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RESUMO

A variabilidade quanto ao padrédo de coloracdo da asa é uma caracteristica de
Mahanarva spectabilis (Distant, 1909), importante praga em forrageiras. O
objetivo deste trabalho foi avaliar se h& diferencas de fertilidade e
predominancia dos padrdes alares obtidos de cruzamento de M. spectabilis,
bem como diferencas moleculares entre os padrdes alares. Espécimes de M.
spectabilis foram separados conforme o padrao alar ((AN) amarelo-palha com
manchas negras, (VN) avermelhado com manchas negras, (V) totalmente
avermelhada, (N) totalmente negra) e separados para reproducéo, tendo a
prole avaliada quanto ao padréo alar. A fertilidade, medida em nimero de ovos,
e 0s padrdes obtidos na geracdo F1 foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de meédia Scott-Knott (P< 0,05). No teste de
variabilidade genética, adultos das trés espécies tiveram o DNA extraido com
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) e testados com marcadores
moleculares. A presenca ou auséncia de bandas gerou uma tabela binaria
utiizada nos diversos tipos de analises (diversidade (indice Jaccard),
componentes principais (PCA), variancia molecular (AMOVA) e média
aritmética de grupos de pares nao ponderados (UPGMA)). Constatou-se que 0
namero de ovos diminuiu significativamente quando o cruzamento envolveu um
macho do padrdao AN e que o fendtipo dos parentais foi determinante na
fertilidade e no padréo da descendéncia. Os marcadores moleculares utilizados
geraram marcas exclusivas que separou M. spectabilis das espécies utilizadas
como padrOes externos (Mahanarva fimbriolata, Mahanarva tristis), mas né&o
com relacdo aos diferentes padrdes alares de M. spectabilis. Diferencas entre

as individuos separados geograficamente foram perceptiveis.

Palavras-Chave : cigarrinha-das-pastagens. Variabilidade fenotipica.

Variabilidade genética. Entomologia agricola.



ABSTRAT

The variability in the pattern of wing coloring is a characteristic of Mahanarva
spectabilis (Distant, 1909), an important pest in forages. The objective of this
study was to evaluate if there is fertility differences and dominance of alar
patterns obtained from crossing M. spectabilis and molecular differences
between the wing standards. Specimens M. spectabilis were separated
according to the standard wing ((AN) straw yellow to black spots (RCV) to
reddish black spots, (V) fully red, (C) totally black) and separated for
reproduction having the offspring evaluated for standard wing. The fertility,
measured in number of eggs, and the patterns obtained in the F1 generation
were subjected to analysis of variance (ANOVA) test followed average Scott-
Knott (P <0.05). In the genetic variability test, adults of all three species had
DNA extracted with cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and tested with
molecular markers. The presence or absence of bands generated binary table
used in various types of analyzes (diversity (Jaccard Index), principal
components (PCA), molecular variance (AMOVA) and non-weighted arithmetic
average of peer groups (UPGMA)). It was found that the number of eggs
decreased significantly when the crossing involved a standard male AN and that
the phenotype of the parent was instrumental in fertility and the seed pattern.
The molecular primers produced exclusive brands that separated M. spectabilis
species used as external standards (Mahanarva fimbriolata, Mahanarva tristis),
but not with respect to different standards of wings of M. spectabilis. Differences

between geographically separated individuals were noticeable.

Keywords: leafhopper-of-pastures. Phenotypic variability. Genetic variability.

Agricultural entomology.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Diferentes padrdes de coloragdo em tégminas de Mahanarva
spectabilis. AN - amarelo com mancha negra; VN - avermelhado com mancha
negra; V - totalmente avermelhado; N- totalmente negra..........ccccoeeveeeeieeeenenee. 40

Figura 2 Descendéncia obtida em todos os cruzamentos de M. spectabilis, com
a geracao parental representada pelas duas letras abaixo de cada conjunto de
colunas, onde: AN=Amarelo palha com manchas negra; VN=Avermelhado com
manchas negras; V=Totalmente avermelhada e N= Totalmente negras. Lateral
direita: A: machos e fémeas de mesmo padrao alar; B: individuos de padréo
alar AN com demais padrbes; C: individuos VN com demais padrdes e D:
individuos N demais padrdes alares. Médias seguidas de mesma letra entre os
cruzamento ndo diferem significativamente pelo teste de Scott Knott
G0N0 1) JE TSP 41

Figura 3 Porcentagem de cada padrdo alar em todos os tratamentos, onde
AN=Amarelo palha com manchas negras; VN=Avermelhado com manchas
negras; V=Totalmente avermelhada e N= Totalmente negras. Lateral direita: A:
AN; B: V; C: VN e D: N. Médias seguidas de mesma letra entre os cruzamento
nao diferem significativamente pelo teste de Scott Knott (P<0,05). ................. 42

Figura 4 Grafico em trés eixos ilustrando a distribuicdo espacial das amostras,
cada ponto representando um espécime avaliado..........cccceeeeevvviviiiiiiiiiieeeeen, 57

Figura 5 Distancias genéticas entre os diferentes espécies de cigarrinhas e
diferentes padrdes (de diferentes localidades) de M. spectabilis, onde
AN=Amarelo palha com manchas negras; VN=Avermelhado com manchas
negras; V=Totalmente avermelhada e N= Totalmente negras......................... 58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Tipos de cruzamento em cada tratamento, numero de casais
(repeticbes) formados, total de ovos no estadio S4 e total de adultos obtidos
(F1) para descricdo dos padroes alares advindos com os diferentes
cruzamentos de Mahanarva spectabilis, onde AN=Amarelo palha com manchas
negras; VN=Avermelhado com manchas negras; V=Totalmente avermelhada e
N= TOtalMENTE NEGIAS. . ... i 43

Tabela 2 Fertilidade em M. spectabilis (nUumero de ovos/fémeas) em funcao do
padrao alar do macho ou da fémea e teste de contraste fixando cada padréo
alar e variando o sexo, onde AN=Amarelo palha com manchas negras;
VN=Avermelhado com manchas negras; V=Totalmente avermelhada e
N=TOtalMENTE NEGIAS. .. ...uiiiii it erra s 44

Tabela 3 Marcas exclusivas encontrados nas trés espécies de cigarrinhas
estudadas (M. spectabilis, M. fimbriolata € M. triStiS)... ........ccoeeeeiiiiiiiieviiiinnn. .59



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ..ottt tsee s ess st senes st sese st ssns s ssssens s, 12
1.2 REFERENCIAL TEORICO ... eeeeeeeneaenenns 13
1.3 O0BIETIVO GERAL ...ttt sttt sbe e s saba s s saae s s bna e 19
1.4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... eaenenns 20
2 CRUZAMENTO DE Mahanarva spectabilis (DISTANT 1909) DE
DIFERENTES PADROES ALARES ... eaenenns 24
2.1 RESUMO ...ttt sttt s s s be e s e e s st e e s sabe e s sabee s sabeesananas 24
PalaVvrasS-ChaVe........ooo i s bre e s eabre e e 24
A AN = I 2N 25
2.3 INTRODUGAO. ...ttt teneses st ssess st en e ss st ns s s st saneneesnens 26
2.4 MATERIAL E METODOS ...ttt ettt et eeeeseeeee s nenae e seeeeenennens 27
2.4.1 Obtencéo de plantas € INSELOS .......ccccvveeveereecieeeere e s 27
A = 1[0 1= 1ST= 110 27
2.4.3 ANALISE EStAtiSHICA ...c.eveiiieeie it 29
2.5 RESULTADOS ...ttt et e e s s e e s st e e s sate e s s abeessnanas 29
2.6 DISCUSSAOD ..ottt ese st rses st ssess st en st st s st sanenessnens 31
2.7 CONCLUSAOQ ..ottt tessas st s s ss sttt st s st sanasessnens 35
2.8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeaeees 36
3 VARIACAO INTERESPECIFICA ANALISADA COM MARCADORES
MOLECULARES EM Mahanarva spectabilis (Distant, 1909).......ccc.cccccvveevvennene. 45
G = 4 1 U1V [ R 45
PalavraS-ChaVe.........cooouiiiiieiee ettt sbre e s s earree e 45
T AN = N 1 72N ISR 46
3.2 INTRODUGAO. ...ttt ese st tenses st essss st en st sns s st sanenessanens 47
3.3 MATERIAL E METODOS ....ocoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteteeeeeses e e eneseseseeanesanenesenananananens 48
3.4 RESULTADOS ...ttt st s s be s s ba e s s e e s st e e s st e e s st e e s anaeas 49
3.5 DISCUSSAD ...ttt sttt s st en st n st s st sanenesseneens 50
3.6 CONCLUSAOD ...ttt sttt s st na e s st sananessnens 53

3.7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oooeeeeeeeeeeeeeteeeseeese e aes e, 54



1. INTRODUCAO GERAL

A criacéo de gado leiteiro e de corte contribui com parcela substancial da
riqueza econ6mica nacional (JANK et al., 2011), um setor que esta diretamente
a qualidade da forrageira oferecida ao gado (SOUSA SOBRINHO et al., 2011),
sendo as gramineas do género Brachiaria e Pennisetum largamente usadas
em todo territorio brasileiro (Auad et al., 2010). Esses géneros de gramineas
foram introduzidos no Brasil a partir da década 1960 (WENZ et al., 2003; RAO
et al., 2006; SOUSA SOBRINHO et al., 2010), e desde entédo tem sofrido com o
ataque de varios insetos, sendo que aqueles conhecidos como cigarrinhas-das-
pastagens estdo entre os mais agressivos. O género Mahanarva tem causado
severos danos, ameagando a cadeia produtiva de carne e leite por
ocasionarem o comprometimento da forrageira (GARCIA et al., 2006).

