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RESUMO

Efeito do &cido cloridrico sobre a viabilidade de ovos de Mahanarva fimbriolata
Apo6s a mudanca no manejo da cana-de-agucar, aumento da mecanizacdo e restricdo das
gueimadas, gerou-se um ambiente propicio para o desenvolvimento da Mahanarva
fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae). Dentre as formas de controle da cigarrinha-
da-raiz, o controle varietal € o que possui menor impacto ambiental e custo reduzido. Para
execucdo de experimentos, visando a identificacdo de variedades com resisténcia a cigarrinha-
da-raiz, é necessario manutencdo continua dos insetos em laboratério. A diapausa dos ovos da
cigarrnha-da-raiz impossibilita a criacdo massal ao longo do ano, e isso dificulta a execucao
dos experimentos neste periodo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da concentracéo
do &cido cloridrico e do tempo de aplicacdo sobre a viabilidade dos da cigarrinha-da-raiz. Os
tratamentos foram quatro solugdes com concentracfes de 12%, 14%, 18% e 22% de HCI em
diferentes tempos 30, 60, 90, 120 e 300 segundos. O experimento foi constituido de 24
tratamentos com 3 repeticdes. Cada repeticdo foi composta de 20 ovos tratados e 20 néo
tratados. Os tratamentos foram delineados de forma que todas as concentragdes fossem
testadas em todos os tempos. Apenas a concentracdo de 12% ndo afetou significativamente a
viabilidade dos ovos. As concentracdes de 14%, 18% e 22% diminuiram a viabilidade em
14,63%, 17,29% e 26,2% respectivamente. O tempo de imerséo ndo teve influéncia sobre a
viabilidade dos ovos. Os resultados deste trabalho podem contribuir para um direcionamento

dos estudos de prevencao da diapausa via tratamento HCI.

Palavras-chave: Mahanarva fimbriolata, &cido cloridrico, diapausa, ovos.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-actcar do mundo, chegando a 739.267
toneladas produzidas em 2015, correspondendo aproximadamente 40% de toda producdo
mundial (FAO, 2015). No Sudeste brasileiro € onde encontra-se maior parte da producao,

sendo responsavel por 62% da producdo nacional na safra 2015/16 (CONAB, 2015).

Com a ascensdo da colheita mecanizada e diminuicdo das queimadas na cultura,
remodelou-se a dindmica populacional da cigarrinha das raizes Mahanarva fimbriolata (Stal,
1854) (Hemiptera: Cercopidae), tornando-a uma das pragas mais importantes da cana-de-
acucar. A mudanca no manejo trouxe um ambiente propicio para o desenvolvimento do
inseto, devido a manutencdo da umidade do solo causado pelo acimulo de palha, visto que
ambientes Umidos e quentes favorecem o desenvolvimento do inseto. Anteriormente as
formas ativas e ovos diapausicos eram destruidos pela despalha da cana a fogo antes da
colheita. Além do fato de que na auséncia de palha sobre o solo, o controle biolégico com o

fungo Metarhizium anisopliae era bem eficaz.

A cigarrinha-das-raizes traz prejuizos nos processos industriais e reduz a
produtividade agricola. Em decorréncia da alimentacdo das ninfas, ocorre a deterioracdo dos
elementos traqueais da raiz, dificultando ou impedindo assimilacdo de agua e nutrientes,
podendo levar a morte da planta (GARCIA et al., 2004). Os insetos adultos ao se
alimentarem, provocam deterioracdo das folhas, devido a injecdo de toxinas. Além dos danos
causados pelas toxinas, pode ocorrer contaminacdo do colmo por patdgenos, através da
perfuracdo dos tecidos pelo estilete infectado (EL-KADI, 1977). Os danos causados podem
reduzir de 15% a 80% na qualidade da matéria-prima e até 30% no teor de sacarose
(PENATTI, 2006).

Atualmente a cigarrinha-da-raiz vem sendo contida através do controle quimico e
bioldgico. No entanto, visando o custo e impacto ambiental, o controle através de variedades
resistentes podera auxiliar no manejo dessa praga. Dentre as variedades existentes, nota-se um
desenvolvimento menor do inseto em certas variedades (PINTO et al., 2006). Logo, 0s
programas de melhoramento genético de cana-de-aclcar no Brasil, tem como interesse, a

identificacdo de variedades com resisténcia a cigarrinha-das-raizes (BARBOSA et al., 2007).



