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Processos para Avaliacao da Resisténcia
Genética de Genotipos de Milho aos
Enfezamentos Causados por Molicutes

Introducao

A utilizacao de cultivares de milho com resisténcia genética € sempre
a melhor forma de se evitar perdas causadas por doencas, sendo
considerada medida de baixo custo, que contribui para a preservacao
do meio ambiente por evitar ou reduzir o uso de produtos quimicos
fitossanitarios.

O desenvolvimento de cultivar resistente a determinada doenca requer,
prioritariamente, o conhecimento do controle genético dessa resisténcia.
Quando o controle genético da resisténcia é do tipo dominante-recessivo,
e a resisténcia € especifica para uma ou algumas racas do patogeno, é
denominada “resisténcia vertical”. Quando a resisténcia é inespecifica
contra todas as ragas do patdgeno, sendo controlada por muitos genes,
€¢ denominada “resisténcia horizontal”. Para a cultura do milho, nos casos
de resisténcia vertical, o retrocruzamento é o método indicado para a
transferéncia de poucos alelos de uma linhagem para outra, a qual sera
utilizada na producao de um hibrido resistente. Quando a resisténcia

é do tipo horizontal, a selecao recorrente é indicada para permitir a
recombinacao de alelos que conferem resisténcia (CAMARGO, 1995).

Contudo, o desenvolvimento de cultivares de milho com resisténcia a
determinada doenca pode ser limitado por causas diversas, incluindo o
desconhecimento do controle genético da resisténcia, da variabilidade do
patdgeno, e dos fatores que afetam sua incidéncia e severidade.

Entre as doencas altamente destrutivas, que causam danos severos na
producao de lavouras de milho, quando ocorrem em alta incidéncia,
estao os enfezamentos causados por molicutes. Essas doencas sao o
enfezamento-palido-do-milho (Corn stunt spiroplasma), causado por
Spiroplasma kunkelii, e o enfezamento-vermelho (Maize bushy stunt
phytoplasma), associado a um fitoplasma (MBS-fitoplasma). Esses
patdogenos sao transmitidos de forma persistente pela cigarrinha
Dalbulus maidis. Esse inseto-vetor adquire os molicutes em plantas de
milho doentes e, apds um periodo latente de trés a quatro semanas,
passa a transmiti-los quando se alimenta de plantulas de milho

sadias. Embora as plantas sejam infectadas nos estadios iniciais de
desenvolvimento, no campo, os sintomas se manifestam na fase de
producao, sendo dificil, ou impossivel, distinguir entre os dois tipos de
enfezamentos, com base apenas nos sintomas visuais (OLIVEIRA et al.,
1998; BASCOPE, 1977).Tanto a cigarrinha quanto as plantulas de milho
podem ser infectadas apenas por espiroplasma ou por fitoplasma, ou por
ambos (OLIVEIRA et al., 2007).
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Apesar das limitagdes encontradas para
distinguir plantas de milho infectadas por
espiroplasma, por fitoplasma, ou por ambos,
a selecao de gendtipos resistentes aos
enfezamentos causados por esses molicutes
tem sido feita em campo (TEIXEIRA et al.,
2013).

Neste trabalho, pretende-se analisar
vantagens e limitacoes da selecao de
genotipos de milho com resisténcia aos
enfezamentos, em campo e em condicoes
controladas de inoculacao. Pretende-se
considerar aspectos do controle genético
dessa resisténcia, informar fatores que
favorecem essas doencas e apresentar
processos para avaliacao de genétipos de
milho visando selecao quanto a resisténcia
genética, em campo e em viveiro telado
protegido contra insetos.

Controle Genético da Resisténcia do
Milho aos Enfezamentos Causados
por Molicutes

Os estudos sobre o controle genético da
resisténcia do milho aos enfezamentos
causados por molicutes tém sido realizados,
em geral, em condi¢cdes de campo, com
ocorréncia de infeccao natural (MENDONZA-
ELOS et al., 2002; SILVEIRA et al., 2008), sendo
em um deles evidenciada a predominancia
de infeccao por espiroplasma, em relagao
ao fitoplasma (SILVA et al., 2003). Os
resultados desses estudos mostraram tratar-
se de herancga genética complexa, evolvendo
efeitos aditivos e efeitos nao aditivos. Em
estudo especifico sobre o controle genético
da resisténcia do milho ao enfezamento
palido causado por espiroplasma, em que
esse patégeno foi inoculado nas plantas,

em condicoes controladas, foi confirmada a
ocorréncia de efeitos aditivos e também do
efeito de dominancia, com predominéancia
dos efeitos aditivos, em relagcao ao efeito

de dominancia (OLIVEIRA et al., 2013).
Atualmente, nao ha informacoes sobre a

heranca genética da resisténcia do milho ao
enfezamento, quando causado exclusivamente
por fitoplasma.