Ha algumas décadas ja era observado que varias espécies de
cercopideos apresentavam ampla variabilidade com relagdo a coloracdo das
tégminas (SA, 1981). Auad et al., (2010) perceberam essa variabilidade em M.
spectabilis, e descreveram quatro padrdes alares: amarelo-palha com manchas
negras longitudinais (AN), avermelhado com manchas negras longitudinais
(VN), totalmente avermelhadas (V) e totalmente negras (N).

Borges et al., (2011) e Madallena et al., (2012); em estudos preliminares,
fizeram cruzamentos entre esses diferentes padrbes alares de M. spectabilis,
porém o numero de individuos foi insuficiente para um resultado mais
consistente. A variabilidade quanto ao padrdo de coloracdo da asa € uma
importante caracteristica em M. spectabilis, e segundo Kischlat (2005), a
selecdo natural age sobre o fendtipo, fazendo com que individuos menos
adaptados se tornem vulneraveis e sejam eliminados, evidenciando assim a
importancia de se realizar mais estudos para compreender melhor essa
variabilidade.

Vérios pesquisadores atribuem causas genéticas a essa caracteristica
(HUTCHINSON, 1963; FARISH, 1973; HALKKA, LALLUKA, 1969 apud S4,
1981), uma hipétese que, se confirmada, permitira uma identificacdo livre de
fatores ambientais (FERREIRA, GRATTAPAGLIA, 1995; FALEIRO, 2007).

Estudar essas variedades pode ser importante ndo somente para a area de
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taxonomia, mas também para analise de fatores bioecoldgicos, aspectos da
distribuicdo geogréfica e, levando-se em consideracdo de que se trata de
insetos causadores de prejuizos, em avaliacbes de impacto econdmico
(MORAES et al.,, 2006). Muitos autores inclusive apontam divergéncias
evolutivas em populagbes de insetos de interesse econdmico causadas por
mudancas antrépicas (COLLUZZI et al., 1979; LOMONACO; GERMANOS,
2001; GREEN, 1980; NOIREAU et al., 1999).

1.2 REFERENCIAL TEORICO

O Brasil € um pais com caracteristicas geograficas e climaticas
propicias a criacdo de gado leiteiro e de corte, que contribuem com parcela
substancial da riqueza nacional (JANK et al., 2011). No inicio do século XXI, o
cenario mundial se tornou bastante favoravel a exportagcdo de carnes
brasileiras devido a uma série de fatores: o combate a febre aftosa, o
desenvolvimento de um bom sistema de controle e a crise no abastecimento
mundial devido ao surgimento de doencas nos rebanhos europeus
(POLANQUINI et al., 2006).

A producdo de carne e leite esta diretamente ligada a qualidade da
forrageira fornecida como alimento ao gado, por sua vez escolhida de acordo
com o parametro de melhor custo/beneficio (SOUSA SOBRINHO et al., 2011).

Gramineas africanas (capim-gordura, colonido, guiné, entre outros)
chegaram ao Brasil ainda no século XIX, de modo involuntario, jA que serviam
de “cama” para 0s escravos nos havios negreiros. Em um primeiro momento
chegaram a ser importantes no desenvolvimento da pecuaria, pois elevaram a
capacidade de suporte e no ganho por animal, porém tais gramineas entravam
em processo de declinio apds algum tempo (COSTA et al., 2008).

O avanco da agricultura sobre areas de pastagens nos ultimos anos
pressionou a pecuaria para regides de solo cada vez mais pobres, 0 que gerou
perda da producdo (JUNIOR et al., 2007) e acarretou um processo ativo de
busca por espécies que se desenvolvessem melhor (COSTA et al., 2008).

Desde a década de 1960 (WENZ et al.,, 2003; RAO et al.,, 2006;
SOUSA SOBRINHO et al., 2010), forrageiras do género Brachiaria e
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Pennisetum tem se mostrado boas opc¢bes, sendo largamente usadas em todo
territorio brasileiro (AUAD et al., 2010).

O género Brachiaria, importado da Australia (PIZARRO et al., 1996) e
que se desenvolve bem em solos de baixa fertilidade (SOUZA et al., 2008), se
expandiu em territorio brasileiro nas décadas de 70 e 80, principalmente nas
regides de clima mais quente. Na década de 90 ja ocupava mais da metade de
toda area de pastagens do pais. Sua facil adaptacéo as diferentes formas de
solo e clima deu vantagens a esse género sobre outros (SOARES FILHO,
1994).

O capim-elefante (Pennisetum purpureum), por sua vez, € uma das
forrageiras mais utilizadas na alimentacdo do gado, com comprovada
superioridade para formacédo de capineiras, sendo excelente para o pastejo
rotativo (MARTINS et al., 1993). E uma graminea originada da Africa tropical,
mais especificamente do Zimbabwe, e foi introduzida no Brasil através de
Cuba, na década de 1920, disseminando-se pelo territério nacional
(RODRIGUES et al., 2001).

Estes géneros supracitados de forrageiras se tornaram populares na
alimentacdo do gado brasileiro (MARTINS et al., 1993), mas sofrem os danos
causados pela cigarrinha-das-pastagens (AUAD et al., 2007), ja que o aumento
anormal da incidéncia desse inseto esta ligado a monocultura (AZEVEDO,
2008).

Desde a década de 1980, quando programas governamentais
promoveram a intensificacdo da pecuaria, iniciou-se um processo de
melhoramento genético das forrageiras (COSTA et al., 2008), o que requer um
grande entendimento da relagéo planta/hospedeiro (CARDONA et al., 2004),
uma vez que a base para o desenvolvimento de um programa de manejo da
praga esta no conhecimento da biologia e dinamica populacional (SUJII, 1994).

As cigarrinhas atacam os pastos no inicio do verdo, quando as plantas
deveriam estar se recuperando da seca no inverno (AUAD et al., 2007),
reduzindo o crescimento, a produgdo de massa seca e qualidade de forragem,
0 que representa um problema significativo para o gado em toda América
Tropical (VALERIO; NAKANO, 1988; SOUZA et al., 2008). Os prejuizos s&o
significativos ndo apenas para o produtor, mas para a economia brasileira de
modo geral (AUAD et al., 2010).
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Na Africa, insetos da familia Cercopidae também tem causado danos
em milho, milheto, arroz, cana e sorgo, além das gramineas (AJAYI; OBOITE,
1999). Na Ameérica do Sul, estdo presentes mais de quatrocentas espécies
dessa familia (COSTESI; WEBB, 2004).

Cercopideos sao cigarrinhas saltadoras que variam de tamanho desde
alguns milimetros até 4 centimetros, sugadoras de seivas de diversos tipos de
plantas. Eles possuem uma ampla distribuicdo na regido neotropical, com
restricbes influenciadas por cada bioma, o que gera regides de endemismo
(GOLDANI; CARVALHO, 2003).

O género Mahanarva foi descrito por Distant (1909), que elegeu como
espécie-tipo Mahanarva indicata. A descricdo é sucinta — atendo-se a
coloracdo e poucas caracteristicas morfoldgicas - e baseia-se em uma fémea
gue estd indicada apenas como pertencente ao Brasil. Atualmente o género
abriga 29 espécies neotropicais, agrupadas em dois subgéneros, 15 delas
encontradas no Brasil (PALADINI; CARVALHO, 2007). Posteriormente, Fennah
(1968) dividiu o género em dois subgéneros que, segundo este autor, podem
ser diferenciados de acordo com a morfologia das tégminas.

Uma descricdo minuciosa dos caracteres morfoloégicos para
identificacdo da espécie pode ser encontrada em Paladini & Carvalho (2007).

No Brasil, as cigarrinhas ocorrem no periodo de outubro a maio, em
sincronismo com a estac¢ao das chuvas, apresentando trés picos populacionais.
Para sobreviver durante o periodo seco do ano, as espécies desenvolveram
uma forma de resisténcia durante a fase de ovo, a diapausa. Os ovos
diapausicos se caracterizam por ter um periodo de incubacdo variavel,
podendo alcancar cerca de 300 dias até o préximo periodo de chuvas
(PACHECO, 1981), sincronizando a ocorréncia dos insetos no campo com 0
ciclo de crescimento das suas plantas hospedeiras (SUJII et al., 1995). O
namero de ovos diapausicos colocados pelas fémeas se torna
progressivamente maior ao longo das geragfes, principalmente a partir do
segundo pico, atingindo valores proximos a 100% durante o terceiro pico, que
ocorre de margo a maio (SUJII, 1994; SOUZA et al., 2008).

N&o se observou qualquer comportamento de mudanca do local da
postura a medida em que a densidade de ovos diapausicos aumenta, mas uma

correlacao positiva foi encontrada quando se analisava a cobertura vegetal do
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solo, ja que estes insetos necessitam de umidade, principalmente na fase
juvenil (SUJII, 1994).