Para execucdo dos experimentos com propdsito de obtencéo de variedades resistentes,
é fundamental o suprimento continuo do inseto. A criacdo massal da M. fimbriolata ja é
realizada com sucesso, porém, a diapausa dos ovos tem sido um entrave para manutencao
constante do inseto ao longo do ano. A diapausa é um mecanismo adaptativo dos insetos para
sobrevivéncia em condi¢bes adversas do clima, controlado por fatores neurohormonais
(TAUBER et al., 1986). No ambiente, o ciclo da cigarrinha possui de 3 a 4 geragdes ao ano. A
primeira geracgdo inicia-se no periodo das chuvas, que geralmente ocorre no més de setembro.
A (ltima geracdo coincide com o periodo de seca e temperaturas amenas, nos meses de abril e
maio, neste periodo os ovos se mantém em diapausa até o proximo periodo das chuvas
(GARCIA, 2006). Este mesmo comportamento tem sido observado na criagdo massal. Com

isso, inviabiliza a realizacdo dos experimentos no periodo de maio a setembro.

No segmento de sericultura, para prevencdo da diapausa dos ovos do bicho-da-seda,
utiliza-se o tratamento com HCI a mais de 80 anos no Japdo. Os ovos com 20 horas ap0s
oviposicdo, sdo submetidos ao tratamento com HCI por 60 min a 25°C, obtendo-se
aproximadamente 90% de reducdo de ovos diapausicos (YAMAMOTO et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da concentracdo do &cido cloridrico e do
tempo de aplicagéo sobre a viabilidade dos ovos de Mahanarva fimbriolata.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacdo

A pesquisa foi realizada no laboratorio do Centro de Melhoramento da Cana-de-
Acucar (CECA), pertencente ao Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-AcUcar da
Universidade Federal de Vicosa, localizado no municipio de Oratérios, Minas Gerais, com
altitude de 494 m, latitude 20°25°S e longitude 42°48°W.

2.2 Coleta e manutencéo dos insetos



Para inicio de criacdo, foram coletados insetos na fase adulta e ninfal, em talhGes de
cana-de-agucar proximo ao CECA, no periodo de novembro a maio de 2017. A coleta dos
adultos foi realizada com auxilio rede entomolodgica. Para a coleta das ninfas usou-se lamina
pontiaguda. Durante o processo de coleta, os adultos foram mantidos em potes plasticos e as

ninfas em bandejas com mudas de cana-de-agUcar.

Posteriormente, os insetos foram enviados e colocados em gaiolas entomol6gicas no
laboratorio climatizado a 26°C + 2°C e 70% * 10% UR. Cada gaiola continha duas bandejas
plasticas, com 2 cm de areia esterilizada ao fundo e 10 mudas da variedade SP81-3250
dispostas em duas fileiras (Figura 1). A variedade utilizada para a criacdo, segundo Garcia
(2006), é altamente suscetivel ao ataque da cigarrinha-da-raiz. Para garantir um ambiente

propicio ao desenvolvimento das ninfas, as bandejas foram tampadas com poliestireno.

2.3 Obtencdo dos ovos

Para a coleta dos ovos, foram adicionados 3 casais adultos em gaiolas cilindricas de
plastico transparente, com mudas de cana-de-acucar da variedade SP81-3250. Para oviposicao

do inseto, colocou-se um disco algoddo na base da muda (Figura 2).

Ap0s 48 horas de instalacdo da gaiola, o algod&o foi retirado para extracdo dos ovos.
O algodéo foi colocado sobre uma peneira acima de uma jarra plastica, € com agua corrente
proveniente de uma mangueira fina, os ovos foram retirados do algoddo ficando depositados
no interior da jarra (Figura 2). Em seguida os ovos foram submetidos a uma imersdao com

solucdo de hipoclorito de sédio a 5% por 5 minutos para eliminagdo de patdgenos.



Figura 2. Gaiola cilindrica utilizada na obtengéo dos ovos (1). Algod&o sob a peneira para
remog&o dos ovos (2).

