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Introducao

A intensificacdo do cultivo do milho, com semeadura em mais de uma época do
ano, ocorre desde a década de 1980, com a adocdo do plantio de segunda época
(safrinha) em diversas regides do territério nacional, o que tem contribuido para
aumentar a incidéncia de algumas doencas, como os enfezamentos do milho causados
por molicutes. Os molicutes sdo disseminados pela cigarrinha Dalbulus maidis e tanto
esse inseto-vetor quanto esses agentes causais dos enfezamentos, dependem,
exclusivamente, da planta de milho para sobrevivéncia e multiplicagdo (NAULT, 1980).
As sobreposi¢des de ciclos da cultura favorecem a multiplicagdo da cigarrinha D.
maidis e a disseminacdo dos molicutes, resultando, eventualmente, na ocorréncia de
surtos epidémicos dessas doencas (OLIVEIRA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2008¢).
Tem sido verificada maior incidéncia dessas doencas em plantios de safrinha e os
prejuizos que podem causar na producdo de grdos sdo significativos (MASSOLA
JUNIOR et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2003c). A incidéncia e os danos causados por
essas doencas sao influenciados também pela susceptibilidade da cultivar de milho e
pelo clima, principalmente por temperaturas elevadas, em torno de 27/18 'C e de 31/25
'C (dia/noite) (NAULT, 1980; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2003; OLIVEIRA et al., 2005).
Os molicutes infectam o floema das plantas de milho e alteram a fisiologia da planta,
reduzem a absor¢do de nutrientes, a exemplo do magnésio, causam redu¢do no
crescimento da planta e na producio de grios (NAULT, 1980; MASSOLA JUNIOR et
al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002b).

O milho pode ser atacado por dois tipos de enfezamentos: o enfezamento péalido
causado por Spiroplasma kunkelii “corn stunt spiroplasma” e o enfezamento vermelho
causado pelo fitoplasma “maize bushy stunt phytoplasma”. Ambos os agentes causais
pertencem a classe Mollicutes (HOGENHOUT, 2004). Os sintomas dos enfezamentos
incluem avermelhamento foliar, redu¢do em crescimento, proliferacdo de espigas,
dentre outros, e € dificil distinguir entre os dois tipos em condi¢des de infec¢do natural
no campo. A detec¢cdo de espiroplasma e de fitoplasma pode ser feita por teste de PCR,
embora seja comum a obten¢do do resultado falso negativo em razao da distribuicao
desuniforme desses patdgenos nos tecidos da planta, de limitacdes da técnica e,
possivelmente, de outros fatores desconhecidos (OLIVEIRA et al., 2002¢). Contudo,
avaliacdes da incidéncia dos enfezamentos e deteccdo desses patdgenos em amostras de
folhas das plantas com sintomas, realizados em diferentes locais em ensaios conduzidos
na safra normal e na safrinha, por trés anos, confirmam a ocorréncia de ambos,
espiroplasma e fitoplasma, com predominancia de infec¢do das plantas por apenas um
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deles, e com predominancia de um dos dois, nos plantios de safrinha (OLIVEIRA et al.,
2002a).

A efetividade do controle dos enfezamentos através do controle do inseto-vetor é
limitada (OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008b), sendo a melhor alternativa
a utilizac@o de cultivares de milho com resisténcia genética. De forma geral, a sele¢do
de materiais de milho resistentes aos enfezamentos tem sido feita pelos métodos
tradicionais de avaliagdo de sintomas em campo, independentemente se causados por
espiroplasma ou por fitoplasma. O conhecimento de aspectos referentes ao controle
genético da resisténcia a cada um desses molicutes pode contribuir para o
desenvolvimento de alternativas para selecdo sob condi¢des controladas e para o
estabelecimento de estratégias para a utilizacdo de cultivares resistentes, de forma a
garantir a durabilidade dessa resisténcia. As informagdes existentes sobre o controle
genético da resisténcia do milho ao espiroplasma indicam a predominancia de
resisténcia do tipo horizontal, embora existam materiais com efeitos de dominancia
(SILVA et al., 2002; SILVA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008a).

O objetivo deste trabalho foi verificar os sintomas de enfezamento em plantas de
milho inoculadas com espiroplasma ou com fitoplasma.