O desenvolvimento do inseto é paurometabolico, passando pelas fases
de ovo, ninfa e adulto. A reproducdo é sexuada. O acasalamento costuma
ocorrer cerca de 60 horas apds a emergéncia; 0os ovos sdo colocados de dois a
cinco dias ap0s a copula, sdo elipticos, de cor amarelo forte e medem cerca de
0,9 mm de comprimento por 0,3 de largura. A fémea oviposita diretamente no
solo e o periodo de incubacéo € de cerca de 30 dias, podendo variar muito de
acordo com o clima (SOUZA et al., 2008).

Em alguns insetos, caracteres como a longevidade e o numero de ovos
por posturas estéao relacionados ao tamanho da fémea. Este fator, por sua vez,
embora possa ter bases genéticas, esta muito influenciado por fatores
ambientais, como densidade populacional (BESERRA; FERNANDES;
RIBEIRO, 2009).

O ciclo total para Mahanarva sp. sobre B. decumbens foi de 64.97 dias,
sendo 17 dias para a fase de ovo, 44.18 dias para a fase ninfal (GASCA;
RAMIREZ, 1999) e de 10 a 15 dias para o individuo adulto (VALERIO, 2009).

Quanto a reproducdo, observou-se que as fémeas estavam aptas a
copula 38.6 horas apos a emergéncia e que a copula ocorria até trés vezes
durante a vida, com duracdo média de 3.19 horas cada (GASCA; RAMIREZ,
1999).

As ninfas passam por cinco instares e sdo muito ativas, assemelhando-
se aos adultos, exceto pelo fato de n&do possuirem asas nem Orgaos
reprodutivos (BATISTA et al., 2010; SOUZA et al., 2008). As ninfas de primeiro
instar sdo pequenas e esbranquicadas e ja nascem com comportamento ativo
de busca, dirigindo-se para a para a base da planta, onde comegcam a sugar a
seiva de raizes expostas ou mesmo do caule (SOUZA et al., 2008).

As folhas mortas que caem das plantas e formam a liteira ajudam a
promover um ambiente protegido do calor, mas as ninfas ainda produzem uma
espuma (BATISTA et al., 2011) que as envolve completamente e as protege da
dessecacdo, de predadores e de fungos patogénicos, além de criar um
microclima ideal ao seu desenvolvimento (BATISTA et al., 2010).

A espuma é produzida através do liquido secretado pelo anus e pelos

espiraculos; a quantidade é proporcional a seiva ingerida. Uma vez iniciada a
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succdo da seiva, uma substancia muscilagionsa é secretada nos sétimos e
oitavos segmentos abdominais (GUILBEAU, 1908). A seiva absorvida é
misturada a bolhas de ar criadas pela expansao e contracdo do abdome e a
outras secrecdes produzidas pelas glandulas de Batelli e tubos de Malpighi
(KATO, 1958; MARSHALL, 1965); substancias importantes para estabilizar a
espuma (VALERIO, 2009). A ninfa agita o abdome de um lado para o outro,
fazendo com que o muco seja revolvido e preenchido com ar, provavelmente
expelido pelo anus (BATISTA et al.,, 2010). Aquelas que ndo conseguem
encontrar um lugar adequado para sugarem o alimento acabam morrendo
(GARCIA et al., 2007).

A fase adulta é dirigida para a reproducdo, os machos vivem cerca de
10 dias e as fémeas 19 dias. Os adultos sugam seiva da parte aérea da planta
(SOUZA et al.,, 2008), constituindo o estagio que provoca maior injuria
(VALERIO, 2009).

O voo é curto e inabil (VALERIO, 2009). De 80 a 95% das cigarrinhas
movimentam-se por saltos baixos (até 1m de altura) e curtos, e mesmo assim
geralmente apenas quando sao perturbadas (MENEZES et al., 1983), fazendo
concluir que o principal padrdo de movimento seja por dispersdo, com uma
taxa reduzida de migracdo (SUJIl, GARCIA, FONTES, 2000). Porém, o
aparecimento subito de adultos em locais onde antes ndo foram observadas
muitas ninfas (FONTES et al., 1995), ou pelo contrario, reducdo brusca de
adultos em pastagens onde se observava um numero elevado deles
(NILAKHE; BUAINAIN, 1988), sugerem que o movimento migratorio ndo € téao
raro e podem influenciar na dindmica populacional. Estudos mostram que a
flutuacdo populacional, com extin¢cdo e recolonizacdo das areas (FONTES et
al., 1995) pode estar associada ao nivel de dano causado pelos insetos adultos
(VALERIO; NAKANO, 1987, 1988).

Os altos niveis populacionais, as ocorréncias generalizadas e a
severidade dos danos tem feito deste um dos maiores problemas na producéo
bovina do pais (AZEVEDO, 2008) (Os primeiros relatos datam de 1918
(GUAGLIUMI, 1968)).

Constatou-se que o ataque de espécies do género Mahanarva em
capim-elefante, dependendo do periodo do ano e densidade populacional,

pode até matar a forrageira (AUAD et al., 2007).

17



De acordo com Valério (1985), 25 adultos de cigarrinhas por metro
quadrado durante 10 dias, reduziram a producdo de matéria seca de Brachiaria
decumbens em 30%.

O sintoma mais comum € conhecido como “queima” das folhas, que
apresentam um aspecto amarelado, devido as substancias toxicas presentes
na saliva do inseto (PEREIRA, 2006). Os danos sao causados a nivel celular,
ja que os compostos presentes na saliva do inseto, usados para facilitar a
ingestdo, se espalham pela folha, causando destruicdo de cloroplastos,
entupimento de vasos e consequente morte tecidual (GUAGLIUMI, 1972/1973).
Os sintomas costumam aparecer horas depois do ataque (VALERIO, 1985),
geralmente visiveis por meio de um amarelamento e retorcimento da folha,
comecando a partir da ponta (VALERIO, NAKANO, 1988).

Estudos envolvendo Prosapia bicincta e P. plagiata revelaram que os
danos causados aparecem 24 horas depois da alimentag&o do inseto, na forma
de uma mancha amarelada que surge acima do local da alimentacéo
(VALERIO, 1985).

A penetracdo do estilete é feita de forma intracelular e a liberacdo das
secrecBes salivares € feita antes da succdo dos fluidos. As secrecbes se
difundem através dos tecidos, avancando através das paredes celulares,
destruindo a clorofila e levando a conhecida descoloracdo. Os feixes
vasculares carregam as secrec¢des rapidamente, fazendo com que os danos
aparecam primeiro nas células do parénquima que Ihes séo adjacentes, dai as
manchas em sentido longitudinal que se tornam visiveis num primeiro estagio
de dano (VALERIO, 1985).

A morte da porgéo apical da folha pode ser explicada pela interrupgéo
do transito da seiva, provocada pelas secrecées do inseto (VALERIO, 1985).

Em um periodo de 25 horas, machos e fémeas de Zulia entreriana
conseguem sugar 10 vezes seu peso corporal. Valério (1985) calculou que uma
populacdo dessa espécie com densidade de 30 individuos por metro quadrado
espalhados por uma area de 1 hectare forrageada com B. decumbens por um
periodo de 10 dias, seria capaz de drenar, no minimo, 470 kg de seiva. Tal
valor possibilitaria se transformar, mantidas as outras condicbes, em 20kg de

carne bovina, caso o pasto estivesse livre dos insetos.
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Embora os experimentos envolvendo a melhoria genética das
forrageiras seja a estratégia mais promissora para a diminuicdo dos danos
causados, outros mecanismos de combate incluem aplicacdo de fungos
entomopatogénicos (SOUZA et al.,, 2008; SUJII, 1994) e a introducdo de
inimigos naturais (SOUZA et al., 2008, KOLLER, 1988; VALERIO; OLIVEIRA,
2005).

1.3 OBJETIVO GERAL

Objetivou-se com esse trabalho avaliar se ha diferentes graus de
predominancia e fertilidade dos padrdes alares obtidos de cruzamento de M.
spectabilis com diferentes padrbes de coloracdo e se existem diferencas
genéticas significativas entre diferentes populagdes e diferentes padrdes alares

nessa espécie, discutindo possiveis causas para essa variagao.
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2 CRUZAMENTO DE Mahanarva spectabilis (DISTANT 1909) DE
DIFERENTES PADROES ALARES

2.1 RESUMO: A variabilidade quanto ao padrdo de coloracdo da asa € uma
caracteristica de Mahanarva spectabilis (Distant, 1909), importante praga em
forrageiras. Objetivou-se avaliar se ha diferencas de fertilidade e
predominancia dos padrdes alares obtidos de cruzamento de M. spectabilis
com diferentes padrbes de coloracéo. Ninfas e adultos virgens de M. spectabilis
foram coletados em Coronel Pacheco-MG, separados conforme o padréo alar
((AN) amarelo-palha com manchas negras, (VN) avermelhado com manchas
negras, (V) totalmente avermelhada, (N) totalmente negra), separados em
casais e mantidos em plantas de capim-elefante cobertas com sacos de voil.
Os ovos gerados foram acondicionados em camara de crescimento e
acompanhados até a ecloséo. As ninfas obtidas foram transferidas para plantas
de campim-elefante e acompanhadas até a fase adulta, quando os espécimes
foram categorizados quanto ao seu padrao alar. Utilizou-se o delineamento
inteiramente ao acaso, com 10 tratamentos. A fertilidade e padrbes alares
gerados dos cruzamentos dos individuos de diferentes padrdes alares foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de média Scott-
Knott (P< 0,05). Constatou-se que o0 numero de ovos diminuiu
significativamente quando o cruzamento envolveu um macho do padrdo AN.
Nos cruzamentos envolvendo os diferentes padrdes, constatou-se diferencas
significativas na predominancia da prole, ficando evidente que o fendtipo dos
parentais foi um fator determinante na fertilidade e no padrdo alar da

descendéncia.