2.4 Experimento

2.4.1 Delineamento, concentragdo do HCI e tempo de aplicacéo

Para avaliar a viabilidade dos ovos de Mahanarva fimbriolata, foi realizado a imerséo
dos ovos em solucdes &cidas por tempos determinados. Para os tratamentos, foram utilizadas
quatro solugdes, com concentracdes de 12%, 14%, 18%, e 22% de HCI. Os tempos de
imersdo dos ovos na solucdo &cida foram 30, 60, 120, 180, 240 e 300 segundos. O
experimento foi constituido de 24 tratamentos com 3 repeti¢des em delineamento inteiramente
casualizado. Cada repeticdo foi composta de 20 ovos tratados e 20 ndo tratados. Os ovos ndo
tratados foram o tratamento controle para cada combinacdo de concentracdo da solugdo com o
tempo. Os tratamentos foram distribuidos de forma que todas as concentracdes do acido

cloridrico fossem testadas em cada tempo.



2.4.2 Execucao

Os ovos coletados foram transferidos com ajuda de um pincel fino para um béquer de
50 ml de vidro, no qual foram adicionados com pipeta acoplada a um dosador 3 ml da solugéo
acida com a concentracdo respectiva ao seu tratamento. Apoés a finalizacdo do tempo, o acido
foi retirado do béquer e os ovos foram enxaguados com agua destilada. Na sequéncia 0s ovos
foram transferidos para placa de Petri com papel-filtro. As placas prontas e identificadas,
foram enviadas para incubadora climatizada (BOD) a 24 °C+ 1°C e 12 horas de fotoperiodo.
Para montagem das placas de ovos ndo tratados, foram utilizados os ovos da mesma
oviposicdo dos tratados, sendo realizado 0 mesmo processo excluindo o tratamento com acido
cloridrico. As placas foram umedecidas a cada 2 dias, de forma a evitar o ressecamento do
papel-filtro.

2.4.3 Registro de dados

Depois de realizado os tratamentos, 0s ovos da placa de Petri foram avaliados auxilio
de estereoscopio. Nas avaliacdes, foi registrado as fases embrionarias dos ovos e a quantidade
de ovos inviaveis, eclodidos e diapausicos. As avaliacdes foram realizadas a cada 4 dias,
partindo da data de montagem da placa até os resultados finais.

Os ovos apresentaram uma coloracdo amarela clara quando ovipositados e, a medida
que se desenvolveram, a coloracdo tornou-se amarela mais intensa, passando a alaranjada,
cada vez mais escura a medida que se aproximaram a eclosdo. Os ovos que perderam essas

carateristicas ao longo de seu desenvolvimento foram descritos como inviaveis.

Para identificacdo da fase embrionaria foram observados os seguintes aspectos; S1 —
aparicdo da linha de eclosdo no cério, no polo anterior do ovo; S2 — formacdo de uma area
eliptica escura abaixo da linha de eclosdo e a apari¢do de uma mancha vermelha préxima ao
polo anterior do ovo; S3 — abertura do cério através da linha de eclosdo, deixando o opérculo
exposto; S4 — evidencia de manchas vermelhas ocelares e abdominais do embrido, proximos
aos polos anterior e posterior dos ovos (Figura 4). Quando os ovos demoravam mais de 50

dias na sua segunda fase embrionaria (S2), considerou-se ovos diapausicos (GARCIA, 2002).
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Figura 4. Fases do desenvolvimento embrionério dos ovos M. fimbriolata. (Fonte: WIEDIJK,
1982)

2.4.4 Andlise de dados

A andlise de variancia apenas para os tratamentos que tiveram os ovos tratados com
acido seguiu o seguinte modelo linear: Yij = p + Ci + Tj + CTij + Eij, onde, Yij é a
observacao ao nivel de parcela da porcentagem de ovos inviaveis, p € a média geral, Ci é 0
efeito da concentracdo i do cido, Tj é o efeito do tempo j de imersdo dos ovos no acido; CTij
é o efeito de interacdo entre a concentracdo e o tempo, e Eij é o efeito residual da observacéo
Yij. Todos os efeitos foram considerados fixos.