Material e Métodos

Tratamentos e delineamento experimental: Foram avaliadas 77 linhagens de milho
em quatro experimentos conduzidos em periodos diferentes sob condi¢des de viveiro
telado com cobertura pléstica, constituidos cada um pelos tratamentos: inoculagdo com
espiroplasma, inoculacdo com fitoplasma, sem inocula¢do. Cada tratamento foi repetido
cinco vezes, sendo cada parcela experimental constituida por uma planta em um vaso
com 5Kg de solo. Em cada experimento foi incluido um tratamento controle sendo um
material susceptivel ao espiroplasma e ao fitoplasma. Os experimentos 1, 2, 3, 4,
totalizaram, respectivamente, 17, 21, 20, 19 materiais avaliados, com 270, 330, 315, 300
vasos cada um. Os tratamentos de inoculacdo foram feitos no estddio de plantula, entre
8 e 9 dias apds a semeadura. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso e
cada experimento foi conduzido por cerca de 60 dias, quando foi feita a avaliacdo. Para
andlise das condi¢des do ambiente em que foram conduzidos foram utilizados os dados
de registros didrios das varidveis climdticas referentes a temperatura € a umidade
relativa da estacdo climatoldgica localizada na drea da Embrapa Milho e Sorgo.
Inoculacgao: Para inoculacdo foram confinadas em cada plantula duas cigarrinhas D.
maidis, infectantes com espiroplasma, ou infectantes com fitoplasma, ou sadias, de
acordo com os tratamentos, durante o periodo de 4 dias, para transmissdo dos molicutes.
Ap6s esse periodo de inoculagdo, as cigarrinhas foram removidas e as plantas foram
pulverizadas com inseticidas por quatro semanas consecutivas para eliminar possiveis
ninfas oriundas da eclosdo de ovos depositados pelas cigarrinhas utilizadas para a
inoculagdo.

Obtencao das cigarrinhas infectantes: Cigarrinhas D. maidis sadias, isentas de
espiroplasma e de fitoplasma, previamente obtidas a partir da eclosdo de ovos extraidos
de folhas de milho e transferidos para placas de Petri foram utilizadas para a obtengao
de novas populacdes sadias e de populacdes infectantes com espiroplasma ou com
fitoplasma. Para obtencdo de cigarrinhas infectantes, cigarrinhas sadias foram
confinadas em plantulas de milho, em gaiolas de criacdo, durante uma semana, para
realizacdo de postura. Foram posteriormente removidas e as ninfas que eclodiram dos
ovos foram alimentadas com plantulas de milho sadias, obtidas em viveiro telado,
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protegido contra insetos. Ninfas de ultimo instar ou adultos jovens foram confinados por
cinco dias em plantas de milho infectadas apenas por espiroplasma ou apenas por
fitoplasma (plantas fonte) para aquisi¢do desses patdgenos e, posteriormente, foram
alimentadas com plantulas de milho sadias, durante trés semanas, para completar o
periodo latente necessdrio para multiplicacdo e transmissdo dos molicutes, conforme
metodologia utilizada por Nault (1980).

Plantas-fonte: As plantas-fonte, infectadas apenas por espiroplasma ou por fitoplasma,
sao mantidas em viveiro telado protegido contra insetos e utiliza-se o processo
repetitivo de aquisicdo e inoculagdo desses molicutes, utilizando-se cigarrinhas sadias
para sua manuten¢do. A confirmagio da infec¢do por apenas um dos molicutes é feita
através de teste de PCR multiplex para deteccdo simultinea de espiroplasma e de
fitoplasma, conforme metodologias utilizadas por (LEE et al., 1993; BARROS et al.,
2001; OLIVEIRA et al., 2002b).

Avaliacoes dos sintomas: A avaliacdo dos sintomas foi feita individualmente para cada
planta de todos os tratamentos e foram atribuidas notas de 1 a 5, de acordo com a
intensidade de sintomas manifestados pela planta, conforme a escala: nota 1 - presenca
de sintoma em pelo menos uma folha; nota 2 - presenca de sintomas em até 25% das
folhas; nota 3 - presenca de sintomas em cerca de 50% das folhas; nota 4 - presenca de
sintomas em mais de 50% das folhas e nota 5 - presenca de sintomas em todas as folhas,
associada a reduc@o em altura da planta em relagdo as plantas sadias.