Consideracoes Sobre a Avaliacao
da Resisténcia do Milho aos
Enfezamentos Causados por
Molicutes, em Campo, e em Viveiro
Telado

A selegcao de genodtipos de milho resistentes
aos enfezamentos causados por molicutes,
em campo, é dependente da ocorréncia
natural, incerta e variavel, dessas doencas.
Nao é possivel diferenciar as duas doencas
com base na avaliacao dos sintomas visuais.
A determinacao precisa da infeccao das
plantas por fitoplasma ou por espiroplasma
em grande numero de amostras, seja por
técnicas moleculares ou por microscopia
eletrbnica, apresenta limitacoes, por causa
da distribuicao desuniforme dos patégenos
na planta, além do alto custo (OLIVEIRA et
al., 1998, 2002b). Por outro lado, a avaliacao
em campo pode ser vantajosa, menos
trabalhosa, e de menor custo, para grande
numero de materiais. Além disso, em geral,
no campo, as plantas de milho sado expostas a
niveis de pressao do inoculo dos patégenos,
possivelmente, menores que os niveis de
pressao do inéculo utilizado em condicoes
controladas de inoculacao.

Entretanto, em condicdes controladas de
inoculagao, em viveiro telado, é possivel
identificar o patdogeno a ser inoculado, e
identificar de forma mais rapida e segura
materiais com resisténcia genética, uma vez
que os sintomas da doenca se manifestam
em menos tempo nas plantas cultivadas em
vasos que em campo, sendo possivel garantir
a infeccao das plantas (OLIVEIRA et al., 2013).

Assim, pode ser conveniente utilizar ambas as
formas de identificacao de gendtipos de milho
com resisténcia genética aos molicutes em

programa de melhoramento para resisténcia a
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essas doencas. Pode-se recorrer a inoculacao
dos molicutes em condicoes controladas, em
viveiro telado, especialmente para identificar
fontes de resisténcia para utilizacao posterior
em processos de selecao em campo. Pode-se
também utilizar a inoculacao em condigoes
de viveiro para confirmar a resisténcia de
genotipos previamente selecionados em
campo, e para se avaliar a reacao desses
genodtipos de milho a cada um dos molicutes,
isoladamente.

E possivel inocular os molicutes em plantulas
no campo, ou realizar o transplante de
plantulas submetidas a inoculacao com esses
patdgenos. A inconveniéncia da utilizagao
dessa metodologia é que essas plantas ja
infectadas ficarao expostas ao inodculo natural
dos molicutes, podendo ser re-infectadas.
Além disso, outras doencas sistémicas, a
exemplo da virose do mosaico-comum,
podem atacar essas plantas, dificultando

a discriminacao dos sintomas e de danos
causados apenas pelos enfezamentos.

Por outro lado, no campo, pode-se recorrer

a uma pratica adequada para favorecer a
incidéncia natural dos enfezamentos causados
por molicutes (pag. 4 e 5).

Para o melhoramento do milho visando
resisténcia aos enfezamentos causados

por molicutes, Mendonza-Elos et al. (2002)
sugerem a utilizacao de selecao recorrente
para populagcoes com algum nivel de
resisténcia, ou retrocruzamento para
incorporar esta resisténcia em linhagens
susceptiveis. Como ha efeito de dominancia
no controle genético da resisténcia ao
enfezamento causado por espiroplasma, é
importante nao apenas avaliar linhagens per
se em viveiro telado, mas também avaliar
essas linhagens em cruzamentos no campo
(OLIVEIRA et al., 2013).

Entretanto, € importante ressaltar que ha
caréncia de informacoes, principalmente

sobre o controle genético da resisténcia

ao enfezamento-vermelho causado pelo
MBS-fitoplasma, e sobre a variabilidade dos
molicutes.

Além disso, é mister observar que a
temperatura ambiente pode influenciar a
expressao dos sintomas dessas doencas, que
sao favorecidas por temperaturas medias
diurnas em torno de 27 a 30 °C e temperaturas
médias noturnas em torno de 18 °C (OLIVEIRA
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010).

