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Resumo

O milho é o principal cereal cultivado no mundo e é cultivado
no Brasil durante todo o ano em varios estados. O enfezamento
palido e o enfezamento vermelho sao doencas causadas

pelos molicutes Spiroplasma kukelii e um fitoplasma,
respectivamente, e sdo um dos fatores que podem reduzir a
produtividade do milho. Os agentes causais dessas doencas
sao transmitidos pela cigarrinha Dalbulus maidis, que se
alimenta e se reproduz apenas no milho. O conhecimento sobre
a transmissao e a predominancia de cada um dos molicutes
pode ajudar na implementacao de solucoes para reduzir

seu impacto na agricultura através de manejo adequado. O
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objetivo desse trabalho foi avaliar a infectividade natural da
cigarrinha D. maidis com molicutes, em diferentes épocas

do ano. Para isso, foram coletadas 100 cigarrinhas D. maidis
em trés épocas diferentes do ano. Cada inseto foi confinado
individualmente com a planta de milho para alimentacao e
transmissao de fitoplasma e/ou espiroplasma por 4 dias, e, apos
esse periodo, as cigarrinhas foram recapturadas e analisadas
quanto a presenca do patdgeno, por PCR (reagao em cadeia
da polimerase). As plantas foram cultivadas até o final do

ciclo para avaliacao quanto a manifestacao de sintomas dos
enfezamentos causados pelos molicutes, e a confirmacao da
presenca desses patdogenos na planta também foi determinada
por PCR. Em todas as coletas, foram observadas baixa
frequéncia de cigarrinhas portadoras de molicutes e frequéncia
ainda menor de plantas infectadas e sintomaticas. A analise
das cigarrinhas recuperadas das plantas de milho, por teste

de PCR, mostrou flutuacao na predominancia de cada um

dos molicutes dentro das trés coletas. Os resultados obtidos
permitem considerar que a incidéncia de enfezamentos no
milho é menor do que a populacao de cigarrinhas infectantes
com os molicutes.

Palavras-chave: Zea mays, molicutes, enfezamentos, doencas
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Abstract

Maize is the main cereal produced in the world and it is
cultivated in Brazil throughout the year in many states.The

Corn Stunt Spiroplasma and Maize Bushy Stunt Phytoplasma
are diseases caused by Spiroplasma kukelii and the Maize
bushy stunt phytoplasma, respectively, and they are one of the
factors that can reduce maize yield. The causal agents of these
diseases are transmitted by the leafhopper Dalbulus maidis,
which feed and reproduce only in maize. The knowledge about
the transmission and prevalence of these mollicutes can help

to implement solutions to reduce their impact on agriculture
through appropriate management. The aim of this study was

to evaluate the natural infectivity of D. maidis with mollicutes

in different seasons. For this, 100 D. maidis leafhoppers were
collected in three different seasons. Each insect (or leafhopper)
was individually confined in one maize seedling for feeding and
transmission of phytoplasm and/or spiroplasma, and, thereafter,
it was recaptured and analyzed for the presence of the pathogen
by PCR (Polymerase Reaction Chain).The plants were grown
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until the end of the cycle for evaluation of symptoms from

the diseases caused by mollicutes, and confirmation of their
presence by PCR. In all collects, there were a low frequency

of leafhoppers carrying mollicutes and often even smaller
amount of infected and symptomatic plants. The analysis of the
recovered leafhoppers from plants by PCR showed a fluctuation
in the predominance of each mollicute within the three
collections. The results support that the incidence of stunting
diseases in maize is lower than the population of leafhoppers
with mollicutes.

Keywords: Zea mays, mollicutes, corn stunting diseases

Introducao

O milho é o principal cereal cultivado no mundo, com 9877
milhoes de toneladas produzidas na safra de 2013/2014 (USDA,
2015). O Brasil é o terceiro maior produtor de milho, tendo
produzido 79,3 milhdes de toneladas em 2013/2014, ficando
atras somente dos Estados Unidos e da China, que produziram
respectivamente 351,3 e 218,56 milhoes de toneladas (USDA,
2015). O milho é cultivado em todo o territério nacional, com
cerca de 75% da area localizada nas regides do centro-sul. Nos
estados do Parana, Sao Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do
Sul, o cereal tem sido cultivado principalmente em plantios de
segunda época (safrinha).

