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Transmissao dos Agentes Causais de
Enfezamentos Através da Cigarrinha
Dalbulus maidis, em Milho

Introducao

Para a realizacao de determinados estudos sobre as doencas do

milho denominadas enfezamentos, que sao causadas por molicutes
(espiroplasma e fitoplasma), ha necessidade de inoculacao desses
patégenos nas plantulas, o que tem sido feito utilizando-se seu inseto-
vetor, a cigarrinha Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae) (Figura 1a).

—

Figura 1. a) — cigarrinha Dalbulus. maidis; b) - confinamento de
cigarrinhas para aquisicao de espiroplasma - saco de tecido voil.

Existem metodologias que permitem a criacao e a manipulacao de D.
maidis em condig¢oes controladas visando sua utilizagao para adquirir e
transmitir os molicutes no milho (OLIVEIRA; LOPES, 2004). Entretanto,
€ importante conhecer aspectos das interagoes desses patogenos com
a cigarrinha e com a planta de milho para garantir a eficiéncia dos
procedimentos para sua aquisicao e inoculacao.

Neste documento sao apresentadas informacgoes acerca de aspectos

da biologia, ecologia, fatores que afetam a eficiéncia da aquisicao e da
transmissao do espiroplasma e do fitoplasma pela cigarrinha D. maidis
e recomendacoes para obter maior eficiéncia no processo de inoculacao
desses patégenos no milho.

Disseminacao dos Agentes Causais de Enfezamentos do
Milho por Insetos-Vetores

O Spiroplasma kunkelii e o maize bushy stunt fitoplasma (MBS-
fitoplasma), agentes causais, respectivamente, das doengas do milho
denominadas enfezamento palido e enfezamento vermelho, que ocorrem
na cultura desse cereal nas regioes tropicais e subtropicais das Américas,
sao transmitidos por insetos-vetores. As espécies de cigarrinhas Dalbulus



Transmissao dos Agentes Causais de Enfezamentos Através da Cigarrinha Dalbulus maidis, em Milho

maidis e D. elimatus (Hemiptera: Cicadellidae)
sao os insetos-vetores naturais desses
patdgenos, que pertencem a classe Mollicutes,
sendo denominados pelo nome comum
molicutes (COSTA et al., 1971; QUINTANILLA-
BASCOPE, 1977; WHITCOMB et al., 1986;
BEDENDO et al., 1997). Entretanto, D. maidis
€ o principal vetor dos molicutes em milho

no Brasil e em outros paises das Américas
(NAULT, 1980, 1990; OLIVEIRA et al., 2013a,b).
A transmissao dos molicutes pelas cigarrinhas
€ do tipo persistente e propagativa. Esses
patdogenos sao capazes de se multiplicar

no inseto-vetor e nas plantas de milho
(QUINTANILLA-BASCOPE, 1977; NAULT, 1997;
OZBEK et al., 2003).

Tem sido demonstrado que outras espécies
de cigarrinhas sao capazes de adquirir os
molicutes em plantas de milho infectadas e
transmiti-los para plantulas sadias, sendo
ainda desconhecido o papel epidemioldgico
dessas espécies na disseminacgao desses
patdgenos, em condicoes naturais.
Experimentalmente, a cigarrinha Graminella
nigrifrons (Forbes) transmitiu espiroplasma e
fitoplasma, e as espécies Exitianus exitiosus
(Uhler) e Stirellus bicolor (Van Duzee)
transmitiram apenas espiroplasma (NAULT,
1980). Recentemente, constatou-se Exitianus
obscurinervis (Stal) como vetor experimental
do S. kunkelli (CARLONI et al., 2011).

Além do milho, os teosintos, que ocorrem

em apenas alguns paises das Américas, sao
hospedeiros dos molicutes (NAULT, 1980). Para
D. maidis, além do milho, ha relatos de sua
ocorréncia em teosintos (Zea spp.) e também
ja foi coletada em Tripsacum spp. e Euchlaena
mexicana Schrad (BARNES, 1954; NAULT;
DELONG, 1980; TSAI, 1988; NAULT, 1990).