Variabilidade Fisiologica dos
Agentes Causais dos Enfezamentos

Estudos sobre a variabilidade molecular do
Spiroplasma kunkelii e do MBS-fitoplasma
nao tém evidenciado diferengcas marcantes
entre isolados geograficos (GOMES et al.,
2004; CARPANE, 2007).

Entretanto, estudos sobre a transmissao
desses patogenos por Dalbulus maidis em
milho indicam diferencas entre isolados, e
possivel adaptacao fisioldgica para isolado
cultivado sucessivamente, por varios anos, em
um mesmo gendtipo de milho (OLIVEIRA et
al., 2015a).

Fatores que Afetam o Nivel de
Incidéncia de Enfezamentos em
Lavouras de Milho

Sendo a cigarrinha D. maidis o inseto-

vetor do espiroplasma e do fitoplasma,
obviamente, sua presenca na lavoura de milho
¢é fator essencial para a transmissao desses
patdgenos, e consequente incidéncia dos
enfezamentos. Espera-se assim que, quanto
maior for o nivel de incidéncia de cigarrinhas
em uma lavoura de milho, maior sera o nivel
de incidéncia dos enfezamentos. Entretanto,

€ importante lembrar que nem todas as
cigarrinhas presentes em uma lavoura de
milho sao portadoras de espiroplasma e/ou

de fitoplasma e infectantes com esses agentes
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(OLIVEIRA et al., 2015a). Assim, o nivel de
incidéncia dos enfezamentos na lavoura
dependera essencialmente, da incidéncia de
cigarrinhas infectantes com espiroplasma e
ou fitoplasma, do nivel de susceptibilidade
da cultivar de milho a esses patogenos, e das
condicoes do ambiente que podem favorecer
essas doencas, principalmente temperatura
(NAULT, 1980; OLIVEIRA et al., 2007, 2011).

A avaliacao da abundancia da cigarrinha D.
maidis em funcao do ciclo do milho mostra
aumento na quantidade desse inseto-vetor
desde os estadios iniciais de desenvolvimento
das plantulas até a época do florescimento,

e decréscimo posterior. Esse aumento na
quantidade de cigarrinhas pode ser atribuido
aos insetos imigrantes e aos insetos que
nascem a partir destes, na lavoura de milho.
O decréscimo de cigarrinhas a partir do
florescimento do milho pode ser atribuido

a emigracao dos insetos para lavouras

mais jovens (OLIVEIRA et al., 2015b). Esse
movimento migratorio da cigarrinha pode
resultar na concentracao de insetos em
plantios tardios de milho, nas proximidades
de lavouras adultas. Pode também permitir a
dispersao dos insetos nas plantas de muitas
lavouras jovens, em uma determinada regiao.

O conhecimento dos fatores que favorecem
a incidéncia dos enfezamentos em lavouras
de milho permite compreender porque essas
doencas tém sido detectadas em maiores
niveis de incidéncia em plantios tardios,

e no milho safrinha. O milho cultivado na
safra de verao, com grande variagcao em
datas de semeadura, permite o aumento
sucessivo de cigarrinhas e de molicutes que,
em funcao da atividade migratoria desse
inseto-vetor, concentram-se nas lavouras
semeadas tardiamente, e no milho safrinha.
E importante lembrar que o milho safrinha,
também denominado de “segunda-safra”, em
relacao ao milho da safra de verao, pode ser
considerado de semeadura tardia, portanto
sujeito a alta populagao de cigarrinhas

migrantes de lavouras adultas, em fase de
producao, da safra anterior. Particularmente
nas regioes Centro-Oeste, Sul e Sudeste,

os enfezamentos tém sido detectados em
altos niveis de incidéncia, no milho safrinha
(OLIVEIRA et al., 2002a).

Recentemente, foram constatados maiores
niveis de incidéncia de cigarrinhas D.
maidis (OLIVEIRA et al., 2015b) e de
enfezamentos (dados nao publicados) em
épocas de safrinha, no milho semeado
experimentalmente em varias épocas.

Processo para Avaliar a Resisténcia
do Milho aos Enfezamentos

Em Condicoes de Exposicao das
Plantas ao Inéculo Natural em Campo

Considerando-se os fatores que favorecem a
concentracao de cigarrinhas e a incidéncia de
enfezamentos no milho, é possivel definir a
época para semeadura e utilizar praticas para
favorecer essas doencas, quando se pretende
avaliar genétipos de milho para selecao
visando a obtencao de resisténcia genética
aos seus agentes causais. Recomenda-se:

1) Escolher para semeadura dos genodtipos de
milho a serem avaliados localidade de clima
quente, em que se cultiva milho safrinha.