Palavras-chave : Cigarrinha-das-pastagens.  Fertilidade. Efeito-paterno.

Variabilidade fenotipica. Entomologia agricola.
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2.2 ABSTRAT : The variability in the pattern of wing coloring is a characteristic
of Mahanarva spectabilis (Distant, 1909), an important pest in forages. The
objective was to evaluate whether fertility differences and dominance of wings
patterns obtained from crossing M. spectabilis with different color patterns.
Nymphs and adults of M. spectabilis virgins were collected in Coronel Pacheco,
MG, separated according to the standard wing ((AN) straw-yellow with black
spots, (VN) red with black spots, (V) completely reddish, (N) completely black),
separated couples and kept in elephant grass plants covered with cheesecloth
bags. The eggs generated were placed in a growth chamber and escorted to
the outbreak. The obtained nymphs were transferred to campim elephant plants
and followed up until adulthood when the specimens were categorized as to
their standard wing. The design was used completely randomized with 10
treatments. Fertility and wing patterns generated from crosses of the alar
patterns of different individuals were subjected to analysis of variance (ANOVA)
test followed average Scott-Knott (P <0.05). It was found that the number of
eggs decreased significantly when the crossing involved a standard male AN. In
crosses involving different standards, there was significant differences in the
prevalence of offspring, evidencing that the phenotype of parents was a factor

in fertility and wing pattern of descent.

Keywords: Cigarrinha-of-pastures. Fertility. Effect-father. Phenotypic variability.

Agricultural entomology.
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2.3 INTRODUCAO

O Brasil € um pais com caracteristicas geograficas e climaticas propicias
a criacdo de gado leiteiro e de corte, que contribuem com parcela substancial
da riqueza nacional (JANK et al.,, 2011). A producdo de carne e leite esti
diretamente ligada a qualidade da forrageira oferecida ao gado (SOUSA
SOBRINHO et al.,, 2011), sendo as gramineas do género Brachiaria e
Pennisetum largamente usadas em todo territério brasileiro (Auad et al., 2010).
Esses géneros de gramineas foram trazidos da Africa a partir da década 60
(WENZ et al., 2003; RAO et al., 2006; SOUSA SOBRINHO et al., 2010), e
desde entdo tem sofrido com o ataque de varios insetos, sendo que aqueles
conhecidos como cigarrinhas-das-pastagens estao entre os mais agressivas. O
género Mahanarva tem causado severos ataques em pastagens, ameagando a
cadeia produtiva de carne e leite por ocasionarem o comprometimento da
forrageira (GARCIA et al.,, 2006). As ninfas sugam constantemente a seiva,
causando o amarelecimento de toda a planta, enquanto o adulto se alimenta da
parte aérea, causando fitotoxicidade (SA, 1981).

Ha algumas décadas ja era observado que varias espécies de
cercopideos apresentavam ampla variabilidade com relagdo a coloracdo das
tégminas (SA, 1981). Segundo Townsend, Begon & Happer (2006), variacbes
fenotipicas podem ser resultados de diferencas no comportamento de corte,
nos sinais de atracdo ou de barreiras geograficas. Se uma populacéo
apresenta variag6es fenotipicas perceptiveis entre os individuos que a compde,
é provavel que forcas evolutivas estejam agindo.

Uma vez conhecida a relacéo entre variacdo morfolégica e adaptacédo ao
meio, tal variabilidade deve ser levada em consideragcao tanto em estudos de
taxonomia quanto em avaliagdes de impacto econdomico (MORAES et al.,
2006).

Auad et al., (2010) perceberam também ampla variabilidade quanto a
coloracdo das asas em M. spectabilis, e descreveram quatro padrdes alares:

amarelo-palha com manchas negras longitudinais (AN), avermelhado com
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manchas negras longitudinais (VN), totalmente avermelhadas (V) e totalmente
negras (N).

Borges et al., (2011) e Madallena et al., (2012); em estudos preliminares,
fizeram cruzamentos entre esses diferentes padrdes alares de M. spectabilis,
porém o numero de individuos foi insuficiente para um resultado mais
consistente. A variabilidade quanto ao padrdo de coloracdo da asa é uma
importante caracteristica em M. spectabilis, e segundo Kischlat (2005), a
selecdo natural age sobre o fenétipo, fazendo com que individuos menos
adaptados se tornem vulneraveis e sejam eliminados, evidenciando assim a
importancia de se realizar mais estudos para compreender melhor essa
variabilidade.

Dessa forma, objetivou-se com este trabalho avaliar se ha diferentes
graus de predominancia e fertilidade dos padrfes alares obtidos de cruzamento

de M. spectabilis com diferentes padrées de coloracao.

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Obtencéo de plantas e insetos

Estacas de capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach) foram
obtidas no Campo Experimental da Embrapa Gado de Leite em Coronel
Pacheco e transplantadas para copos descartaveis de 500 mL, contendo solo.
Essas foram mantidas em casa de vegetacdo telada para seu
desenvolvimento.

Ninfas e adultos virgens de M. spectabilis foram coletados no Campo
Experimental de Coronel Pacheco e levados para o Laboratdrio de Entomologia
da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora. As ninfas foram transferidas para
vasos contendo plantas de capim-elefante como substrato para alimentacao.
Diariamente adultos virgens foram retirados e classificados quanto ao seu
padrao alar ((AN) amarelo-palha com manchas negras, (VN) avermelhado com
manchas negras, (V) totalmente avermelhada, (N) totalmente negra), de acordo

com a descricdo de Auad et al., (2010) (Fig. 1).

2.4.2 Bioensaios

27



Cruzamento de Mahanarva spectabilis de Diferentes Padrdes Alares:

Os adultos com padrdes alares diferentes foram utilizados na formacgao
dos casais. Utilizou-se o delineamento inteiramente ao acaso, com 10
tratamentos. O numero de repetigbes variou para cada tratamento devido a
flutuacao populacional dos padrdes alares (Tab. 1).

Os casais formados foram individualizados e acondicionados na parte
superior das plantas de capim-elefante, dentro de sacos de voil. Uma gaze foi
envolvida na base do saco, servindo como substrato para oviposi¢cdo. Apos a
morte das fémeas, os ovos foram retirados da gaze. Para isso, a gaze foi
colocada sobre um conjunto de peneiras e submetida a um jato de agua
corrente, onde os ovos ficaram retidos na peneira mais fina (400 mesh de
abertura). Os ovos obtidos por casal foram contabilizados e individualizados em
placas de Petri de 9 cm de diametro, forradas com papel filtro e armazenados
em camaras climatizadas tipo BOD (28 + 2°c, 14 h de fotofase, 70% UR) até o
estadio embrionario proximo a eclosdo (S4). Avaliou-se 0 niamero de ovos
obtidos dos cruzamentos, relacionando-os tanto com relacdo aos padrbes das
fémeas quanto dos machos em cada tratamento.

Para avaliar o padrdo alar da geracdo F1, ovos em estadio S4 foram
colocados em tiras de papel de filtro de 1x1 cm e transferidos para copos de
500 mL contendo uma planta de capim-elefante, cujas raizes foram submetidas
a jatos de &gua, objetivando a exposicdo das raizes como substrato de
alimentacdo para as ninfas. Para cada planta foi colocado no maximo 40 ovos.
Os copos foram vedados com tampa plastica e gaze e mantidos em bandejas
em casa-de-vegetacdo. Diariamente foi acompanhada a emergéncia dos
adultos, o quais foram usados para descricdo dos padrdes alares da geracéo
F1.

Os cruzamentos realizados em cada tratamento, o numero total de casais
em cada tratamento (repeticdo), o numero de ovos que alcangcaram o estadio
S4 e o numero de adultos obtidos de cada tratamento podem ser vistos na
tabela 1.
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2.4.3 Analise Estatistica

O teste de contraste do programa Sisvar (2010) foi usado para avaliar o
namero de ovos com relagcdo ao padrdo alar de machos e fémeas
separadamente: Fémeas de padrao alar AN com machos dos demais padrdes
(2AN-JVN; 2AN-AV e 2AN-ZN) com os machos de padrdo AN com fémeas
dos demais padroes (?VN-JAN; QV-ZAN e ?N-ZAN); fémeas de padrdo alar
VN com machos dos demais padrées (PVN-3V e Q2VN-4N) e machos do
padréo alar VN com fémeas dos demais padrdes (2V-3VN e 2N-JVN); assim
como fémeas com padrdo alar V com machos do padrédo alar N (2V-3N) com
aqueles que envolveram machos do padrdo V com fémeas do padrdao N (¢N-
aV).

