir dos 120 dias, 

a quantidade de DNA extraído (<160 ng/20 µl), apesar de permitir amplificação, 

mostrou-se inviável para um ensaio de RAPD-PCR pelo baixo volume de DNA 

ressuspendido. 

De forma prática, para o intercâmbio de espécimes de D. maidis visando 

análise genética ou mesmo quando da coleta de espécimes em locais remotos, pode-se 

recomendar a preservação em álcool etílico absoluto por um curto espaço 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 é a preservação dos 

espécimes em tampão de extração (inseto macerado ou inteiro), que permitiu a 

conservação do DNA por longo período de tempo sem a necessidade de refrigeração. A 

desvantagem, porém, é que materiais assim preservados não permitiriam estudos dos 

aspectos morfológicos ou a verificação da presença de parasitóides (Post et al., 1993), 

uma vez que o material é homogeneizado. Mesmo com o inseto inteiro, devido à 

ocorrência de lise das células, os espécimes tornariam-se inadequados para tais estudos, 
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que via de regra são auxiliares à análise genética e permitem a correta identificação 

taxonômica do inseto. 

No caso de necessidade de conservação dos espécimes em laboratório, sem 

dúvida, a prática mais recomendada é o congelamento (-20ºC ou menos) (Dillon et ai., 

1996; Reiss et ai., 1995), por manter a integridade e propiciar quantidades de DNA 

comparáveis às obtidas de material fresco, por longo período de tempo. Entretanto, 

outros métodos corno álcool etílico absoluto e 70% à -20ºC, ou a conservação em 

tampão de extração também podem ser utilizados. 



6. EVIDÊNCIA DE DISSEMINAÇÃO DE MOLICUTES DO MILHO A LONGAS

DISTÂNCIAS PELO VETOR Dalbulus maidis (DeLONG & WOLCOTT) 

(HEMIPTERA: CICADELLIDAE) 

RESUMO - Dalbu/us maidis é 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 patógenos no Brasil, supõe­

se que os mesmos possam se utilizar do vetor para sua sobrevivência e disseminação a 

longas distâncias na entressafra do milho. Para investigar esta hipótese avaliou-se a 

infectividade natural de imigrantes de D. maidis em plantios de primavera na região de 

Anastácio/MS, onde não se cultiva o milho na entressafra (outono/inverno), em duas 

situações distintas: a) áreas onde o milho é plantado anualmente a partir de outubro, e b) 

áreas onde o milho não era cultivado há vários anos. A avaliação foi realizada em cinco 

áreas distintas nas safras 1997 /98 e 1998/99. Após a emergência do milho foram 

coletadas cigarrinhas vivas para análise da infectividade por S. kunkelii e fitoplasma, 

através de bioensaios de transmissão. Essas foram confinadas em plântulas sadias de 

milho, para um período de acesso à inoculação de 4 dias. Posteriormente, as plantas 

foram avaliadas quanto a sintomas diagnósticos de S. kunkelii e por PCR para detecção 

de fitoplasma. Detectou-se S. kunkelii e fitoplasma em 1,6 a 19,7% e 1,1 a 3,6% dos 

indivíduos coletados, respectivamente. O aparecimento de adultos infectivos logo após a 

germinação da cultura, inclusive nas áreas onde o milho não era cultivado há vários 

anos, sugere que os molicutes foram transportados na entressafra por indivíduos 

migratórios de D. maidis. 
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PALAVRAS-CHAVE: enfezamento pálido, enfezamento vermelho, cigarrinha-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 com 

stunting diseases, Spiroplasma kunkelii Whitcomb et al. and maize bushy stunt 

phytoplasma. Because altemative host plants are unknown in Brazil, these mollicutes 

possibly depend on the leafhopper vector for survival and spread during the com 

overseason. To investigate this hypothesis, the natural infectívity of D. maidis 

immigrants was evaluated in spring plantings of 1997 and 1998 in the region of 

Anastácio/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 severa! years. After the crop emergency, live 

leafhoppers were collected from the plants and tested for infectivity by S. kunkelii and 

phytoplasma, through transmission bioassays. ln 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 individuais, 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 individuais of D. maidis. 

