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Resumo — Entre as doencgas que incidem na cultura do milho destacam-se
os enfezamentos. Eles tém sido doencgas preocupantes nas Ultimas safras,
com perdas severas em diversas regides do pais. Em milho, dois sintomas de
enfezamento sao conhecidos, enfezamento-palido e enfezamento-vermelho,
ocasionados pelo procarionte Spiroplasma kunkelii Whitcomb (Corn
stunt spyroplasma) e por Phytoplasma (Maize bushy stunt phytoplasma),
respectivamente. Para o adequado manejo dos enfezamentos sao
imprescindiveis o diagndstico correto e a identificagdo do patéogeno. Neste
trabalho objetivou-se identificar quais patégenos causam enfezamentos em
milho no estado do Parana. Locais com relato de ocorréncia de enfezamentos
na cultura do milho na safrinha 2019 no Parana foram visitados para coleta
das amostras. As analises para deteccdo de espiroplasma e fitoplasma
foram realizadas empregando-se primers especificos. Foram  coletadas
30 amostras em quatro municipios do Parand. Em 15 amostras (50%) foi
detectada a presenca do espiroplasma. Em 50% das amostras de plantas
com sintomas de enfezamento nao se detectou a presencga do espiroplasma
ou fitoplasma. Baseado nos resultados das amostras analisadas, o agente
causal dos enfezamentos presente nas lavouras de milho, nos municipios
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amostradas (Marechal Candido Rodon, Mercedes, Anahy e Londrina), no
Parana, durante a safrinha de 2019, é o espiroplasma (Spiroplasma kunkelii).

Termos para indexagao: milho, enfezamento, fitoplasma, espiroplasma,
Spiroplasma kunkelii.
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Detection of Pathogens Causing Stunting in the
State of Parana, Brazil, in the off-Season 2019

Abstract — Among the diseases that affect the maize crop, stuntings stand
out. They have been a worrying disease in recent seasons, with severe loss-
es in several regions of the country. In maize, two stunting symptoms are
known, pale stunting and red stunting, caused by the prokaryote Spiroplasma
kunkelii Whitcomb (Corn stunt spyroplasma) and Phytoplasma (Maize bushy
stunt phytoplasma), respectively. For the proper management of the stunt-
ings, the correct diagnosis and identification of the pathogen are essential.
The aim of this work was to identify which pathogens cause stunting in maize
in the state of Parana, Brazil. Sites with reports of occurrence of the disease
in the 2019 maize crop in Parana were visited to collect the samples. The
analysis for the detection of spiroplasma and phytoplasma were performed
using specific primers. Thirty samples were collected in four municipalities in
Parana. In 15 samples (50%) the presence of spiroplasma was detected. In
50% of plant samples with symptoms of stunting, the presence of spiroplasma
or phytoplasma was not detected. Based on the results of the analyzed sam-
ples, the causal agent of the stuntings present in maize fields, in the sampled
municipalities (Marechal Candido Rodon, Mercedes, Anahy and Londrina),
in Parana, during the off-season of 2019, is the spiroplasma (Spiroplasma
kunkelii).

Index terms: corn, stowage, phytoplasma, spiroplasma, Spiroplasma kunkelii.
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Introducao

O milho é, na atualidade, uma cultura agricola chave para o agronegécio
brasileiro e para a geracdo de divisas para o pais. E o principal produto
destinado a alimentagao animal, com destaque para as cadeias produtivas
de carnes (suinos, aves e bovinos), leite e ragbes e, mais recentemente, tem
contribuido fortemente para o fortalecimento da balanga comercial através
de exportagdes para diversos paises no mundo. Nesse sentido, qualquer
fator que interfira na produgdo e/ou na oferta deste cereal, bem como na
viabilidade de seu uso para os fins especificos nas diferentes cadeias
produtivas supracitadas, resulta em prejuizos de enorme magnitude para a
economia brasileira.

Os sistemas de produgéo de milho no Brasil envolvem duas safras (verao
e safrinha). Na safra 2018/2019, foram plantados mais de 17 milhdes de
hectares, sendo 5 milhdes de primeira safra e 12 milhées de safrinha, e uma
producéo total de 97 milhdes de toneladas (Conab, 2019). A produtividade
média brasileira é de apenas 5,6 ton/ha. Entre os fatores que contribuem
para reducao da produtividade média brasileira predominam doengas e
pragas (Costa et al., 2017). Entre as doengas que incidem na cultura do milho
destacam-se os enfezamentos (Sabato, 2017).