A porcentagem de descendéncia da geracéo F1 do cruzamento de macho
e fémea de M. spectabilis de mesmo padrdo alar e entre os padrfes alares;
assim como a porcentagem de cada padrdo alar obtido em todos os
cruzamentos foram submetido a analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de média Scott-Knott (P<0,05).

2.5 RESULTADOS

O numero meédio de ovos/fémea, quando analisados em separado para
cada um dos padrdes de fémea, mas sem levar com consideragdo o padrao do
macho, nao diferiu significativamente (F=2,51 e p=0,0594) (Tabela 2). Porém,
quando o numero médio de ovos foi contabilizado com relacdo a cada um dos
quatro padrbes alares presentes nos machos, percebeu-se uma diminuicédo
significativa desse numero para machos do padrao AN (F= 3,136; p = 0,0260)
(Tab. 2). Quando se contrastou 0s cruzamentos em que envolveram fémeas
com padréo alar AN com machos dos demais padrdoes (?AN-ZVN; QAN-2V e
QAN-JN) com aqueles que envolveram machos do padrdo AN com fémeas
dos demais padrdes (2VN-ZAN; Q2V-JAN e 2N-ZAN) observou-se que os
machos do padrdo AN induziram uma redugdo significativa no numero médio
de ovos/fémea em todos os cruzamentos (F=11,71, p=0,0007). Por outro lado,

quando se contrastou 0s cruzamentos em que envolveram fémeas com padréo
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alar VN com machos dos demais padroes (?VN-3V e QVN-ZN) com aqueles
com machos do padrdo alar VN com fémeas dos demais padrdes (?V-3VN e
ON-4VN) (F=0,39; p=0,8429) e fémeas com padrdo alar V com machos do
padréo alar N (2V-3N) com aqueles que envolveu os machos do padrédo V com
fémeas do padrdo N (2N-3V) (F=2,618; p=0,1069) ndo foram constatadas
diferencas significativas no niumero de ovos (Tab. 2).

Quando se avaliou a descendéncia da geracdo F1 do cruzamento de
macho e fémea de M. spectabilis de mesmo padréo alar, obteve-se individuos
com os 4 padrdes alares, exceto o cruzamento do padrao VN-VN, em que nao
houve a ocorréncia do padrdo N. Além disso, constatou-se predominancia
significativa na geracdo F1 do mesmo padrdo alar usado na geracao parental
advindos dos cruzamentos AN-AN (F=27,49, p=0,0001) e V-V (F=17,98,
p=0,0001). Para o cruzamento entre individuos com padrdo VN-VN houve
predominancia parental significativa (F=18,98, p=0,0001), porém essa néao
diferiu da ocorréncia de descentes com padrdes alares AN e V. No cruzamento
entre individuos do padrdao negro (N-N) ndo foi observada predominancia
significativa de nenhum padréo na descendéncia (F=1,51, P=0,2105) (Fig. 2 A).

O padréo amarelo com mancha negra (AN) proporcionou descendéncia
significativamente diferente quando cruzados com VN (F=5,70; p=0,0008), V
(F=36,30; p=0,0001) e N (F=5,58; p=0,0009). No cruzamento entre individuos
AN e VN, observou-se reducado significativa do padrdo N na descendéncia,
enquanto os demais padrées nao diferiram significativamente. No cruzamento
entre individuos AN-V, predominou-se significativamente descendentes do
padrdo V, seguido por AN, VN e N. Houve predominancia significativa do
padrdao AN, quando individuos desse padréo foram cruzados com individuos do
padrao N (Fig. 2 B).

O padrdo avermelhado com mancha negra (VN) proporcionou
descendéncia significativamente diferente quando cruzados com individuos do
padrao V (F=6,22; p=0,0004 ) e N (F=4,03; p=0,0076). Apesar do padrao AN
nao estar envolvido nos cruzamentos VN-V e VN-N a porcentagem de
descendentes foi significativamente igual ao dos progenitores (VN-V) ou a um
dos progenitores (VN-N). O namero de descendentes com o padrdo N foi
significativamente inferior aos demais, mesmo quando um dos progenitores era

desse padrao (Fig. 2 C).
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No cruzamento envolvendo o padrdo V-N (Fig. 2 D), observou-se uma
predominéancia significativa do padrao V (F=5,59, p=0,0009).

Quando se compara a porcentagem de cada padrdo alar dos
descendentes obtidos entre os 10 cruzamentos (Fig. 3) constatou-se que a
porcentagem de descendéncia de individuos com padrdo AN foi
significativamente reduzida quando o padrao V esteve presente em um dos
parentais (Fig. 3 A).

Foi observada diferenca significativa na porcentagem de descendentes
com padrdao V em funcdo dos diferentes cruzamentos (F=6,82; p=0,0001) em
que esse padrao foi significativamente predominante apenas quando estava
presente em um dos progenitores. Uma excecdo é o cruzamento AN-VN, onde
a predominancia de V na descendéncia também foi significativa (Fig. 3 B).

Por outro lado ndo houve diferenca significativa na porcentagem de
descendentes com o padrdo VN (F=1,70; p=0,0912) e N (F=0,97; p=0,4622)
em funcdo dos cruzamentos com progenitores de diferentes padrdes alares
(Fig. 3Ce 3D).

2.6 DISCUSSAO

VariacOes de fertilidade em espécies de insetos e nos padrdes alares de
cercopideos sao encontradas na literatura, onde 0s autores apontam causas
diversas para explicar sua origem. Ferreira et al., (2012) constataram variacéo
de 9,57 a 32,44 ovos/fémea de M. spectabilis alimentadas em diferentes
genadtipos de capim elefante. Garcia (2006) e Garcia et al., (2006) registraram
valores de fertilidade entre 140 e 342 ovos/fémeas de M. fimbriolata,
respectivamente. Grisoto (2008) para a mesma espécie observou de 21 a 187
ovos/fémeas em funcéo da planta hospedeira utilizada.

Até o momento € encontrado na literatura que ocorre variagdo na
fertilidade do género Mahanarva em fungao da temperatura (GARCIA, 2006),
fotoperiodo (GARCIA et al., 2006), planta hospedeira (GRISOTO, 2008) e
diéxido de carbono (FERREIRA et al., 2012).
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Além dos fatores citados acima, a variacdo do padrdo alar dos insetos
também pode influenciar na fertilidade das fémeas. Populacbes selvagens
tendem a apresentam uma enorme variabilidade fenotipica, boa parte dela
devido ao efeito materno, porém pouco ainda se estudou a respeito dos efeitos
paternos (BONDURIANSKY; HEAD, 2007), cuja influéncia foi encontrada pelo
presente estudo. Pesquisas mostram que a fecundidade de algumas espécies
de insetos € dependente da idade do macho (SRIVASTAVA; OMKAR, 2004;
OMKAR et al.,, 2006; OMKAR et al.,, 2010), uma vez que 0S mais jovens
transferem maior volume de fluido seminal e assim aumentam as chances de
fertilidade da fémea (MARKOW et al.,, 1990; BONDURIANSKY et al., 2004).
Estudos mais recentes tem demonstrado a grande importancia de certas
proteinas presentes no liquido seminal (BOES et al., 2014), que modulam
aspectos do comportamento pés-copula e fisiologia da fémea e influenciam,
assim, a fertilidade (AVILA et al., 2011) e a reproducéo de forma geral (BOES
et al., 2014). Sugere-se que as taxas de proteina transferidas podem depender
do ambiente social dos insetos antes ou durante o acasalamento. Em algumas
espécies, as respostas das fémeas sdo menos pronunciadas se os machos se
acasalaram com outras fémeas pouco tempo antes (AVILA et al., 2011).

No presente trabalho foi denotado que essa variacdo na fertilidade
ocorreu em funcdo do padrdo alar do macho de M. spectabilis, visto que
machos de padrdo alar amarelo-palha com manchas negra (AN) reduziram
significativamente o nimero de ovos das fémeas. Porém, ressalta-se que esse
padrdao foi predominante na descendéncia F1, quando esteve presente ou
ausente nos progenitores.

Um objetivo central da biologia evolutiva € entender a relacdo entre a
variabilidade fenotipica de organismos e da variabilidade dos ambientes em
qgue vivem, um interesse que pode servir como base para estratégias de
controle que visem alterar a taxa reprodutiva de inUmeras espécies praga
(AVILA et al., 2011).

Ja foi mencionado em pesquisas anteriores que varias espécies de
cercopideos apresentam ampla variabilidade morfolégica com relacdo a
coloragdo das tégminas. Kellog (1904) estudou cigarrinhas Typhlocybinae (uma
subfamilia de Ciccadellidae), observando padrées de manchas do pronoto.