KEY WORDS: com stunt spiroplasma, ma12e bushy stunt phytoplasma, com 

leafhopper, overseasoning ecology. 
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6.1. INTRODUÇÃO 

A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott), única espécie 

do gênero Dalbulus DeLong relatada em milho (Zea mays L.) no Brasil (Oliveira, 1996), 

é considerada uma das pragas mais importantes e amplamente distribuídas em milho na 

América Latina. Embora possa causar danos diretos pela intensa sucção de seiva 

(Bushing & Burton, 1974; Waquil, 1997), seu status de praga se deve à capacidade de 

transmitir, de forma persistente e propagativa, o vírus da risca do milho ("maize rayado 

fino virus"-MRFV) e os molicutes associados ao enfezamento do milho, Spiroplasma 

kunkelii Whitcomb et al. ("com stunt spiroplasma"-CSS) e fitoplasma ("maize bushy 

stunt phytoplasma"-MBSP) (Nault 1980; 1990). 

O enfezamento pálido foi primeiramente relatado na década de 40 no estado 

americano do Texas (Alstatt, 1945), no entanto, o agente causal só foi identificado na 

década de 70 como sendo S. kunkelli, um procarionte habitante do floema (Davis et ai., 

1972). O enfezamento vermelho, doença 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 regiões, as perdas ocasionadas pela incidência de doenças 

transmitidas por D. maidis podem ser esporádicas. Entretanto, os danos podem ser 

bastante severos em áreas cultivadas com variedades suscetíveis e, em especial, onde o 

milho é cultivado durante todo o ano, principalmente se as plantas forem infectadas 

ainda no estágio de plântulas. Desde de o sul dos EUA e em toda América Latina, em 

países como México, El Salvador, Nicarágua e Peru, são registradas relevantes quebras 

de produção que, em alguns casos, podem chegar a 100% (Gámez & León, 1985; Nault, 

1990; Nault et al., 1981). 

No Brasil, as doenças do milho associadas a vírus e molicutes disseminadas 

por D. maidis eram consideradas de pouca importância (Kitajima & Nazareno, 1985; 

Kitajima et al., 1984). Nos últimos anos, entretanto, a incidência dos enfezamentos do 

milho aumentou consideravelmente na região Centro-Sul, especialmente em plantios 
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tardios (Fernandes & Balmer, 1990; Silva et ai., 1991 ), havendo relatos de incidências 

elevadas dos enfezamentos e de MRFV, com perdas expressivas de produção, 

principalmente nos Estados de São Paulo, Minas Gerais, Goiás e Paraná (Folegatti et al., 

1997; Oliveira et al., 1998; Waquil et al., 1996). 

Estudos da atividade de vôo e comportamento de fuga de D. maidis têm 

indicado um alto potencial de migração e dispersão para esta espécie (Heady & Nault, 

1985; Taylor et al., 1993), podendo a mesma se deslocar por longas distâncias, como 

sugere o surto de CSS na Flórida em 1979, provavelmente resultado da migração de 

cigarrinhas vindas de ilhas do Caribe (Brad:fute et al., 1981 ). A capacidade de migração 

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 são também os únicos hospedeiros naturais relatados 

para S. kunkelii e MBSP (Nault, 1980). Assim, postula-se que esses molicutes 

sobrevivam no vetor em áreas e épocas em que o milho não é cultivado, podendo ser 

disseminados a longas distâncias nessas circunstâncias. 

Para investigar a hipótese de sobrevivência dos molicutes (S. kunkelii e 

:fitoplasma do milho) em D. maidis durante a entressafra do milho, avaliou-se a 

infectividade natural de indivíduos imigrantes dessa espécie de cigarrinha em plantios de 

primavera em região onde se cultiva pouco milho, com predominância de pastagens e 

entressafra prolongada (6-7 meses). 

6.2. MATERIAL E MÉTODOS 

6.2.1. Características das áreas experimentais e coleta de cigarrinhas 

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

Anastácio/MS, onde não se cultiva o milho no outono/inverno, em duas situações 
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distintas: a) áreas I e II: pequenas propriedades (�20 ha) de subsistência, onde o milho 

era plantado anualmente a partir de outubro, após a colheita do feijão; e b) áreas III, IV e 

V: propriedades (�70 ha) cobertas por pastagens perenes, onde o milho não era cultivado 

há pelo menos 5 anos. As áreas de pastagens (II, IV e V) eram distantes pelo menos 20 

km das áreas com plantio anual de milho (I e II). O município em estudo localiza-se na 

região oeste do Estado do Mato Grosso do Sul, cuja principal atividade agrícola é a 

pecuária e fruticultura, estando afastado de grandes áreas produtoras de milho por urna 

distância superior a 50 km (Figura 34). 