As doencas causadas por molicutes sao um dos fatores que
podem reduzir a produtividade do milho. Essas doencas
sao sistémicas e alteram a fisiologia das plantas infectadas,
reduzindo a producao e causando prejuizos severos. Os
molicutes, fitoplasma e espiroplasma, sao procariontes
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da classe Mollicutes e causam as doencas denominadas
enfezamento vermelho e enfezamento palido do milho,
respectivamente. Os molicutes infectam o floema das plantas
de milho; alteram a fisiologia da planta; reduzem a absorg¢ao

de nutrientes, a exemplo do magnésio; causam reducao no
crescimento da planta e na producgao de graos (NAULT, 1980;
MASSOLA JUNIOR et al., 1999). O enfezamento palido (corn
stunt spiroplasma) é causado por Spiroplasma kukelii e o
enfezamento vermelho (maize bushy stunt) esta associado a um
fitoplasma (NAULT, 1980; MASSOLA JUNIOR et al., 1999). Essas
doencas sao transmitidas pela cigarrinha Dalbulus maidis,

que se alimenta e se reproduz apenas no milho, tendo ampla
ocorréncia nas lavouras desse cereal, nas regioes Sul, Sudeste e
Centro-Oeste do Brasil, assim como os enfezamentos (OLIVEIRA
et al., 2003, 2008, 2010; OLIVEIRA; LOPES 2004a,b). A maior
incidéncia de enfezamentos em plantios tardios e na safrinha é
explicada por sobreposicoes dos ciclos da cultura e condicoes
climaticas favoraveis a proliferacao do inseto vetor e da doenca
(OLIVEIRA et al., 2002a, 2003, 2010).

Apesar das diferencas entre os sintomas dessas duas doencas
de ocorréncia ampla, o diagndstico de enfezamento palido e
vermelho pode ser confundido com uma mistura de infecgoes
e com virus, e, além disso, os sintomas sofrem influéncia das
variacoes de temperatura e das plantas hospedeiras (NAULT,
1980). Por isso, a deteccao molecular do agente patogénico

é de fundamental importancia para a correta identificacao da
doenca.

O conhecimento sobre a transmissao e a predominéancia de
cada um dos molicutes pode ajudar na implementacao de
solugdes para reduzir seu impacto na agricultura através de
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manejo adequado. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
infectividade natural da cigarrinha D. maidis com molicutes, em
diferentes épocas do ano.

Material e Métodos

Foram coletadas 100 cigarrinhas Dalbulus maidis com auxilio
de rede entomoldgica em cada uma das trés épocas de coleta
(junho/2013, coleta I; outubro/2013, coleta Il e abril/2014, coleta
[ll) na area experimental da Embrapa Milho e Sorgo em Sete
Lagoas - MG. A coleta foi feita em um periodo de 1 a 3 dias, em
diversos locais da area experimental, em diferentes materiais
de milho em diferentes estadios de desenvolvimento. Em
campo, os insetos coletados foram transferidos para sacos
plasticos transparentes e transportados para o laboratorio,
onde foram soltos em caixa preta com placa de acrilico branco
e luz ao fundo, para separacao das cigarrinhas. As cigarrinhas
D. maidis foram coletadas com ponteira plastica com fundo
vedado com tecido voil, acoplada a uma mangueira de plastico
ligada a um compressor, e foram confinadas em plantulas

de milho pipoca, acondicionadas em gaiolas de garrafa pet
com abertura vedada com tecido voil, para aeragcao, em vasos
em viveiro telado protegido contra insetos (Figura 1A). Cada
inseto D. maidis (Figura 1B) foi confinado individualmente por
quatro dias nas plantulas de milho pipoca com 8 dias apo6s
semeadura, para alimentacao e transmissao de fitoplasma e/
ou espiroplasma. Apos esse periodo, as cigarrinhas foram
recapturadas, colocadas em tubos eppendorf e armazenadas

a -80 °C. As plantas foram cultivadas até o final do ciclo para
avaliacao quanto a manifestacao de sintomas dos enfezamentos
causados por molicutes, e confirmacao da determinacao da
presenca desses patogenos por PCR.
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Figura 1. (A) Gaiolas para confinamento de cigarrinhas nas
plantulas de milho e inoculagao de molicute; (B) Cigarrinha
Dalbulus maidis.