Foram coletados 221 individuos e a variacao foi tdo grande que o autor nao
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conseguiu definir um padrdo ideal. No Brasil, o primeiro trabalho sobre
polimorfismo alar em cigarrinhas foi realizado por Mendonca Filho (1972)
estudando Aeneolamia selecta (Walker, 1858) e Zulia entreriana (Berg, 1879)
no nordeste. Guagliumi (1972/73) notou polimorfismo cromatico em M.
fimbriolata também no nordeste, evidenciando que elas possuiam distribuicao
tdo definida que estabeleceu trés racas ou coespécies baseado nesse caréter.
Ramos (1976) encontrou variagBes crométicas em Z. entreriana no sul da
Bahia. No Mato Grosso do Sul, Valério (1979) encontrou polimorfismo nao
apenas em Z. entreriana como também em Deois flavopicta (Stal, 1954).
Milanez (1980) também encontrou tais variagbes cromaticas nessas duas
espécies, coletadas no estado de S&o Paulo. Naves (1980) relatou um alto
grau de variabilidade de desenhos e coloracdo nas asas de Z. entreriana na
regido dos cerrados.

Diferencas morfolégicas entre populacdes de uma mesma espécie
dispersas por gradientes de latitude e altitude tém sido relatados por varios
grupos de insetos (SMITH et al., 2000) e também sdo geralmente associadas
com condicdes de temperatura, umidade e fotoperiodo (TAUBER et al., 1986).

Halkka (1962) estudou populagbes de Philaenus spumarius (Linnaeus,
1758) em quatro localidades da Finlandia, e concluiu que a variedade de
coloragdo devia-se a fatores comportamentais e ecoldgicos. Em Deois
schach (Fabricius, 1787), Sa (1981) sugere que fatores como temperatura e
umidade, sejam preponderantes para a distribuicdo mais ou menos dominante
de uma variedade.

Halkka et al., (1980) investigaram a frequéncia de coloracdo do género
Philaenus na Russia ocidental e descobriram uma relacdo positiva entre
altitude e a frequéncia de certos tipos de coloracao.

Wittaker (1972) percebeu que certos padrbes de coloracdo em P.
spumarius eram raras ou ausentes em certas localidades da Russia. Tais
padrées tendiam a surgir mais tardiamente nas populagdes e nos locais onde
fortes geadas tornavam o periodo de cultivo significativamente menor. Na
Finlandia, Halkka et al., (1974), estudou populacbes de P. spumarius e
percebeu que a variabilidade aumentava no sentido norte-sul, onde os tipos e
idade das plantas hospedeiras também aumentava em diversidade. No Brasil,
Sa (1981) encontrou pelo menos 24 tipos diferentes de individuos da espécie
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Z. entreriana, 15 padrdes em D. flavopicta e 9 em D. schach, ressaltando que
guando a coleta foi realizada em Monte Verde — MG, em alta altitude e baixa
temperatura, apenas dois tipos de Deois foram obtidos.

O presente trabalho corrobora os resultados de Auad et al., (2010), que
observaram quatro padrdes na coloracdo das asas em M. spectabilis (Fig. 1).

Apesar das pesquisas acima terem mostrado que as causas externas
foram preponderantes na diversidade dos padrdes alares, esse fato ndo se
pode estender para o presente estudo, uma vez que o0 experimento foi
conduzido em casa-de-vegetacao, onde todos os tratamentos estiveram sob as
mesmas condicbes ambientais e o mesmo tipo de planta hospedeira.
Trabalhando com abelhas, Kellog (1904) ja havia observado que as larvas
vivem todas sob as mesmas condicbes de umidade, temperatura e
luminosidade, recebem a mesma quantidade de alimento e estdo fisicamente
proximas, condicbes tdo uniformes quanto as que seriam possiveis em
laboratério. Desse modo, se as variagcbes morfologicas fossem causadas por
fatores ambientais, estes individuos deveriam apresentar uma ampla
uniformidade, o que né&o foi observado pelo autor.

Os quatros padrdes alares observados no presente trabalho foram iguais
ao observado em campo nas regides de Coronel Pacheco - MG (AUAD et al.,
2012), Presidente Prudente - SP e Brasilia - DF (AUAD et al.,, 2010). Nas
regides de Valenca - RJ e Campo Grande - MS foi encontrado apenas o padréo
alar amarelo palha com manchas negras (AUAD et al., 2010).

Nos cruzamentos entre macho e fémea de M. spectabilis de mesmo
padrao alar, obteve-se praticamente todos os padrbes alares na geracdo F1,
denotando que nem todos estavam em homozigose. Por outro lado,
homozigose parece ocorrer nos individuos de M. spectabilis das regibes de
Valenca - RJ e Campo Grande - MS, onde apenas um padrdo alar é
encontrado (AUAD et al., 2010).

Embora outros trabalhos tenham mostrado a importancia do estudo de
diferencas crométicas em tégminas de cigarrinhas, este foi o primeiro estudo
realizado para conhecer o grau de predominancia dos padrdes alares obtidos
de cruzamento de M. spectabilis com diferentes padrdes de coloracdo, onde
ficou evidente que o fendtipo dos parentais, em relacao a coloracéo alar, € um

fator determinante no nimero de ovos e descendéncia da geragdo F1. Tais
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informacdes, embora incipientes, podem ser Uteis para futuras estratégias que

envolvam controle populacional dessas pragas.

2.7 CONCLUSAO

A fertilidade das fémeas de M. spectabilis foi afetada pelo padrao alar
paterno AN. O padrédo alar dos parentais influencia diretamente a sua

descendéncia.
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Figura 1 Diferentes padrdes de coloracdo em tégminas de Mahanarva spectabilis. AN
- amarelo com mancha negra; VN - avermelhado com mancha negra; V - totalmente
avermelhado; N- totalmente negra.
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Figura 2 Descendéncia obtida em todos os cruzamentos de M. spectabilis, com a geracéo
parental representada pelas duas letras abaixo de cada conjunto de colunas, no qual:
AN=Amarelo palha com manchas negra; VN=Avermelhado com manchas negras;
V=Totalmente avermelhada e N= Totalmente negras. Lateral direita: A: machos e fémeas de
mesmo padréo alar; B: individuos de padrao alar AN com demais padrdes; C: individuos VN
com demais padrdes e D: individuos N demais padrbes alares. Médias seguidas de mesma
letra entre os cruzamentos néo diferem significativamente pelo teste de Scott Knott (P<0,05).
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Figura 3 Porcentagem de cada padrdo alar em todos os tratamentos, no qual:
AN=Amarelo palha com manchas negras; VN=Avermelhado com manchas negras;
V=Totalmente avermelhada e N= Totalmente negras. Lateral direita: A: AN; B: V; C:
VN e D: N. Médias seguidas de mesma letra entre os cruzamentos ndo diferem
significativamente pelo teste de Scott Knott (P<0,05).
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Tabela 1 Tipos de cruzamento em cada tratamento, nimero de casais (repeticdes)
formados, total de ovos no estadio S4 e total de adultos obtidos (F1) para descricao
dos padrdes alares advindos com os diferentes cruzamentos de M. spectabilis, onde
AN=Amarelo palha com manchas negras; VN=Avermelhado com manchas negras;
V=Totalmente avermelhada e N= Totalmente negras.

Tratamento Repeticoes Ovos em S4 Adultos
1 (AN-AN) 33 1617 408
2(VN-VN) 11 410 14

3 (V-V) 30 817 94
4 (N-N) 7 555 55

5 (AN-VN) 23 659 109
6 (AN-V) 64 2585 451
7 (AN-N) 28 724 123
8 (VN-V) 25 757 44
9 (VN-N) 19 825 69

10 (V-N) 25 778 138




Tabela 2 Fertilidade em M. spectabilis (himero de ovos/fémeas) em funcéo do padréo
alar do macho ou da fémea e teste de contraste fixando cada padrao alar e variando o
sexo, onde AN=Amarelo palha com manchas negras; VN=Avermelhado com manchas
negras; V=Totalmente avermelhada e N= Totalmente negras.

Fémea Macho Média ovos Fémea Macho Média ovos
AN AN, VN, V, N 76,87 a AN, VN, V, N AN 4432 b
VN X AN, VN, V, N 53,18 a AN, VN, V, N X VN 76,51 a
\Y AN, VN, V, N 48,26 a AN, VN, V, N \Y 65,91 a
N AN, VN, V, N 72,56 a AN, VN, V, N N 76,71 a

Teste de contraste
(I;/IV%CShO x Fémea Media Macho x Fémea Média ovos F P
AN - VN 19,92 VN - AN 96,60
AN -V 39,47 X V - AN 82,91 11,71 0,0007
AN -N 30,65 N - AN 74,73
(I;/IV%CShO x Fémea Media Macho x Fémea Média ovos F P

VN -V 73,00 V -VN 44,64

VN -N 61,00 X N -VN 98,50 0,39 0,8429

Macho x Fémea  Média Macho x Fémea Média ovos F P

oVvoS

V-N 77,33 X N-V 32,50 2,62 0,1069




3 VARIAQAO INTERESPECIFICA ANALISADA COM MARCADORES
MOLECULARES EM Mahanarva spectabilis (Distant, 1909)

3.1 RESUMO: A variabilidade quanto ao padréo de coloracdo da asa é uma
caracteristica de Mahanarva spectabilis (Distant, 1909), importante praga em
forrageiras. Objetivou-se avaliar se ha diferencas genéticas entre diferentes
individuos de M. spectabilis coletados em diferentes local e entre os diferentes
padrdes alares de um mesmo local ((AN) amarelo-palha com manchas negras,
(VN) avermelhado com manchas negras, (V) totalmente avermelhada, (N)
totalmente negra)), e entre esta espécie e dois grupos controle externo (M.
fimbriolata e M. tristis). Adultos desses insetos foram coletados em trés
localidades do territério nacional, individualizados e macerados em nitrogénio
liquido. Posteriormente o DNA foi extraido com CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) e testado com marcadores moleculares. A presenca ou
auséncia de bandas gerou uma tabela binaria utilizada nos diversos tipos de
analises (diversidade (indice Jaccard), componentes principais (PCA), variancia
molecular (AMOVA) e média aritmética de grupos de pares ndo ponderados
(UPGMA)). Os marcadores geraram 27 marcas exclusivas entre as trés
espécies, nitidamente diferenciadas entre si, tanto nos graficos quanto no
dendograma gerados pelas analises. Nota-se a auséncia de diferencas
perceptiveis com relacdo aos diferentes padrfes alares de M. spectabilis.
Diferencas entre individuos dessa espécie coletadas em diferentes locais foram
perceptiveis, com maiores diferencas dentro do que entre as populagdes.