Os enfezamentos do milho tém se destacado entre as doencas mais
preocupantes do milho nas Ultimas safras, com perdas severas em diversas
regides do pais (Silva, et al., 2017). As perdas devidas aos enfezamentos
podem chegar a 100%, em fungao da época de infecgado e da suscetibilidade
da cultivar plantada (Nault, 1990). Os enfezamentos sao causados por
bactérias da classe Mollicutes, caracterizadas pela auséncia de parede
celular (Pollack et al., 1997). Os molicutes infectam as plantas de forma
sistémica, resultante da colonizagéo e infeccdo dos tecidos do floema. Em
milho, dois sintomas de enfezamento sdo conhecidos, enfezamento-palido e
enfezamento-vermelho, ocasionados pelo procarionte Spiroplasma kunkelii
Whitcomb (Corn stunt spyroplasma) e por Phytoplasma (Maize bushy stunt
phytoplasma), respectivamente. Ambos os patdgenos sdo transmitidos
de forma persistente propagativa pela cigarrinha do milho Dalbulus maidis
(DeLong & Wolcott) (Homoptera: Cicadellidae) (Whitcomb et al., 1986; Firrdo
et al., 2004; Lee et al., 2000).
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As plantas com enfezamento apresentam reducao de crescimento e
desenvolvimento, entrends curtos, proliferacdo e malformacao de espigas,
espigas improdutivas, enfraquecimento dos colmos com favorecimento
de infecgbes fungicas que resultam em tombamento. Os sintomas do
enfezamento-palido sdo caracterizados por estrias cloréticas delimitadas que
se iniciam na base das folhas, plantas com altura reduzida, encurtamento
de entrends, brotos nas axilas foliares e cor avermelhada em folhas,
podendo ocorrer enfraquecimento dos colmos e proliferagdo de espigas
(Shurtleff, 1986). Ja para o enfezamento-vermelho sao amarelecimento e/ou
avermelhamento das folhas geralmente iniciando pelas bordas, perfilhamento
e proliferagéo de espigas por planta (Shurtleff, 1986).

Para o correto manejo dos enfezamentos é imprescindivel o diagndstico
correto e a identificagdo do patégeno. Atualmente o diagnéstico da doenga
€ baseado na analise dos sintomas, microscopia e emprego de métodos
moleculares baseados em PCR (Sabato, 2017; Sousa e Barros, 2017). O
diagndstico baseado em sintomas nem sempre é conclusivo na separagao
do enfezamento-vermelho do enfezamento-palido, e as vezes ainda pode
ocorrer equivoco com outras doencgas e deficiéncias nutricionais (Sabato,
2017). Neste trabalho objetivou-se identificar quais patdgenos causam
enfezamentos em milho no estado do Parana.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras em 30 lavouras com relato de ocorréncia de
enfezamentos na cultura do milho na safrinha 2019 em quatro municipios do
Parana (Tabela 1). Folhas com sintomas de enfezamentos foram coletadas
em lavouras com alta incidéncia da doenga. As folhas amostradas foram
identificadas e acondicionadas em caixa de isopor com gelo e trazidas para
a Embrapa Milho e Sorgo.
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Tabela 1. Amostras, locais de coleta e resultado de analise molecular para detecgao
de molicutes (fitoplasma e espiroplasma) em folhas de milho coletadas no estado do
Parana na safrinha de 2019.

Amostra Local Moli
Fitoplasma Espiroplasma

PR1.2019 Marechal C. Rondon X
PR2.2019 Marechal C. Rondon X
PR3.2019 Marechal C. Rondon
PR4.2019 Marechal C. Rondon
PR5.2019 Marechal C. Rondon
PR6.2019 Marechal C. Rondon X
PR7.2019 Marechal C. Rondon X
PR8.2019 Marechal C. Rondon X
PR9.2019 Marechal C. Rondon X
PR10.2019 Marechal C. Rondon
PR11.2019 Marechal C. Rondon X
PR12.2019 Marechal C. Rondon
PR13.2019 Marechal C. Rondon X
PR14.2019 Marechal C. Rondon X
PR15.2019 Marechal C. Rondon
PR16.2019 Mercedes
PR17.2019 Mercedes
PR18.2019 Mercedes X
PR19.2019 Mercedes X
PR20.2019 Anahy X
PR21.2019 Anahy
PR22.2019 Anahy
PR23.2019 Anahy