2) Escolher como época para semear os
materiais, a época de semeadura do milho
safrinha.

3) Escolher a area para semear os materiais,
preferivelmente, em proximidade de areas
com plantas de milho adultas, (se possivel,
em estacoes experimentais de pesquisa com
milho).

4) Considerando-se que, em geral, o
milho-pipoca é altamente susceptivel aos
enfezamentos, semear milho-pipoca ao lado
da area escolhida, com cerca de 50 dias de
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antecedéncia, visando concentrar cigarrinhas
e molicutes, e obter fonte de indculo desses
agentes patogénicos para infeccao dos
materiais a serem avaliados.

5) Semear os materiais a serem avaliados,

e também milho-pipoca, em parcelas com
repeticoes ao acaso, ao lado do milho-
pipoca em fase de florescimento ou de
producao (em idade de pelo menos 50 dias
desde a semeadura). (As parcelas de milho-
pipoca semeadas entre os materiais a serem
avaliados servirao de indicador do nivel de
incidéncia de enfezamentos na area cultivada
com os genodtipos a serem avaliados).

6) Na area de avaliacao, em torno de 80 a

90 dias da semeadura, as parcelas de milho-
pipoca deverao ser inspecionadas e avaliadas
para confirmar a incidéncia dos enfezamentos
em nivel adequado para a selecao dos
genotipos visando resisténcia (mais de 50%
das plantas em cada uma das parcelas de
milho-pipoca deverao apresentar sintomas de
enfezamentos).

7) Em cada parcela de milho-pipoca podem
ser coletadas amostras de folhas de trés ou
quatro plantas, ao acaso, para, em laboratorio,
serem submetidas ao teste de PCR para
deteccao de espiroplasma e de fitoplasma,
visando conhecer a predominancia de cada
um desses molicutes na area (em 10 amostras
analisadas).

8) A avaliacao da incidéncia de enfezamentos
nos genotipos de milho deve ser feita na
fase de producao das plantas (enchimento
de graos), sendo para hibridos, em geral, em
torno de 90 ou 100 dias apds a semeadura.

9) Para determinar a incidéncia de
enfezamentos em cada parcela, conta-se

o numero total de plantas na(s) fileira(s) a
ser(em) avaliada(s) e o numero de plantas
com sintomas de enfezamento. Calcula-se o
percentual de incidéncia de enfezamento, para

cada parcela, pela formula: Incidéncia (%) =

N° de plantas com sintomas x 100/ N° total de
plantas. Calcula-se o nivel médio de incidéncia
através da média aritmética dos niveis de
incidéncia obtidos para as parcelas repetidas
de cada gendtipo.

10) Os niveis de incidéncia de enfezamento
obtidos para os diferentes genétipos de milho
podem ser diretamente comparados, sendo
tanto mais resistente o gendtipo quanto
menor a incidéncia de enfezamento, e tanto
mais confiavel o resultado quanto maior for

o nivel médio de incidéncia de enfezamento
obtido para as parcelas de milho-pipoca.

11) Considerando-se que a intensidade dos
sintomas e danos nas plantas pode variar em
funcao da idade em que a planta é infectada,
e também em funcao de determinado nivel de
resisténcia, é possivel avaliar a severidade da
doenca em cada planta, utilizando-se escala
de notas:

(-) auséncia de sintomas; (+) sintomas em
uma folha; (++) sintomas em 25% das folhas;
(+++) sintomas em até 50% das folhas;
(++++) sintomas em mais de 50% das folhas;
(+++++) sintomas em varias folhas, reducao
no tamanho de internddios e altura, espigas
pequenas.

Porém, recomenda-se como mais adequada

a avaliacao da incidéncia de enfezamento
(percentual de plantas com sintomas) para

a selecao de gendtipos com resisténcia
genética, por se tratar de doenca sistémica. E
também importante lembrar que a severidade
dos sintomas na planta pode ser decorrente
da idade em que a plantula de milho foi
infectada, e nao da resisténcia do genoétipo.