Cada nivel da concentracdo do acido foi comparado com o tratamento controle, isto €,
sem tratamento com o &cido. Para tanto o seguinte modelo linear foi utilizado na anélise dos
dados: YI = u + El + Eij, onde, YI é a observacdo ao nivel de parcela da porcentagem de ovos
inviaveis, p é a média geral, El é o efeito de determinada concentracdo | do &cido sobre a
porcentagem de ovos inviaveis comparado com o tratamento controle, isto &, ovos ndo

tratados e El é o efeito residual da observacdo Y. Todos os efeitos foram considerados fixos.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software R Core Team (2016). Para
atender aos pressupostos da andlise de varidncia a porcentagem de ovos inviaveis foi

transformada para raiz de x + 0,5.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O é&cido cloridrico afetou a viabilidade dos ovos da cigarrinha das raizes (F3g1)=4.2,
p=0,007 nas concentracdes de 14, 18 e 22% (Figura 5). Ndo houve efeito significativo
(Fs81)=0.33, p=0,88 do tempo de tratamento com o &cido assim como também nédo foi

significativo a interacdo entre tempo e concentracao (Fisg1)=1.145, p=0,33 (Figura 6).

3 — B Nao Tratado
O Tratado

30
|
——

Porcentagem de ovos inviaveis

10

12 14 18 22

Concentracao de HCI (%)

Figura 5. Porcentagem de ovos inviaveis de cigarrinha das raizes para as concentracdes do
HCl de 12, 14, 18 € 22%
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Figura 6. Porcentagem de ovos inviaveis de cigarrinha das raizes para o tempo (em segundos)

de imersdo dos mesmos no HCI.

Apenas a concentracdo do acido de 12% ndo afetou a porcentagem de ovos inviaveis
(F1,50)=0,62, p=0,43, tendo sido obtido 16,9 e 19.8 % de ovos inviaveis para o tratamento com
acido e seu controle ndo tradado, respectivamente. Para todas as demais concentracdes do
acido houve efeito significativo sobre a porcentagem de ovos viaveis entre o tratamento com
acido comparativamente com o seu controle, tendo tido obtido os seguintes valores de F:
(Fis7)=7,15, p=9,72x10%, (F140)=13,07, p=7,06x10"* e  (F15)=32,67, p=5,68x10",
respectivamente para as concentracdes do acido de 14, 18 e 22%. A porcentagem de ovos
inviaveis aumentou de 19,64% para 34,27%, de 14,30% para 31,59% e 14,16% para 40,36%,
respectivamente para as concentragdes do acido de 14, 18 e 22% (Figura 5).

Durante o periodo de conducdo do experimento de novembro até maio foram
registrados os dados de porcentagem de ovos inviaveis, ovos em diapausa e ovos eclodidos.
Até fevereiro de 2017, a porcentagem média de ovos em diapausa registrados foi de 3,44%
(Tabela 1). Devido a baixa porcentagem de ovos diapausicos registrado no referido periodo
ndo foi possivel avaliar o efeito dos tratamentos com o &cido sobre aquela variavel. A

porcentagem media de ovos ndo-tratados eclodidos foram 80,26% (Tabela 2). A duracdo
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média do ciclo completo da cigarrinha, isto €, da postura até a eclosdo dos ovos foi de 20,3 +

0,6 dias. Estes resultados estdo em conformidade com Garcia (2002).

Tabela 1. Porcentagem de ovos diapausicos em posturas da cigarrinha das raizes coletadas no

periodo de novembro até fevereiro de 2017.

Concentragdo do HCL 12% 14% 18% 22% Média/Média geral
N&o tratado 3,17% 3,95% 1,92% 4,91% 3,49%
Tratado 4,22% 3,84% 1,53% 3,99% 3,40%
Média/Média geral 3,70% 3,90% 1,73% 4,45% 3,44%
Tempo 30" 60" 120" 180" 240" 300" Média/Média geral
N3do tratado 3,11% 5,65% 2,66% 8,43 0,35% 0,75% 3,49%
Tratado 3,40% 5,66% 3,25% 5,74% 0,80% 1,50% 3,39%
Média/Média geral  3,26% 5,66% 2,96% 7,09% 0,58% 1,13% 3,44%

Tabela 2. Porcentagem de ovos eclodidos em posturas da cigarrinha das raizes coletadas no

periodo de novembro até fevereiro de 2017.