PR24.2019 Anahy
PR25.2019 Anahy

PR26.2019 Londrina X
PR27.2019 Londrina X
PR28.2019 Londrina

PR29.2019 Londrina X

PR30.2019 Londrina
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No Laboratério, as amostras de folhas doentes foram submetidas a
extracado de DNA, segundo protocolo descrito por Saghai-Maroof et al. (1984).
As analises para deteccao de espiroplasma e fitoplasma, respectivamente,
agentes causais dos enfezamentos, palido e vermelho, foram realizadas
empregando-se primers especificos descritos por Barros et al. (2001) e Lee
et al. (1993). Foram utilizados os primers R16F2 e R16R2 para deteccao
do fitoplasma (Lee et al.,, 1993) e CSSF2 e CSSR6 para deteccdo do
espiroplasma (Barros et al., 2001). Os produtos dessas rea¢des de PCR foram
separados por meio de eletroforese em gel de agarose para confirmagao do
peso molecular dos fragmentos amplificados. Os protocolos foram realizados
conforme descrito por Sousa e Barros (2017).

Resultados e Discussao

Em 15 amostras (50%) foi detectada a presencga do espiroplasma. Os
espiroplasmas tém maior adaptacao para lavouras de milho cujas altitudes
sdo menores, enquanto os fitoplasmas ocorrem em locais de maiores
altitudes (Nault, 1980). Considerando as altitudes dos municipios de Marechal
Candido Rondon (420 m), Mercedes (415 m) e Anahy (483 m), a prevaléncia
de espiroplasma em relagdo a ndo detecgao de fitoplasma nas amostras pode
estar associada a esta caracteristica. Estes resultados sao importantes para
que o uso de cultivares resistentes seja feito, considerando a prevaléncia do
espiroplasma na regido amostrada, e que existe diferenca entre os gendtipos
quanto a resisténcia ao fitoplasma e espiroplasma (Oliveira et al., 2010).
Estes resultados corroboram os obtidos por Silva et al. (2019), em que foi
detectada apenas presenca de espiroplasma em amostras coletadas na
regido de Marechal Candido Rondon, no Parana.

Em 50% das amostras de plantas com sintomas de enfezamento nao
se detectou a presenca do espiroplasma ou fitoplasma (Tabela 1). Este
resultado reforca a necessidade de se utilizar um método molecular para
confirmar o diagndstico da doenga (Sabato, 2017; Sousa; Barros, 2017). O
diagnodstico baseado em sintomas nem sempre é categoérico na separagao do
enfezamento-vermelho do enfezamento-palido e as vezes ainda pode ocorrer
engano com outras doengas e deficiéncias nutricionais (Sabato, 2017). Neste
caso especificamente, a doenga pode nao ser enfezamento ou a quantidade
de patdgeno presente nos tecidos doentes estava abaixo do limite de
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detecgdo. O que reforga a necessidade de se desenvolver um método mais
sensivel para identificagdo do patégeno.

Considerando os impactos que os enfezamentos causam na cultura do
milho é necessaria a adogao de medidas de medidas de controle da doenca
no estado do Parana. O controle mais eficiente dos enfezamentos consiste
na utilizacdo de cultivares resistentes. Outras praticas recomendadas para o
manejo dessas doengas sao: evitar semeaduras sucessivas de milho; fazer o
pousio por periodo de dois a trés meses sem a presencga de plantas de milho;
e alterar a época de semeadura, evitando-se a semeadura tardia da cultura.
O uso de inseticidas para o controle do inseto-vetor ndo tem apresentado
eficiéncia satisfatéria na reducdo da incidéncia dos enfezamentos, porém
existem produtos registrados no Mapa.

Conclusao

Baseado nos resultados das amostras analisadas, o agente causal dos
enfezamentos presente nas lavouras de milho, nos municipios amostradas no
Parand, durante a safrinha de 2019, é o espiroplasma (Spiroplasma kunkelii).
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