Observacoes:

a) As sementes dos genotipos de milho a
serem avaliados e do milho-pipoca nao devem
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ser tratadas com inseticidas registrados para o
controle da cigarrinha D. maidis.

b) Quando se tratar de cultivares os genotipos
de milho selecionados para resisténcia

aos enfezamentos, recomenda-se que nao
sejam cultivadas isoladas e repetidamente
em determinado local, para evitar possivel
selecao de variantes genéticas dos molicutes,
e “quebra” da resisténcia. Recomenda-

se sempre diversificacao e a rotacao das
cultivares de milho a serem cultivadas para a
producao de graos, para evitar essa selegao
dos patdgenos e para minimizar possiveis
perdas quando ocorrer alta incidéncia dos
enfezamentos, proporcionada pelos diferentes
niveis de resisténcia das cultivares atacadas
pela doenca.

Em Condicoes Controladas de
Inoculacao

Plantulas de milho submetidas a inoculacao
com molicutes, em condi¢des controladas,
podem ser cultivadas em vasos em viveiro
telado protegido contra insetos, ou em campo.
Observa-se que, em campo, as plantulas
infectadas por apenas um dos molicutes,

em condicoes controladas, podem ser
novamente infectadas por fitoplasma e/ou por
espiroplasma, limitando a avaliacao de efeitos
isolados desses agentes, e podem também ser
infectadas por virus, o que dificulta e limita

a discriminacao precisa dos sintomas e dos
efeitos de cada uma dessas doenca.

Através da inoculacao dos molicutes em
plantulas de milho cultivadas em vasos,

em condigoes de viveiro telado, € possivel
discriminar a resisténcia de genotipos aos
enfezamentos (OLIVEIRA et al., 2010; NAULT,
1980; OLIVEIRA; LOPES, 2004).

Sequencialmente, o processo de preparacao
do material, inoculacao e avaliacao consiste
em:

1) Obtencao de coldnia de cigarrinhas D.
maidis sadias a partir da eclosao de ovos
incubados em placa de Petri com papel de
filtro umido, e alimentacao das ninfas com
plantulas de milho sadias, em gaiolas de tela,
até a obtencao de jovens adultos (tempo do
procedimento: 20 a 30 dias).

2) Aquisicao de espiroplasma ou de fitoplasma
através do confinamento de cigarrinhas jovens
em planta-fonte infectada, durante cinco a sete
dias, utilizando-se saco de tecido “voil”.

3) Obtencao de cigarrinhas infectantes, apos
periodo latente necessario para multiplicacao
dos molicutes (quatro semanas, incluindo o
periodo de aquisicao) de alimentacao com
plantulas sadias.

4) A inoculacao deve ser feita em plantulas de
milho aos oito dias da semeadura, confinando-
se, em cada plantula, pelo menos duas
cigarrinhas infectantes com espiroplasma ou
com fitoplasma, durante quatro dias.

5) Cada genétipo de milho deve ser avaliado
em pelo menos cinco repeticoes de parcelas
constituidas de uma planta por vaso,
utilizando-se, como controle da eficiéncia

da inoculacao, cinco parcelas de milho-
pipoca, conhecidamente susceptivel aos
enfezamentos.

6) A avaliacao deve ser feita entre 54 e 60
dias da semeadura, quando os sintomas do
enfezamento se manifestam, considerando-
se a incidéncia e a severidade dos sintomas,
como descrito no itens 9,10,11 do tépico
anterior.

Observacdes:

Deve-se evitar a realizagao da inoculacao
dos molicutes em épocas do ano em que
predominam temperaturas amenas (meses de
maio, junho, julho, agosto, na regiao Sudeste)
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inadequadas para a multiplicacao desses
patdogenos, nas cigarrinhas e nas plantas.

As gaiolas para confinamento das cigarrinhas
devem ter aeracao. Podem ser de tamanho
adequado para confinar a plantula de milho,
ou pequenas, para confinar as cigarrinhas em
apenas uma parte de uma folha.

As plantulas de milho podem ser submetidas
a inoculacao apds germinacgao no vaso,

ou em campo. Optativamente, podem ser
germinadas em recipientes pequenos, e
transplantadas para o local de cultivo, apds a
inoculagcao dos molicutes.

Literatura Recomendada Referente
aos Procedimentos para Inoculacao
e Identificacao de Sintomas dos
Enfezamentos

Para criacao e manipulacao da cigarrinha
Dalbulus maidis: Oliveira e Lopes (2004).

Para identificacao de sintomas de
enfezamentos: Sabato et al. (2013).
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