Embora tenha sido demonstrado que espécies
da familia Poaceae, como o capim-coloniao
(Panicum maximum), o capim-marmelada
(Brachiaria plantaginea) e a Brachiaria
decumbens podem ser infectadas pelo MBS-

fitoplasma (HAAS, 2010), a importancia
epidemioldgica dessas espécies vegetais na
perpetuacao e disseminacao desse patéogeno
na cultura do milho necessita ser avaliada.

Populacoes da cigarrinha D. maidis podem
ser criadas em sistema “in vivo”, em gaiolas,
alimentadas com plantulas de milho, e
utilizadas para adquirir e transmitir os
molicutes em experimentos para estudo
dessas doencas (OLIVEIRA; LOPES, 2004). O
conhecimento do ciclo de vida desse inseto,
bem como dos fatores que afetam a aquisicao
e transmissao dos molicutes é essencial para
garantir a eficiéncia dessas técnicas.

Aspectos da Biologia e da Ecologia
da Cigarrinha Dalbulus maidis

A cigarrinha D. maidis realiza postura no
limbo foliar ou na nervura central das folhas
de plantulas de milho. A eclosao de ninfas

e o seu desenvolvimento até a formacao

de adultos ocorre, geralmente, entre 20 e

25 dias, sendo esse periodo influenciado

pela temperatura ambiente. Via de regra,
temperaturas mais elevadas reduzem o tempo
necessario para se completar o ciclo biologico
da espécie (MARIN, 1987; TSAI, 1988; WAQUIL
et al., 1999). As cigarrinhas adultas vivem,

em média, cerca de 77 dias, em temperaturas
proximas de 27 °C, podendo chegar a 106 dias
em temperaturas mais baixas (=15°C) (TSAI,
1988).

A cigarrinha D. maidis movimenta-se dentro
e entre lavouras de milho e, nas plantulas,
pode ser observada principalmente dentro
do cartucho. Ocorre nas plantulas de milho
logo apo6s a emergéncia, sendo proveniente
de outras lavouras desse cereal (OLIVEIRA

et al., 2013a). Ao longo do ciclo do milho, a
populacao desse inseto-vetor aumenta desde
os estadios iniciais de desenvolvimento até

o florescimento das plantas, em funcao da
producao de novas geracoes de insetos, e da
entrada continua de mais cigarrinhas adultas,
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especialmente quando ha milho adulto nas
imediacoes (OLIVEIRA et al., 2015b).

Ha varias espécies de inimigos naturais

da cigarrinha D. maidis que, em condi¢cdes
naturais, podem parasitar ovos ou adultos
(OLIVEIRA; LOPES, 2000). Destacam-se

0s micro-himendpteros, que parasitam os
ovos (Mymaridae e Trichogrammatidae)
(OLIVEIRA; LOPES, 2004; MENESES 2015), e
outros insetos que parasitam as ninfas e os
adultos dessa cigarrinha, como os Dryinidae
(Hymenoptera) (MENESES et al., 2013).

Em condicoes de criacao desse inseto in
vivo, espécies de formiga, que podem atacar
as ninfas, e fungo entomopatogénico, que
em condicoes de temperaturas elevadas e
de alta umidade relativa do ar pode matar
as cigarrinhas, constituem seus principais
organismos antagonicos, e necessitam ser
evitados (OLIVEIRA; LOPES, 2004).

Aquisicao e Transmissao do
Espiroplasma e do Fitoplasma por
D. maidis em Milho e Expressao de
Sintomas

A cigarrinha D. maidis pode transmitir
espiroplasma e fitoplasma para o milho,
isolada ou simultaneamente. Entretanto,

tem sido constatado que a eficiéncia da
transmissao do espiroplasma pela cigarrinha
D. maidis é maior que a eficiéncia da
transmissao do fitoplasma por esse inseto-
vetor (ALIVIZATOS; MARKHAM, 1986a; MOYA-
RAYGOSA; NAULT, 1998; OLIVEIRA et al.,
2015a).

A manifestacao dos sintomas nas plantas
infectadas por espiroplasma e/ou por
fitoplasma, assim como a eficiéncia da
aquisicao e transmissao desses patdogenos
pela cigarrinha D. maidis, pode ser afetada
pela temperatura ambiente e, aparentemente,
também pela variabilidade de isolados
geograficos (QUINTANILLA-BASCOPE, 1977;

NAULT, 1980; MOYA-RAYGOZA; NAULT, 1998;
LEGRAND; POWER, 1994).

