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Foi constatada alta incidência de plantas com sintomas
de " Enfezamento Pálido" e de " Enfezamento Vermelho"
em lavouras de milho no Brasil Central. Na mesma área
observou-se a presença de cigarrinhas Dalbulus maidis em
alta densidade. A presença de espiroplasma foi confirmada
apenas em plantas com sintomas do "Enfezamento Pálido",

RESUMO

através do teste DAS-ELISA. Os resultados da análise por
PCR indicaram a presença de fitoplasma em algumas amos-
tras de plantas com sintomas do "Enfezamento Vermelho".

Palavras chave: molicutes, fitoplasma, espiroplasma,
cigarrinhas, PCR.

ABSTRACT

"Corn stunt spiroplasma" and "maize bushy stunt phytoplasma" in the maize crop in the central
area of Brazil

A high incidence of "Com stunt Spiroplasma" and
"Maize bushy Stunt Phytoplasma" symptoms was found in
the maize culture in central-region of Brasil. A high density
of Dalbulus maidis leafhoppers was observed in the same

area. Spiroplasma was detected only in plants with "Com
Stunt Spiroplasma" symptoms, by the DAS-ELISA test. The
results of PCR analysis showed phytoplasma in some plants
with "Maize Bushy Stunt Phytoplasma" symptoms.

A doença do milho denominada "Enfezamento Pálido"
(Com Stunt Spiroplasma), foi observada pela primeira vez
no Texas (EUA), em 1945 e apenas na década de 70 demons-
trou-se que é causada por um microorganismo que se res-
tringe ao floema das plantas, pertencente ao gênero Spiro-
plasma (Gordon et al, 1981; Davis &Worley, 1973; Chen &
Liao, 1975). A doença denominada "Enfezamento Verme-
lho" (Maize Bushy Stunt Phytoplasma) foi encontrada pela
primeira vez no México, em 1950 e em 1980 demonstrou-se
que está associada à presença de fitoplasma no floema das
plantas de milho (Gordon et ai, 1981; Bascopé & Galindo,
1981). Os sintomas dessas doenças são variáveis em função
da cultivar e da temperatura ambiente (Nault, 1980) e muitas
vezes são difíceis de distinguir daqueles causados por vírus
(Scott et ai, 1977). Entretanto, é possível detectar espiro-
plasma e fitoplasma através de testes sorológicos, análises de
DNA e microscopia eletrônica, para diagnose precisa do
"Enfezamento Pálido" e do "Enfezamento Vermelho" (Raju
& Nyland, 1981; Harrison et ai, 1996; Davis, 1995). Esses
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microorganismos são transmitidos de forma persistente por
cigarrinhas, principalmente pela espécie Dalbulus maidis
(DeLong & Woicott), (Nault, 1980). O " Enfezamento Pá-
lido" e o "Enfezamento Vermelho" têm sido considerados de
importância secundária para a cultura do milho no Brasil,
devido à sua baixa incidência (Balmer, 1980). Contudo, re-
centemente têm sido observados problemas no desenvolvi-
mento de plantas de milho e na produção de grãos, principal-
mente em lavouras do Brasil Central, provavelmente causa-
dos por essas doenças.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a incidência de
"Enfezamento Pálido" e de "Enfezamento Vermelho" na cul-
tura do milho nas regiões do Triângulo Mineiro e Sudoeste
de Goiás e detectar a presença de espiroplasma e de fitoplas-
ma em amostras de plantas com sintomas dessas doenças.