Nos meses de novembro e dezembro de cada safra, o solo foi preparado e 

adubado (NPK 4:14:8), plantando-se em todas as áreas a variedade de milho BR-106 em 

talhões de aproximadamente 2000 m2, com exceção da área V, que só foi avaliada na 

safra 1998/99. 

Utilizando-se aspirador bucal, foram coletadas amostras de mais de 50 adultos 

de D. maidis diretamente das plantas de milho, em cada uma das áreas, logo após a 

emergência da cultura(< 30 dias), no meio (60-90 dias) e no final da safra(> 90 dias). 

Os espécimes foram colocados em caixas plásticas contendo uma camada de gesso 

umedecida no fundo e pedaços de folhas de milho. Este procedimento permitiu o 

transporte de espécimes vivos até o laboratório em Piracicaba/SP, onde procedeu-se a 

análise de infectividade natural pelos molicutes através de bioensaios de transmissão. 

6.2.2. Bioensaios de transmissão 

Os insetos coletados foram confinados  sobre plantas-teste em gaiolas teladas 

(D'Arcy & Nault, 1982), em grupos de 4-7 indivíduos por planta, durante um período de 

acesso à inoculação (PAI) de 4 dias. Como plantas-teste foram usadas plântulas sadias 

de milho hfürido XL 330, no estádio de 3-4 folhas, obtidas em potes plásticos de l O cm 

de diâmetro. Após o PAI, as plantas-teste foram transplantadas individualmente para 

potes plásticos maiores (22 cm de diâmetro), sendo mantidas em casa de vegetação livre 
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Figura 34. Localização do município de Anastácio/MS e das cinco áreas experimentais e 

distância aproximada entre as mesmas. 

de cigarrinhas para desenvolvimento de sintomas. Grupos de três a cinco plantas-teste 

não inoculadas foram usadas como controle negativo em cada bioensaio de transmissão. 

As plantas foram pulverizadas com inseticida (mevinfós, 2,5 mI/1 de calda) para se 

eliminar ninfas de D. maidis que eventualmente eclodissem, sendo fertilizadas 

periodicamente com nitrocálcío. Semanalmente as plantas-teste foram avaliadas quanto 

à presença de sintomas diagnósticos de S. kunkelii (estrias cloróticas no limbo foliar) 

(Nault, 1980). Testes preliminares indicaram que a infecção por S. kunkelii induz estrias 

cloróticas no híbrido XL 330 em casa de vegetação (dados não publicados). A presença 

do espíroplasma em plantas com estrias cloróticas foi confirmada pelo teste PT A-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 infecções por fitoplasma, amostras de folhas das plantas-teste 

com sintomas de enfezamento ou descoloração de folhas (com ou sem estrias cloróticas) 

foram coletadas após 50-60 dias do PAI, e submetidas ao teste de PCR (Polimerase 

Chain Reaction). A extração e amplificação de DNA das amostras foram conduzidas 

conforme descrito por Lee et ai. (1995), utilizando-se os primers R16F2N (5'-ACG ACT 

GCT AAG ACT GG-3') e Rl6R2 (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 fórmula proposta por Swallow (1985), I = 1-(1-p) 11\ sendo p a proporção de 

plantas infectadas no bioensaio de transmissão e k o número de cigarrinhas confinadas 

por planta-teste. 

6.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Adultos de D. maidis foram observados e coletados em milho em todos os 

talhões experimentais, inclusive nas áreas (III, IV e V) onde não se cultivava milho. 

Foram realizados 11 bioensaios de transmissão com um total de 797 cigarrinhas 

coletadas e 158 plantas-teste avaliadas (Tabela 8). Estrias cloróticas diagnósticas de S. 

kunkelii (Nault, 1980) puderam ser observadas em 97 ,5% de um total de 40 plantas com 

sintomas de enfezamento nos bioensaios de transmissão, aos 50-60 dias após o PAI. A 

análise por PCR de todas as plantas sintomáticas ( enfezamentos pálido ou vermelho), 

revelou que apenas 12,5% (n=5) estavam infectadas com fitoplasma, sendo que 10% 

(n=4) apresentaram infecção 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 região de Anastácío/MS, em 

diferentes áreas e fases da cultura do milho, na safra 1997 /98 e 1998/99. 