No Brasil, tem sido observado que, nas
plantas de milho infectadas por ambos esses
patégenos, geralmente, predominam sintomas
da infeccao por espiroplasma, provavelmente
em razao da multiplicagcdo mais rapida desse
microrganismo, em relagao ao fitoplasma
(OLIVEIRA et al., 2007; 2015a). A deteccao
desses patdogenos em amostras de plantas

de milho com enfezamento, coletadas em
campo, mostrou que ocorre predominancia
de fitoplasma ou de espiroplasma, sendo essa
predominancia variavel em diferentes épocas
do ano (OLIVEIRA et al., 2002).

Estudos conduzidos na Embrapa Milho

e Sorgo evidenciam que médias de
temperaturas maximas em torno de 27 a 30 °C
durante o dia e de temperaturas minimas em
torno de 18 °C durante a noite sao condigoes
Otimas para a aquisicao e a transmissao do
espiroplasma e do fitoplasma pela cigarrinha
D. maidis, e que temperaturas noturnas
inferiores a 16 °C podem afetar a eficiéncia
desse processo (OLIVEIRA et al., 2007), e
também prolongar o periodo latente dos
molicutes nas plantas de milho.

Estudos de transmissao do fitoplasma por

D. maidis mostram que apenas quando é
possivel detectar uma banda forte indicativa
da presenca desse patégeno em uma
cigarrinha € que ocorre sua transmissao para a
plantula de milho (OLIVEIRA et al., 2011).

Caracteristicas da Transmissao de
Espiroplasma e de Fitoplasma por D.
maidis em Milho

O tempo para a aquisicao, laténcia,
inoculacao e retencao dos patégenos na
cigarrinha D. maidis é dependente da
temperatura e variavel para o espiroplasma
e para o fitoplasma. O espiroplasma pode
ser adquirido por D. maidis a partir de 1
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hora de alimentacao em planta infectada
(ALIVIZATOS; MARKHAM, 1986a); o periodo
latente pode variar de 17-23 dias (NAULT,
1980); a inoculacao ocorre apos 1 hora de
alimentacao (MARKHAM; ALIVIZATOS, 1983);
e a retencao no vetor € de aproximadamente
42 dias (ALIVIZATOS; MARKHAM, 1986a,b). O
fitoplasma pode ser adquirido apés 2 horas de
alimentacao de D. maidis em planta infectada
(LEGRAND; POWER, 1994); o periodo latente
varia de 22-28 dias (NAULT, 1980); a inoculacao
se da a partir de 0,5 hora de alimentacao
(LEGRAND; POWER, 1994); e a retencao

no vetor pode variar de 29-48 dias (MOYA-
RAYGOZA; NAULT, 1998).

Para os dois fitopatdogenos nao ha evidéncia
de transmissao transovariana (GONZALES;
GAMEZ, 1974; ALIVIZATOS; MARKHAM,
1986a) e geralmente as ninfas os adquirem
com maior eficiéncia do que os adultos
(NAULT, 1980; MOYA-RAYGOZA; NAULT,
1998). As fémeas sao mais eficientes na
transmissao desses patogenos (GONZALES;
GAMEZ, 1974, ALIVIZATOS; MARKHAM,
1986a, MOYA-RAYGOZA; NAULT, 1998) e a
taxa de transmissao decresce com a idade do
vetor (NAULT, BRADFUTE, 1979; MARKHAM;
ALIVIZATOS, 1983; MOYA-RAYGOZA; NAULT,
1998).

Criacao e Manipulacao da Cigarrinha
D. maidis e Manutencao de
Plantas-Fonte para a Aquisicao de
Espiroplasma e de Fitoplasma

Populacoes da cigarrinha D. maidis podem
ser mantidas em gaiolas confeccionadas de
madeira ou metal, revestidas de tecido voil,
no interior das quais sao colocados pequenos
vasos contento plantulas de milho. Essas
gaiolas apresentam uma porta pela qual é
feita a troca do alimento e a introducao e
retirada das cigarrinhas. Gaiolas ou sacos de
confinamento, para estudos de transmissao,
podem ser confeccionados com material
plastico (garrafas PET) ou com sacos de voil
(Figuras 1b, 2a, 2b). Essas gaiolas ou sacos
de confinamento podem cobrir as plantas
de milho por inteiro ou confinar parte da
planta ou apenas uma folha. Permitem
confinar grupos de cigarrinhas infectantes
com espiroplasma e/ou fitoplasma, em
plantas-teste de milho, durante estudos de
transmissao desses patdgenos, ou grupos
de cigarrinhas sadias em plantas-fonte dos
patdgenos para obtencao de coldnias de D.
maidis infectantes.