Palavras-Chave :  Variabilidade  genotipica.  Variabilidade  fenotipica.

Marcadores moleculares. Cigarrinha-das-pastagens. Entomologia agricola.
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3.2 ABSTRAT: The variability in the pattern of wing coloring is a characteristic
of Mahanarva spectabilis (Distant, 1909), an important pest in forages. The
objective was to assess whether there are genetic differences between different
individuals of M. spectabilis collected in different place and between different
wings standards of one place ((AN) straw-yellow with black spots, (VN) red with
black spots, (V ) completely reddish, (N) completely black)), and between this
species and two external control (M. fimbriolata and M. tristis). Adults of these
insects were collected in three localities of the national territory, individualized
and macerated in liquid nitrogen. Subsequently the DNA was extracted using a
CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) and tested with molecular markers.
The presence or absence of bands generated binary table used in various types
of analyzes (diversity (Jaccard Index), principal components (PCA), molecular
variance (AMOVA) and non-weighted arithmetic average of peer groups
(UPGMA)). The markers generated 27 exclusive brands among the three
species, clearly differentiated from each other, both in graphics and in the
dendrogram generated by analysis. Note the absence of perceptible differences
with regard to different standards of wings of M. spectabilis. Differences
between individuals of that species collected at different sites were noticeable,

with larger differences within than between populations.

Keywords: genotypic variability. Phenotypic variability. Molecular markers.

Leafhopper-of-pastures. Agricultural entomology.
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3.2 INTRODUCAO

Apesar de ser uma praga limitante, pouco ainda se sabe sobre o género
Mahanarva (Cercopidae) quanto a identificagdo no ambito da espécie,
distribuicdo geografica, variabilidade genética ou mesmo impacto econémico
(PAULA-MORAES et al.,, 2006). Estudando a variagdo alar em diversas
espécies de cigarrinhas, varios pesquisadores atribuem causas genéticas a
essa caracteristica (HUTCHINSON, 1963; FARISH, 1973; HALKKA, LALLUKA,
1969 apud Sa, 1981).

Populacbes de Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) também
apresentam diferentes padrdoes de coloragdo das tégminas, dependendo da
localizac&o geografica em que sédo encontradas, o que poderia sugerir um caso
de isolamento genético (AUAD et al., 2010).

A utilizacdo de estudos genéticos parte do pressuposto de que muitas
caracteristicas fenotipicas podem ter raizes genotipicas, permitindo uma
identificacéo livre de fatores ambientais (FERREIRA, GRATTAPAGLIA, 1995;
FALEIRO, 2007). Estudar essas variedades pode ser importante para a area de
taxonomia, para andlise de fatores bioecoldgicos e aspectos da distribuicdo
geografica, visando o conhecimento da cigarrinhas-das-pastagens, levando em
consideracdo de que esses insetos sdo causadores de prejuizos econdmicos
(MORAES et al.,, 2006). Muitos autores inclusive apontam divergéncias
evolutivas em populagdes de insetos de interesse econdmico causadas por
mudancas antrépicas (COLLUZZI et al., 1979; LOMONACO; GERMANOS,
2001; GREEN, 1980; NOIREAU et al., 1999).

Desse modo, objetivou-se com esse trabalho investigar se existem
diferencas genéticas entre diferentes populacdes e diferentes padrées alares

em M. spectabilis.
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3.3 MATERIAL E METODOS

No Laboratorio de Entomologia da Embrapa Gado de Leite, espécimes de
diferentes localidades e de cada padrao alar (conforme descricdo de Auad et
al., 2010), bem como os grupos de controle externo, conservados em alcool
70%, foram separados para as analises, totalizando 45 espécimes (repeticdes),
26 das quais foram efetivamente utilizadas no trabalho, com base na qualidade
da resposta nos testes. Das amostras usadas, foram 12 individuos de Coronel
Pacheco (MG) (3 de cada padrao alar), 7 de Sinop (MT) (2 individuos AN, 4
individuos VN, 1 individuo V), 1 de Brasilia (DF) (padrédo V). Também foram
incluidos dois grupos de controle externo, compostos por trés individuos da
espécie Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854), coletados em Coronel Pacheco
(MG) e trés individuos da espécie Mahanarva tristes (Fabricius, 1803), coletada
no estado do Para.

Os apéndices (asas e pernas) e a cabeca foram extraidos de cada inseto
com uma pinga. A parte restante foi transferida individualmente para tubos de
Eppendorf e macerados com nitrogénio liquido. No Laboratério de Genética
Molecular da Embrapa Gado de Leite o DNA foi extraido da parte residual com
brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) de acordo com o protocolo de Ferreira &
Grattapaglia (1995).

Foram selecionados 15 marcadores RAPD para a realizagdo da
genotipagem de todas as 26 amostras. Os produtos gerados foram separados
por eletroforese em gel de agarose 2% e as imagens digitalizadas para
posterior analise.

A presenca ou auséncia de bandas gerou uma tabela com dados binéarios
(1 para presenca e 0 para auséncia de anelamento). Estes valores foram
utilizados para a realizacdo da analise de diversidade utilizando o indice de
Jaccard, que mede o grau de similaridades entre amostras. Os valores obtidos
com esse indice estdo presentes em uma matriz de semelhanga, na qual €
possivel analisar o grau de similaridade entre quaisquer amostras tomadas.

Uma analise de componentes principais foi realizada com os dados

obtidos na matriz, gerando graficos para avaliar as diferencas entre os

48



diferentes padrbes alares e entre individuos coletados em diferentes
localidades (oriundos de Coronel Pacheco (MG), Sinop (MT) e Brasilia (DF)).

Os dados foram ainda submetidos a uma analise de varidncia molecular
(AMOVA), gerando um grafico tridimensional para avaliacdo das distancias
entre as trés espécies de cigarrinhas amostradas. A matriz de similariade foi
utilizada ainda para realizar a analise de média aritmética de grupos de pares
nao ponderados (UPGMA), gerando um dendrograma com as trés espécies (M.
spectabilis, M. fimbriolata e M. tristis) de insetos envolvidas na avaliago.

Os 15 primers/marcadores (Tab. 3) utilizados geraram 103 bandas no gel,
a partir das quais foram utilizadas na avaliagdo de semelhanga e diferencgas

entre espécimes de diferentes padrdes alares e localidades.

3.4 RESULTADOS

No total, 27 marcas exclusivas foram obtidas entre as trés espécies (7
para M. spectabilis, 7 para M. fimbriolata e 13 para M. tristis), sendo que em M.
spectabilis, excetuando-se o padrdo VN, foi possivel obter marcadores
exclusivos para os diferentes padrdes (4 para o padrdo AN, 1 para o padrao V
e 2 para o padrao N) (Tab. 3).

No grafico gerado a partir da matriz de semelhanca (Fig. 4) com analise
de variancia molecular (AMOVA), € possivel perceber trés agrupamentos
nitidos entre as espécies avaliadas (M. spectabilis, M. fimbriolata e M. tristis).

Levando-se em consideracdo os diferentes padrdes morfologicos de M.
spectabilis, a analise de componentes principais (PCA) apontou para uma
variacdo maior dentro de cada padrdo (66%) do que entre os diferentes
padrées (34%), demonstrando que ndo h& paralelismo entre as diferencas
fenotipicas e moleculares

Considerado-se apenas individuos de M. spectabilis de Coronel Pacheco
(MG) e Sinop (MT), sem levar em consideracao os diferentes padrbes, e os
resultados revelaram uma diferenca maior dentro de cada amostra (90%) do
que entre as amostras (10%).

O dendrograma permite uma melhor visualizagdo do grau de aproximagao
entre os diferentes padrdes alares em M. spectabilis (Fig. 5). Nele percebemos
qgue o grupo externo (M. tristis) esta realmente mais distanciado das outras
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duas espécies (M. fimrbiolata e M. spectabilis), mas dentro desta ultima, néo
existe qualquer tendéncia de agrupamento em relacdo a padrOes alares
semelhantes. Por outro lado existe uma clara tendéncia de agrupamento entre
espécimes oriundos de localidades diferentes, embora ndo de forma téo clara.
Os espécimes de Coronel Pacheco aparecem em dois ramos principais, com a
populacdo de Sinop bem delineada entre eles, dividindo um agrupamento com
0 Unico espécime de Brasilia cuja qualidade da amostra o fez aparecer nos

testes.