Fase da Número de Proporção de plantas-teste Porcentagem de 

Área cultura cigarrinhas infectadas no bioensaio cigarrinhas infectivasd 

(dias após avaliadasc 
S. kunkelii fitoplasma S. kunkelii fitoplasma

germinação) 

Iª >90 54 7/14 0/14 16,4 o 

O\ ua 60-90 65 1/16 0/16 1,6 o 

O\ 

IllbO\ <30 72 4/14 0/14 6,3 o 
-

� IV
b <30 l 10 2/15 0/15 1,9 o 

IV
b >90 90 0/18 0/18 o o 

Iª <30 106 3/21 2/21 3,0 2,0 

O\ Iª >90 50 0/10 0/10 o o 
O\ 

ua 60-90 50 4/10 0/10 9,7 o 
O\ 

IV
b <30 60 8/12 2/12 19,7 3,6 

IV
b 60-90 50 4/10 0/10 9,7 o til 

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

ª Areas onde o milho é plantado anualmente na primavera; 
b Áreas de pastagens perenes onde não se cultivava milho há pelo menos 5 anos; 
e Espécimes foram avaliados em grupos de 4-7 por planta-teste, dependendo do bioensaio; 
d Estimativa da% de espécimes infectivos baseando-se na fórmula de Swallow (1985), 
I = 1-( 1-p) 11\ sendo p a proporção de plantas infectadas no bioensaio de transmissão e k
o número de cigarrinhas confinadas por planta-teste.

A porcentagem de cigarrinhas infectivas (S. kunkelii e/ou fitoplasma) nas 

diferentes áreas 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%, 

não 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 freqüências de 
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espécimes positivos para S. kunkelii foram maiores do que para fitoplasma em todas as 

áreas. 

As cigarrinhas imigrantes, coletadas logo após a germinação 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 áreas de pastagens perenes (III, IV e 

V), onde o milho não havia sido cultivado há pelo menos 5 anos. A área 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 área o milho passou a ser plantado de 

forma escalonada a partir de 1997/98, aumentando, assim, a quantidade de inóculo. 

Estudos conduzidos nas Américas do Norte e Central têm indicado que tanto D.

maidis como os molicutes, S. kunkelii e fitoplasma, apresentam uma gama restrita de 

plantas hospedeiras naturais para reprodução, constituída basicamente de milho e 

teosintos (Barnes, 1954; Larsen et al., 1992; Nault, 1980), embora já tenha sido relatada 

a criação de D. maidis em Tripsacum dactyloides (L.) (Pitre et al., 1966), bem como a 

transmissão experimental de S. kunkelii para algumas dicotiledôneas (Markham et al., 

1977). Assim, pouco se sabe a respeito de como D. maidis e esses molicutes sobrevivem 

na entressafra do milho, em regiões onde teosintos não ocorrem ou são raros. Esta 

cigarrinha que é abundante durante a cultura do milho, desaparece dos campos após sua 

seca. Nault (1990) e Larsen et al. (1992) sugerem como possíveis estratégias para esta 

espécie no México, a sobrevivência em plantios de milho irrigado ou em hábitats 

adjacentes aos campos de milho, ou a hibernação de adultos nos restos culturais ou 

vegetação próxima de plantios. Alternativamente, a migração e dispersão parecem ser 

estratégias importantes para a sobrevivência de insetos que utilizam hospedeiros de ciclo 

curto como o milho. Em países como o México e Guatemala, adultos de D. maidis 

podem ser encontrados em todas as espécies de teosintos amostradas, inclusive em 

plantas perenes do gênero Tripsacum L. (Nault & DeLong, 1980). No entanto, somente 

depois que os campos de milho maturam e suas folhas secam é que as cigarrinhas 

procuram as folhas verdes de Tripsacum spp. (Nault, 1990). No Brasil, as condições para 

sobrevivência da cigarrinha-do-milho na entressafra parecem ser mais drásticas, pelo 



132 

menos com relação a hospedeiros alternativos, pois plantas como teosintos e Tripsacum 

são muito pouco comuns. Assim, na ausência de outras plantas hospedeiras, D. maidis 

estaria em completa dependência de seu hospedeiro primário, o milho, podendo utilizar 

a migração ou dispersão para a localização de novos cultivos ao final de cada safra. 