No mês de fevereiro de 1995 foram visitadas lavouras
de milho que se encontravam nos estádios de enchimento e
maturação de grãos, localizadas nos municípios de Uberaba
(MG), Itumbiara (GO), Goiatuba (GO) e Vicentinópolis
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(GO). Em Uberaba foram avaliadas duas lavouras comerciais
irrigadas, com áreas de 104 ha e 64 ha, determinando-se o
percentual de plantas com sintomas de "Enfezamento Pá-
lido" e/ou de "Enfezarnento Vermelho" em fileiras de 10 m,
casualizadas em três locais em cada área. No município de
Itumbiara, avaliou-se, em uma área experimental, a ocorrên-
cia desses enfezamentos em 32 híbridos comerciais de milho,
cultivados em delineamento de blocos ao acaso, com 4 repe-
tições. Em cada parcela experimental determinou-se em 50
plantas das duas fileiras centrais, o percentual de plantas com
sintomas de "Enfezamento Pálido" e o percentual de plantas
com sintomas de "Enfezamento Vermelho". Nos municípios
de Goiatuba e de Vicentenópolis foram avaliadas lavouras
comerciais não irrigadas. Em todas as áreas visitadas foram
coletadas amostras de folhas em plantas com sintomas de
"Enfezamento Pálido" e/ou "Enfezamento Vermelho", e es-
sas foram submetidas a testes para detecção de espiroplasma
ou de fitoplasma. Com auxílio de rede foram também cole-
tadas amostras de cigarrinhas nessas lavouras para verificar a
presença de Dalbulus maidis. Vinte amostras de folhas com
sintomas de "Enfezamento Pálido" e/ou "Enfezamento Ver-
melho", provenientes das áreas de coleta, foram submetidas
ao teste DAS-ELISA (Raju & Nyland, 1981), utilizando-se
anticorpos anti-espiroplasma, fornecidos pela Pionneer Hi
Bred International (Johnston, EUA). Essas amostras foram
preparadas por maceração em tampão fosfato O,OIM, pH 7,0
(O,lg/ml). Utilizou-se como controle negativo do teste,
amostras de folhas de plântulas de milho germinadas em
papel germitest e como controle positivo, proteína de espiro-
plasma.

Vinte amostras de folhas com sintomas apenas de
"Enfezamento Vermelho" foram submetidas à amplificação
de DNA, juntamente com amostras de folhas sadias, obtidas
de plântulas de milho germinadas em papel, através do teste
de PCR, utilizando-se a metodologia descrita por Lee et al
(1993). Foram utilizados os primers 5'- ACG ACT GCT
GCT AAG ACT GG-3' (RI6F2- base 152-168) e 5'- TGA
CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3'(RI6R2- base
1373-1397), universais para amplificação de rDNA 16S de
fitoplasmas (Lee et alo 1993), e que foram fornecidos pelo
Dr. R. Davis (USDA-EUA). Quatro amostras de folhas com
sintomas de "Enfezamento Vermelho" foram examinadas em
seções ultrafinas ao microscópio eletrônico de transmissão,
conforme metodologia utilizada por Kitajima et al (1976).

Os sintomas de "Enfezarnento Pálido", observados nas
plantas de milho cultivadas nas regiões do Triângulo Mineiro
e Sudoeste de Goiás, caracterizaram-se pela presença de
faixas cloróticas, irregulares em largura e comprimento, lo-
calizadas principalmente, na base das folhas, algumas vezes
estendendo-se ao longo dessas. As brácteas das espigas apre-
sentavam-se com manchas irregulares, tipicamente descolo-
ridas. Freqüentemente, as plantas apresentavam redução em
tamanho, em graus variáveis, chegando a ser totalmente en-
fezadas e improdutivas. Os sintomas do "Enfezamento Ver-
melho" caracterizaram-se pelo avermelhamento intenso das
folhas e formação de espigas menores que o tamanho nor-
mal, algumas vezes em proliferação. As folhas baixeiras
apresentavam-se com aspecto retorcido e secando e as plan-
tas não apresentavam acentuada redução em tamanho. Foram
observadas plantas apresentando simultaneamente sintomas
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de "Enfezarnento Pálido" e de "Enfezamento Vermelho".
Em lavouras com plantas em estádio de maturação, muitas
espigas apresentavam grãos pequenos, frouxos, descolori-
dos, manchados ou chochos. Sintomas semelhantes a esses
têm sido relatados por vários autores para plantas de milho
infectadas por espiroplasma ou por fitoplasma (Balmer,
1980; Nault, 1980).