A extracao de DNA genémico das plantas e das cigarrinhas foi
feita de acordo o método de Saghai-Maroof et al. (1984). PCR
(reacao da polimerase em cadeia) multiplex foi realizado para
determinacgao simultanea de espiroplasma e de fitoplasma
com os primers R16F2 (5"-acgactgctgctaagactgg-3’) e R16R2
(5’-tgacgggcggtgtgtacaaaccccg-3’) para detecgao de fitoplasma
(LEE et al., 1993) e CSSF2 (5"-ggcaaagatgtaacaaaagt-3’)

e CSSR6 (5'-gttacttcaacagtagttgcg-3’) para deteccao de
espiroplasma (BARROS et al., 2001). Como controles

internos, foram utilizados os primers da citocromo

oxidase dalCOIlfwd (5'-tgactcaacctgggtcgttt-3°) e

dalCOlrev (5-tggtataggattgggtcacca-3’) (PALOMERA et

al., 2012) para cigarrinha e os primers da actina ACTF
(5'-tgatgaagattctcactgag-3’) e ACTR (5'-gatccacatctgttggaacg-3’)
para plantas. A reacao multiplex foi feita com tampao 10x, 0,2
mM dTNP, 1,5 mM MgCIz, 0,5 uM de cada primer, 1TU/uLTaq
DNA polimerase, 50 ng DNA e 4gua para completar o volume e
os ciclos foram 94 °C - 2min, 35 ciclos (94 °C — 1 min, 50 °C - 2
min, 72 °C - 3 min) e 72 °C - 10 min. Para os controles internos,
foram utilizadas as mesmas condicoes de reacao, e os ciclos
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foram: 94 °C — 2 min, 35 ciclos (94°C - 20 seg, 60°C — 20 seg,
72°C - 30 seg), e 72°C — 50 min.

Os fragmentos da reacao de PCR foram revolvidos em gel de
agarose 1,0% corado com GelRed™ (Uniscience, Sao Paulo, Sao
Paulo, Brasil), visualizados sob luz ultravioleta e digitalizados
em um sistema processador de imagens.

Resultados e Discussao

Apesar de terem sido coletadas 100 cigarrinhas D. maidis

em cada um dos periodos de coleta, um numero menor de
cigarrinhas foi recuperado, apds confinamento nas plantulas de
milho pipoca para transmissao dos molicutes, sendo, em cada
uma das coletas, 70, 88 e 77, respectivamente (Tabela 1).

Entre as plantas de milho pipoca submetidas a alimentacao das
cigarrinhas da primeira coleta, apenas quatro manifestaram
sintomas de avermelhamento e seca das margens das folhas,
que sao indicativos da infeccao com molicutes, e uma delas
apresentou estrias esbranquicadas, caracteristicas da infeccao
por espiroplasma. Outras quatro plantas de milho submetidas
a alimentacao das cigarrinhas da segunda coleta manifestaram
sintomas dessas doencgas, e oito plantas, referentes as
cigarrinhas da terceira coleta. Esse resultado evidenciou baixa
infectividade natural das cigarrinhas, independentemente da
época do ano em que foram coletadas.

A analise das cigarrinhas recuperadas das plantas de milho
pipoca, por teste de PCR mostrou flutuacao na predominancia
de cada um dos molicutes dentro das trés coletas, sendo que
na coleta | houve predominéancia de fitoplasma; na coleta
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Il, de espiroplasma; e na coleta lll ambos apareceram na
mesma propor¢ao, sendo que apenas na coleta Il ndao houve
deteccao de ambos os molicutes na mesma cigarrinha (Tabela
1). Os resultados da detec¢ao dos molicutes nas plantas que
apresentaram sintomas dos enfezamentos, referentes as
cigarrinhas das coletas 1 e 2, sdo apresentados naTabela 2.

A Figura 2A mostra a presenca de fitoplasma e espiroplama
tanto na cigarrinha quanto na planta. O gene da citrocomo
oxidase (mtCOl) foi usado como controle para o DNA da
cigarrinha, o que permitiu constatar que o resultado negativo
foi real e nao por causa da baixa qualidade do DNA (Figura 2B).
Além disso, foi utilizado um gene controle, actina, para testar

a qualidade do DNA em todas as plantas que apresentaram
sintoma (Figura 2C).