A região de Anastácio/MS tem como característica a presença de um extenso 

contínuo de pastagens perenes com cultivo do milho apenas em pequenas áreas de 

subsistência, sendo que áreas de cultivo intensivo de milho estão distantes mais de 50 

km, e a entressafra estende-se por cerca de 6-7 meses. Especulamos, portanto, que as 

cigarrinhas que primeiro chegam às áreas de pastagens perenes, advém, por meio de 

migração, de locais distantes. Esta hipótese vem sendo sustentada por estudos 

populacionais e genéticos de D. maidis conduzidos nesta mesma região (Capítulos 1 e 

2). Por exemplo, nenhum espécime de D. maidis foi coletado nas áreas de pastagens 

perenes (III, IV e V) em vegetação adjacente aos talhões experimentais, especialmente 

gramíneas, com uso de rede de varredura, antes do plantio do milho. Esta hipótese de 

migração é congruente com estudos realizados por Taylor et al (1993) que, avaliando a 

atividade de vôo de D. maidis em diferentes temperaturas de criação, luminosidade e 

condição de planta hospedeira, sugeriram um possível comportamento migratório para 

esta espécie. Estudos de comportamento de fuga de D. maidis em laboratório 

demonstraram a sua pronta aptidão para o vôo (Heady & Nault, 1985), que é 

particularmente importante para espécies que utilizam hospedeiros sazonais, onde 

pequenos vôos poderiam levá-los para culturas próximas (Nault, 1990). 

A coleta de cigarrinhas infectadas com S. kunkelii e fitoplasma nas áreas de 

pastagens perenes (III, IV e V), logo após a germinação do milho, sugere que os 

molicutes foram transportados na entressafra por espécimes migratórios de D. maidis, 

possivelmente oriundos de áreas distantes. Os dados também reforçam a hipótese de que 

S. kunkelii pode sobreviver no vetor na ausência da planta hospedeira, durante períodos

de entressafra (Ebbert & Nault, 1994). 

A relação entre D. maidis e os molicutes, S. kunkelii e fitoplasma, é do tipo 

persistente e propagativa, ou seja urna vez tendo adquirido o patógeno este multiplica-se 

no vetor, permanecendo este último infectivo durante toda a vida (Nault, 1997). Neste 
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tipo de relação, os vetores, e não as plantas, parecem estar mais bem adaptados como 

hospedeiros para estes patógenos, sendo raros os casos em que patógenos propagativos 

causam efeitos adversos em seus vetores (Nault, 1997). Uma longa associação entre um 

vetor e um patógeno de planta geralmente evolui para compatibilidade, onde o patógeno 

é pouco ou não patogênico ao vetor (Madden & Nault, 1983). Observou-se neste estudo 

que em praticamente todas as áreas e épocas avaliadas infecções por S. kunkelii em D. 

maidis foram maiores que por fito plasma. Madden et al. ( 1984) mostraram que S. 

kunkelii não é patogênico à cigarrinha-do-milho, não afetando a longevidade ou 

fecundidade de adultos em temperaturas entre 20 e 29ºC, enquanto que o MBSP afetou 

significativamente estes parâmetros biológicos do vetor. Além disso, Ebbert & Nault 

(1994) observaram que infecções por S. kunkelii propiciam alguns beneficies a D.

maidis, como por exemplo, o aumento da sobrevivência, principalmente de remeas, em 

temperaturas entre 1 O e 20ºC, que chegou a ser de 2,2 vezes, comparando-se com 

espécimes sadios. Isto pode ser particularmente importante na estratégia de 

sobrevivência dessa cigarrinha e do espiroplasma, na entressafra do milho. Portanto, a 

maior :freqüência de espécimes de D. maidis infectados por S. kunkelli do que por 

fitoplasma nas áreas estudadas pode estar associada à relação de mútuo beneficio 

existente entre o espiroplasma e o vetor. 