Figura 2. a) gaiolas para confinamento de cigarrinhas nas plantulas e inoculacao de molicute; b)
gaiola para confinamento de cigarrinhas e inoculacao de molicutes na folha da plantula de milho.
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Dalbulus maidis € uma espécie fototrépica
positiva. Essa caracteristica permite que

as populacgoes dessa cigarrinha sejam
manipuladas em caixas que contenham uma
luz ao fundo, instalada atrds de uma superficie
semitransparente (chapa de acrilico leitoso,
por exemplo). Deixando-se o ambiente de
manipulacao no escuro e apenas a fonte

de luz da caixa ligada, as cigarrinhas se
concentram na superficie semitransparente e
podem ser coletadas por succao e transferidas
para gaiolas de criagao ou de confinamento
contendo plantas de milho.

O espiroplasma e o fitoplasma necessitam

ser mantidos em plantas-fonte (Figura 3a e
3b), repetindo-se, periodicamente, por meio
de cigarrinhas, a aquisicao desses patogenos
em plantulas com sintomas da doenca e a
inoculagao em plantulas sadias, em condigoes
de viveiro telado protegido contra insetos,
utilizando-se gaiolas e sacos de confinamento.
Os procedimentos mais detalhados para

a criacao, manipulacao e transmissao dos
patdgenos por D. maidis podem ser obtidos
em Oliveira e Lopes (2004).

Deteccao de Espiroplasma e de
Fitoplasma em Cigarrinhas e em
Plantas de Milho

O espiroplasma e o fitoplasma podem ser
detectados em amostras de folhas de milho
e em cigarrinhas, por meio de teste de PCR

(reacao em cadeia da polimerase). Ambos
podem ser simultaneamente detectados
utilizando-se primers para deteccao de
espiroplasma descritos por Barros et al.(2001),
e primers para deteccao de fitoplasma e
condicoes para a reacao de PCR descritos por
Lee et al. (1993).

Recomendacoes para Garantir
Eficiéncia no Processo de
Transmissao de Es;I)‘iropIasma ede
Fitoplasma em Milho

1) As cigarrinhas, para aquisicao de
espiroplasma ou de fitoplasma, devem ser
jovens adultos, obtidos de postura feita
durante uma semana, que concluiram a fase
jovem em aproximadamente quatro semanas.

2) Para a aquisicao de espiroplasma ou de
fitoplasma, as cigarrinhas sadias devem ser
confinadas na planta de milho infectada por
uma semana. ApOs a aquisicao, as cigarrinhas
devem ser alimentadas com plantulas de
milho sadias, por um periodo adicional de trés
semanas. Isso permitira o periodo latente, ou
seja, o periodo necessario para a multiplicacao
desses patdogenos na cigarrinha, apds a
aquisicao.

3) Para inocular o espiroplasma em plantulas
de milho é suficiente confinar uma cigarrinha
infectante por plantula, ou em apenas uma
folha da plantula, porém, recomenda-se

Figura 3. a) planta-fonte infectada com espiroplasma; b) planta-fonte infectada com fitoplasma
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utilizar pelo menos duas cigarrinhas, para
garantir a transmissao desse patdogeno para a
planta, caso uma delas morra.

4) O confinamento das cigarrinhas infectantes
nas plantulas, aos oito dias ap6s a semeadura,
por periodo de quatro a seis dias, tem
permitido a obtencao de 100% de plantas
infectadas, para genotipos susceptiveis.

5) Para inocular o fitoplasma recomenda-

se confinar ao menos trés cigarrinhas por
plantula, ou em uma folha da plantula, uma
vez que tem sido verificada baixa eficiéncia
de transmissao desse patdgeno para o milho,
dependendo principalmente do isolado.
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