Em todas as coletas, foi observada baixa frequéncia de
cigarrinhas portadoras de molicutes e frequéncia ainda menor
de plantas infectadas e sintomaticas. Considerando o numero
de plantas com sintomas, em relacao ao numero de cigarrinhas
recuperadas das plantulas de milho pipoca, nas diferentes
épocas, o nivel de infectividade natural das cigarrinhas D.
maidis, com molicutes, foi de cerca de 4, 6 e 8%. Esses niveis
de infectividade natural podem ser considerados baixos, e
confirmam resultados obtidos por Oliveira et al. (2002c). Esses
autores obtiveram niveis de infectividade natural de D. maidis
variando de 2 a 20% para espiroplasma e 4% para fitoplasma,
em amostras de cigarrinhas coletadas em éareas cultivadas com
milho, em diferentes estadios de desenvolvimento, no Estado
do Mato Grosso do Sul, nas safras 97/98 e 98/99, confinando
grupos de trés a quatro individuos por plantula de milho e

13
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calculando com formula matematica a taxa individual de
infectividade.

E possivel que a infeccdo das plantulas de milho seja
dependente da concentracao dos molicutes na cigarrinha,
considerando-se que foi detectado maior numero de cigarrinhas
portadoras desses patdogenos, em relagcao ao numero de plantas
que apresentaram sintomas de enfezamento. Apenas quando

a banda indicativa da presenca de fitoplasma na cigarrinha D.
maidis é forte, no teste PCR, obtém-se a transmissao desse
patdgeno para a planta de milho (OLIVEIRA et al., 2011). Isso
sugere a dependéncia de concentracao do patdogeno no inseto-
vetor para a infeccao da plantula de milho, quando se alimenta
da seiva dessa plantula. Além disso, € comum a obtengao do
resultado falso negativo em razao da distribuicao desuniforme
desses patdgenos nos tecidos da planta (OLIVEIRA et al.,
2002b), qualidade do DNA e de outros fatores desconhecidos.

Os resultados obtidos permitem considerar que a incidéncia
de enfezamentos no milho € menor do que a populacao de
cigarrinhas infectantes com os molicutes. O enfezamento pode
aumentar se houver multiplicacao e concentracao dos agentes
patogénicos no inseto-vetor, condicao que pode ocorrer

em funcao da temperatura ambiente. Efeitos favoraveis da
temperatura em torno de 30 °C durante o dia e 25 °C durante

a noite favorecendo os efeitos dessas doencas nas plantas de
milho foram demonstrados por Nault (1980). Temperaturas
médias noturnas acima de 17 °C favorecendo a aquisicao e a
transmissao dos molicutes por D. maidis em milho também
foram mostrados por Oliveira et al. (2007, 2011). Outra evidéncia
de que esse molicute aumenta em funcao da temperatura é o
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fato de que o S. kunkelii é cultivado in vitro em temperaturas
em torno de 30 °C (WHITCOMB et al., 1986).

Tabela 1. Resultado dos testes de PCR quanto a presenca de
fitoplama e espiroplasma em cigarrinhas coletadas em campo.

Total : :
Coleta R Fitoplasma Espiroplasma

Fitoplasma/
Espiroplasma

Tabela 2. Resultado dos testes de PCR quanto a presenca
de fitoplama e espiroplasma em plantas com sintoma de
enfezamento.

Total Fitoplasma/
Coleta plantas Fitoplasma Espiroplasma Espiroplasma
I 4 3 0 1
I 4 2 0 1
I 8 - - -

*Nao analisado

15
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Figura 2. (A) Reacgoes de PCR para deteccgao de fitoplasma

e espiroplasma em cigarrinhas (amostras 1 e 2) e plantas
sintomaticas de milho (3 e 4). F e E = controles positivos para
fitoplasma e espiroplasma, respectivamente. S = cigarrinha
sadia. B = branco. Para controles de reacao foram utilizados
os controles internos: citocromo oxidase para cigarrinhas (B)
e actina (C) para milho. M = 1 kb Plus Ladder (Invitrogen). As
setas pretas indicam o tamanho do inserto amplificado e as
setas vermelhas, o tamanho indicado pelo Ladder.

Conclusoes

Houve flutuacao na predominancia de cada um dos molicutes
nas cigarrinhas considerando as trés coletas.

A manifestacao do sintoma de enfezamento ocorreu em apenas
4% a 8% das plantas, evidenciando baixa infectividade natural
das populacgdes de cigarrinhas amostradas, sendo que houve
predominancia de fitoplasma.
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