Concentracdo do HCL 12% 14% 18% 22% Média/Média geral
Ndo tratado 80,02% 76,30% 83,66% 81,04% 80,26%
Tratado 75,89% 61,68% 66,62% 55,64% 64,96
Média/Média geral 77,95% 68,99% 75,14% 68,34% 72,61%
Tempo 30" 60" 120" 180" 240" 300" Média/Média geral
N&o tratado 74,35% 77,97% 81,66%  73,75% 84,94%  87,10% 79,96%
Tratado 65,26% 67,50% 67,53% 60,61% 66,40% 64,25% 65,26%
Média/Média geral 69,80%  72,74% 74,60% 67,18%  75,67%  75,68% 72,61%

O trabalho realizado com 5400 ovos de Mahanarva fimbriolata, demonstrou que 0s

tratamentos submetidos a solucdo de 14, 18 e 22% reduziram a viabilidade dos ovos. Apenas

a concentracdo de 12% né&o alterou a viabilidade dos ovos. O tempo de imersdo dos ovos, na

solucdo &cida, ndo alterou a viabilidade dos ovos.

O corion dos ovos da Mahanarva fimbriolata € constituido de proteinas. Os

tratamentos com concentragfes de 14%, 18% e 22% de HCI, possivelmente promoveram

hidrolise das proteinas do cérion, ocasionando o rompimento ou deformacdo do mesmo,
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consequentemente, gerando menor viabilidade dos ovos. Como o tempo de imerséo dos ovos,
ndo alterou a viabilidade, provavelmente, a acdo do acido nos ovos ocorreu de forma répida.
Os tratamentos ndo inviabilizaram todos 0s ovos, apenas diminuiram a porcentagem de
viabilidade, dessa forma, pode-se deduzir que os ovos possuem diferentes espessuras do
corion, e isso faz que alguns ovos tenham maior resisténcia ao &cido. Segundo Sato (1977), os
ovos diapausicos de Orgyia thyellina, possuem maior espessura do cérion quando
comparados aos ovos ndo diapausicos. No estudo realizado, foram utilizados ovos néo-
diapausicos logo, se os ovos diapausicos da Mahanarva fimbriolata apresentariam essa
diferenca na espessura do corion, levanta a hipotese de que, os resultados poderiam ser
diferentes dos relatados neste trabalho.

Resultados obtidos por Tsurumaru et al. (2010), avaliou a composi¢do proteica de
ovos diapausicos e ndo-diapausicos de Bombyx mori submetidos ao tratamento com HCI com
diferentes dias de oviposicdo. Demostraram que 0S ovos perderam proteinas com peso
molecular de 11 e 8 kDa imediatamente ap0s a aplicacdo do acido, sendo que apenas ovoS
com até 4 dias de oviposicdo apresentaram resposta na dimiuicdo da diapausa. O mecanismo
de prevencdo da diapausa da espécie Bombyx mori com tratamento de HCI ainda ndo esta
claramente esclarecido. Ndo se sabe precisamente qual o papel destas proteinas na formacao

do cérion e a sua influéncia na dindmica da diapausa. Porém, o autor ndo descarta a
possibilidade de que as proteinas podem blogquear a permeabilidade de O e / ou Ca2* . Se os

ovos de Mahanarva fimbriolata compartilhar deste mesmo mecanismo, possivelmente

ocorrera a prevencdo da diapausa com este tratamento.

Devido a eficiéncia da prevencdo da diapausa dos ovos Bombyx mori e por meio dos
resultados deste trabalho, cria-se um direcionamento para maiores estudos relacionados ao

tratamento de HCI na prevengao da diapausa dos ovos de Mahanarva fimbriolata.

4 CONCLUSAO

¢ Na&o houve diferenca siginificativa na viabilidade dos ovos, tratados com 12% de HCI.

e Os ovos ndo diapausicos de M. fimbriolata, submetidos a imersdo do HCI nas
concentragdes de 14, 18 e 22 % de HCI sofreram reducéo de viabilidade.
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e O tempo de imersdo dos ovos na solucdo &cida, ndo influénciou a viabilidade dos
0VO0s.
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