Os resultados deste estudo são relevantes para se delinear estratégias de 

manejo visando minimizar os prejuízos 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 inóculo, mesmo após um período de 

pousio de vários meses. Para melhor compreender os mecanismos de sobrevivência e 

disseminação dos molicutes na entressafra do milho, são necessários estudos mais 

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



7. CONCLUSÕES

• Dalbulus rnaidis (DeLong & Wolcott) coloniza o milho logo após sua

germinação na região de Anastácio/MS, mesmo em áreas onde esse cereal não é 

plantado há muitos anos. 

• Adultos da cigarrinha-do-milho são capturados por cartões adesivos

amarelos em áreas com o solo preparado para o plantio, antes mesmo da germinação da 

cultura. 

• Picos de captura de D. rnaidis ocorrem também durante a entressafra do

milho, simultaneamente em áreas isoladas, sendo maiores em locais de solo descoberto 

por aração e/ou gradagem. 

• Em áreas onde o milho é plantado estacionalmente, a proporção de remeas é

maior entre os indivíduos coletados nos picos de entressafra ou no início e final da 

cultura, do que no meio da safra do milho. 

• Adultos da cigarrinha-do-milho são capturados em vôo em alturas superiores

a 13 m. 

• Rebrotas de milho favorecem a manutenção de populações da cigarrinha-do­

milho na entressafra. 
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• A técnica de RAPD-PCR é uma ferramenta útil para análise da estrutura

genética de populações de D. maidis. 

• Populações de D. maidis coletadas em Anastácio/MS em diferentes áreas em

uma mesma safra são geneticamente semelhantes. 

• A população de D. maidis coletada em Mossoró/RN é geneticamente isolada

das populações coletadas na região Centro-Sul do Brasil. 

• Dos métodos testados para a conservação do DNA de D. maidis para uso em

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

• Os métodos álcool etílico absoluto e 70% (-20ºC) e tampão de extração

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

• Os métodos álcool etílico absoluto e 70% (temperatura ambiente) e secagem

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

• Uma porcentagem significativa de imigrantes de D. maidis que colonizam

plantios de milho em Anastácio/MS encontra-se com Spiroplasma kunkelii Whitcomb et 

al. ou fitoplasma do milho, sendo mais freqüentes as infecções pelo primeiro patógeno. 
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Apêndice 1. Visão geral de uma das áreas experimentais em Anastácio/MS ( área IV), 
após o cultivo do milho, mostrando o vergalhão contendo cartões adesivos 
amarelos dupla face nas alturas de 0,5, 1,5 e 2,5 m. 
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Apêndice 2. Adulto da cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong e Wolcott, 1923) 
(Hemiptera: Cicadellidae). 
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Apêndice 3. Matriz binária obtida a partir da leitura de fotografias de géis de agarose 
1,4%, contendo produtos de amplificação via RAPD-PCR do DNA da 
cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, coletadas em quatro áreas 
experimentais localizadas em Anastácío!M:S nas safras 1997/1998. Áreas I 
e II - plantio do milho em única safra anual há pelo menos 5 anos; áreas m,

IV - áreas de pastagem sem plantio de milho há mais de 5 anos. As letras 
ao lado da identificação das áreas indicam A - cigarrinhas coletadas no 
ínicio da safra do milho e B- coleta no meio ou final da safra. 
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Apêndice 4. Matriz binária obtida a partir da leitura de fotografias de géis de agarose 
1,4%, contendo produtos de amplificação via RAPD-PCR do DNA da 
cigarrinha-do-milho, Dalbulus maídis, coletadas em quatro áreas 
experimentais localizadas em Anastácio/MS nas safras 1998/1999. Áreas I 
e II - plantio do milho em única safra anual há pelo menos 5 anos; áreas IV 
e V - áreas de pastagem sem plantio de milho há mais de 5 anos. As letras 
ao lado da identificação das áreas indicam A - coleta no ínicio da safra do 
milho e B- coleta no meio ou final da safra. 
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Apêndice 5. Matriz binária obtida a partir da leitura de fotografias de géis de agarose 
1,4%, contendo produtos de amplificação via RAPD-PCR do DNA da 

municípios 
(BJS), 

cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, coletadas em cmco 
brasileiros: Chapecó/SC (CHA), Bom Jardim da Serra/SC 
Anastácio/MS (ANA), Piracicaba/SP (PIR) e Mossoró/RN (MOS). 