3.5 DISCUSSAO

Dentro dos ultimos anos as abordagens moleculares tornaram-se cada
vez mais importantes para a biologia (HADRYS, 1992), contribuindo com
informacdes que vao de estudos taxon6micos e dindmica populacional até a
deteccdo de resisténcia de insetos a métodos de controle quimicos (CERUTI;
LAZZARI, 2003).

Sabe-se que a interferéncia humana no ambiente pode causar o
surgimento e isolamento de variantes genéticas (COLUZZI et al., 1979), as
vezes gerando padrdes intricados de adaptacdo (COLUZZI et al., 1979;
LOMONACO; GERMANOS, 2001; NOIREAU et al., 1999; GREEN, 1980).
Estudar essas variantes € importante porque possibilita a elaboracdo de
modelos preditivos de trajetéria evolutiva de populagdes naturais ou
populacdes que precisam ser controladas para fins sanitarios ou econémicos
(LOMONACO; GERMANOS, 2001; NOIREAU et al., 1999). Em vista disso,
parece altamente importante estudar esse aspecto em cigarrinhas-das-
pastagens, que além de estarem sujeitas a influéncia antrOpica, ainda
representam importancia econémica por se constituirem insetos praga.

Em concordancia ao presente trabalho, o estudo de Auad et al., (2010),
envolveu a analise de trés espécies do género Mahanarva (M. spectabilis, M.
fimbriolata e M. liturata), utilizando 29 primers RAPD e gerando 501
marcadores polimorficos, o que possibilitou a identificacdo de marcas
exclusivos para cada uma das trés espécies estudadas (6 para M. spectabilis, 8
para M. fimbriolata e 4 para M. liturata), além de uma marca exclusivo para
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individuos de Presidente Prudente e Brasilia (Auad et al., 2010). Ambos os
trabalhos confirmaram que trata-se de trés espécies distintas.

Além disso, a definicdo de marcas exclusivas para cada espécie é
importante porque a identificacdo desses insetos é geralmente realizada
através do tamanho, coloracdo e genitalia do macho, caracteres passiveis de
variabilidade fenotipica.

Porém, sugere-se cautela no sentido de inferir que tais marcas realmente
sdo exclusivas dessas espécies e/ou dos diferentes padrdes de M. spectabilis,
como obtido no presente estudo. Ainda que tais marcas possam servir de
referéncia a futuros trabalhos, estes sdo necessarios antes que uma
classificacdo definitiva seja padronizada.

Quando se analisou os diferentes padrbes alares de M. spectabilis, ndo
encontramos evidéncias de diferenciagdo a nivel genético, um resultado que
concorda com o de Moraes et al., (2006), que encontraram alta variabilidade
entre as amostras de M. spectabilis, tanto a nivel genético quanto morfolégico,
porém ndo conseguiram tracar um paralelo entre eles. Além disso, a
variabilidade encontrada esta dentro do esperado para diferentes populacdes
de uma espécie. Em concordancia, Auad et al., (2010), constataram nao existe
correlacao entre variabilidade genética e morfologica.

Perondini et al., (1979 apud SA) encontraram varia¢cdes cromaticas em
Zulia entreriana e Deois flavopicta coletadas na Serra Negra (SP), e submeteu
0S espécimes a analises moleculares, encontrando relacdo positiva entre
polimorfismo alar e enzimatico, mas este € um caso raro. De modo geral, a
literatura apresenta relatos em que ao se cruzar dados morfologicos e
genéticos em cigarrinhas, encontra-se um paradoxo: enquanto o primeiro é
muito variavel, o segundo é bastante reduzido quando comparado ao outros
insetos. E mesmo quando se analisa espécies em especifico, a contradicéo
persiste, como no caso de D. flavopicta do Mato Grosso do Sul e Goiés, onde
se encontrou baixo polimorfismo alar e acentuada variabilidade enzimatica. O
mesmo se deu com populacdes de Deois estudadas em Sao Paulo (NEVO,
1978 apud SA, 1981) ou mesmo no estudo de Auad et al., (2010), em que
populacdes fenotipicamente semelhantes apresentaram maior variabilidade
genética do que as mais distintas, resultados que corroboram aqueles

encontrados pelo presente estudo.
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Diante dessa auséncia de relagcdo entre aspectos morfolégicos e
genéticos, em diversos trabalhos citados por SA (1981), os autores se dividem
em hipoteses. Sugere-se que a morfologia esteja relacionada a fatores como
latitude, temperatura, umidade (TAUBER et al., 1986), tipos de predadores e
principalmente a espécie da planta parasitada. Para GERLING (2002), o uso de
plantas hospedeiras, tanto quanto a distribuicdo geografica, pode levar ao
surgimento de divergéncias. Inclusive € sugerido que atividades agricolas que
oferecem vasta fonte de alimentacdo homogénea, associado a pressdo de
selecdo do ambiente pelo uso descontrolado de inseticidas sé&o fatores que
contribuem para uma rapida especializacéo e posterior especiacdo dos insetos
que se proliferam nesse meio.

Em nosso estudo, correlagbes geograficas foram observadas na medida
em que espécimes de localidades diferentes foram quase completamente
segregadas (Fig. 5), um resultado semelhante ao obtido por varios autores
(BRENIERE et al., 1998; DUJARDIN et al., 1996; PEREZ DE ROSAS et al.,
2008; PICCINALI et al . 2009) que também encontraram correlacdes positivas
entre distancias geograficas e genéticas em insetos.

Porém, quando se analisou as diferencas dentro e entre espécimes de
diferentes regides, constatou-se uma relacéo inversa a que seria esperada, ou
seja, a variabilidade genética foi maior dentro de cada amostra do que entre as
amostras.

Sem recorrer a fatores do meio ambiente, a literatura também mostra
como os resultados podem variar dependendo do tamanho da amostra, do tipo
de espécie em guestdo e das técnicas utilizadas na avaliacdo. De acordo com
Ridley (2009), resultados negativos podem surgir quando a area do genoma
escolhida para se fazer os testes € muito pequena, o que diminui as
probabilidades de ser encontrada por um marcador. Stearns et al., (1991)
salientam que o tamanho da amostra para detectar diferencas estatisticamente
significativas entre duas populacdes de uma espécie pode ser grande demais
em termos praticos. Como fator complicador, as estimativas do quanto as
amostras devem variar ndo apresentam valores universais tabelados, mas
flutuam em diferentes niveis taxonémicos, além de poderem sofrer influéncia

da idade do espécime analisado ou mesmo da parte do corpo do individuo que
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€ coletada para amostra, sendo necessarios estudos variados para se
determinar a melhor abordagem para cada grupo taxondémico.

Em muitos casos, o carater que se esta estudando é formado por diversos
caracteres, cada um deles controlado por um gene especifico (RAMALHO;
SANTOS; PINTO, 2000) ou, pelo contrario, alguma caracteristica altamente
conspicua é controlada por apenas um gene (RIDLEY, 2009). Estes sao
alguns dos fatores que podem contribuir para um resultado negativo de
comparacao entre variedades presentes em uma mesma espécie, como foi o
caso de nosso estudo. As pesquisas genéticas com cigarrinhas-das-pastagens
sdo ainda muito incipientes para se afirmar que um resultado negativo seja

devido a uma verdadeira auséncia de correlacdo entre as variedades.

3.6 CONCLUSAO

Diferentes padrdes de coloracdo em tégminas de M. spectabilis ndo

demonstraram diferencas.
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Figura 4 Gréfico em trés eixos ilustrando a distribuicdo espacial das amostras, cada
ponto representando um espécime avaliado.

57



AN [MG)

N (MG}

AN [ME)
’7— ¥ (MG}
VN [ME)

. V{MG)

VN [MG)

N Mz}
——i] AN [MT)
AN [MT}

VN [MT}

WN [MT}

— — ¥([MT}

' [DF}

N [MT}

VN [MT)

N [MG)

AN (MG}

VN [MEG)

W MG}

M Nmbrplam

M Nmbnolar

B NmbrgaE

M. misds

B mists

M pisds

T T T T T T T T T T 1
[~% .5 [~y iao

Lo

Figura 5 Distancias genéticas entre as diferentes espécies de cigarrinhas e diferentes
padrées (de diferentes localidades) de M. spectabilis, onde AN=Amarelo palha com
manchas negras; VN=Avermelhado com manchas negras; V=Totalmente avermelhada

e N= Totalmente negras.
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Tabela 3 Marcas exclusivas encontrados nas trés espécies de cigarrinhas estudadas
(M. spectabilis, M. fimbriolata e M. tristis).

Espécie Marcador tamanho do
RAPD fragmento
(por pares de bases)
M. spectabilis padrdao AN Al6 1400
D8 1400
E4 1800
E18 1590
padréo V G10 450
padrdo N Al6 2000
G10 1400
M. fimbriolata Al3 1400
Bl 1800
B7 500
D8 800
E4 550
F1 1190
E18 800
M. tristis Al6 500
Al6 1900
B6 1600
B20 580
B20 1100
E4 800
E11 1590
G8 800
G8 870
G8 1390
G1l1 1200
G17 550
G17 650
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