Nas lavouras de milho avaliadas em Uberaba foram
constatadas freqüências médias de 65,3% e 100% para plan-
tas com sintomas de "Enfezamento Vermelho" e freqüências
médias de 23,1 % e 16% para plantas com sintomas de "Enfe-
zamento Pálido", nas áreas de 104 ha e de 64 ha, respectiva-
mente. De acordo com informações posteriores obtidas junto
ao produtor, a produção foi reduzida na área de 104 ha e nula
na área de 64 ha. Nos 32 híbridos comerciais de milho
avaliados em Itumbiara, a freqüência de plantas com sinto-
mas variou de 0,7% a 25% (média = 9,9 ± 6,9) e de 0% a
47,5% (média = 18,6 ± 11,9) para os "Enfezamentos Pálido e
Vermelho" respectivamente. A análise de variância mos trou
ao nível de 5% de probabilidade, diferenças significativas
entre os híbridos. Entretanto, de forma geral, a maioria mos-
trou-se susceptível a essas doenças. Nas lavouras de milho
dos municípios de Goiatuba e Vicentinópolis constatou-se
alta freqüência de plantas com sintomas de enfezamento
(10% a 60%), predominando o "Enfezamento Vermelho" em
relação ao "Enfezarnento Pálido". Em todas as áreas visi-
tadas observou-se a presença de cigarrinhas em alta densi-
dade (mais de 10 cigarrinhas por planta) e nas amostras
coletadas verificou-se que, em média, 94,8% dos especimens
eram da espécie Dalbulus maidis (DeLong & WoIcott).

Através do teste DAS-ELISA, confirmou-se a pre-
sença de espiroplasma em todas as folhas que apresentavam
sintomas de "Enfezarnento Pálido", ou seja, presença de
estrias cloróticas; e a ausência desse patógeno nas folhas que
apresentavam apenas sintomas de "Enfezamento Vermelho",
isto é, apenas avermelhamento. A análise dos produtos de
PCR, em gel de agarose, mostrou bandas de 1,2 Kb, que de
acordo com Lee et al (1993) são indicativas da presença de
fitoplasma, em apenas sete amostras, dentre as 20 estudadas.
Nas amostras examinadas ao microscópio eletrônico, não foi
detectada a presença de fitoplasma no floema das plantas. De
acordo com Davis (1995), a diagnose acurada de doenças
associadas a fitoplasmas tem sido limitada por vários fatores,
incluindo-se a distribuição desigual desse microorganismo
nas plantas hospedeiras. É possível que essa distribuição
desigual na planta tenha dificultado a detecção de fitoplasma
em todas as amostras de folhas de milho com sintomas de
"Enfezamento Vermelho", examinadas ao microscópio ele-
trônico ou submetidas ao teste de PCR. Por outro lado,
embora os "primers" utilizados sejam considerados univer-
sais para a amplificação de rDNA 16S de fitoplasmas, é
possível que esse microorganismo associado ao "Enfeza-
mento Vermelho" apresente variabilidade, diferindo daque-
les fitoplasmas que, de acordo com Lee et al (1995) podem
ser detectados por PCR com o uso de "prirners" universais.
Recentemente, Harrison et al (1996), desenvolveram um
teste de PCR específico para detecção de fitoplasma em
milho, com "primers" distintos dos que foram utilizados
nesse estudo.
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Enfezamento pálido e enfezamento vermelho do milho no Brasil Central

Os resultados obtidos, com relação à incidência de
"Enfezamento Vermelho" e de "Enfezamento Pálido", evi-
denciam a importância atual dessas doenças para a cultura do
milho no Brasil Central. Ainda, a constatação da susceptibili-
dade de muitos híbridos comerciais de milho ao "Enfeza-
mento Vermelho" e ao "Enfezamento Pálido" indicam a
necessidade de estudos visando alternativas para controle
dessas doenças. Por outro lado, os resultados obtidos no teste
PCR sugerem a necessidade de mais estudos para confirmar
que fitoplasma está constantemente associado à ocorrência
dos sintomas do "Enfezamento Vermelho" em milho. Suge-
rem também a necessidade de outros estudos para avaliar a
eficiência dos métodos atualmente disponíveis para detecção
de fitoplasma associado ao "Enfezamento Vermelho" e para
avaliar a distribuição desse microorganismo nas plantas de
milho, visando padronização de amostragem para sua de-
tecção.
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