Analises estatisticas: Os resultados obtidos foram submetidos a andlises de distribui¢ao
de frequéncia e a andlises de regressao linear.

Resultados e Discussao

Em todos os experimentos, o tratamento controle apresentou sintomas tipicos do
enfezamento palido causado por espiroplasma e do enfezamento vermelho causado por
fitoplasma, sempre com nota 5 para a intensidade desses sintomas, o que confirma a
efetividade da inoculacao dos molicutes.

A maioria das linhagens avaliadas apresentou plantas com sintomas de infec¢ao
por espiroplasma, com variacao no nimero de plantas e na intensidade desses sintomas
(Figura 1, Tabela 1). Por outro lado, a maioria linhagens, bem como a maioria das
plantas, submetidas a inoculacdo com fitoplasma, ndo manifestaram qualquer sintoma
de enfezamento causado por fitoplasma, evidenciando resisténcia completa desses
materiais a infec¢ao por esse molicute.

Todas as linhagens que mostraram susceptibilidade a infeccdo por fitoplasma,
apresentando pelo menos uma planta com sintomas, mostraram também
susceptibilidade a infec¢do por espiroplasma. Observa-se, contudo, que os percentuais
de linhagens que apresentaram sintomas de infeccdo por espiroplasma foram muito
elevados, atingindo 100% nos experimentos 2 e 3, o que reduz em muito a
probabilidade de ocorréncia de um material resistente ao espiroplasma e susceptivel ao
fitoplasma.

Foi verificada relacdo positiva, com coeficiente de determinagdo de 90%, entre o
percentual de plantas com notas igual ou superior a 3 para os sintomas de infeccao por
fitoplasma e o percentual de plantas com notas igual ou superior a 3 para os sintomas de
infec¢do por espiroplasma (Figura 2). Esse resultado indica que as linhagens que sdo
susceptiveis a ambos os molicutes respondem de forma semelhante quanto a intensidade
dos sintomas causados pela infec¢io por qualquer um deles.

Foram verificadas relagdes positivas, com coeficientes de determinacao
superiores a 90%, entre os percentuais de linhagens apresentando sintomas de infeccdo

,r'é

2

omety XX VIII Congresso Nacional de Milho e Sorgo, 2010, Goiania: Associagdo Brasileira de Milho e Sorgo. CD-Rom
821



por espiroplasma ou por fitoplasma e as médias de temperatura minima nos 10 dias
anteriores a avaliac@o e entre os percentuais de plantas com nota superior ou igual a 3 e
as médias de temperatura maxima nos 10 dias anteriores a avaliagdo, em todos os
experimentos (Figura 3). Esses resultados sugerem que possiveis alteragdes fisiologicas
nas plantas de milho, préximas ao periodo de florescimento, associadas a elevacdes de
temperatura, podem favorecer a proliferacdo dos molicutes nos tecidos e, em
consequéncia, a manifestacio de sintomas dos enfezamentos. Existem evidéncias de que
temperaturas altas aumentam os danos causados por esses patégenos. Nault (1980)
verificou que plantas de milho infectadas por fitoplasma em temperaturas 31/25 C
(dia/noite) morrem precocemente.

Tem sido confirmado que o milho apresenta predominancia de resisténcia
genética horizontal ao enfezamento causado por espiroplasma (SILVA et al., 2002,
2003) e tem sido estudada a possibilidade de discrimina¢@o dos niveis de resisténcia
utilizando-se, além da manifestacdo dos sintomas, o efeito desta doenca na reducdo da
producdo de matéria seca pelas plantas, sob condi¢cdes de inoculacdo, em condi¢des
controladas (OLIVEIRA et al., 2008a). Porém, o controle genético da resisténcia do
milho ao enfezamento causado por fitoplasma ndo € conhecido. Os resultados obtidos
neste trabalho, em que a maioria das linhagens apresenta resisténcia completa a infec¢ao
por fitoplasma, sugerem que a resisténcia a este patégeno pode ser do tipo vertical, e,
por isso, ha necessidade de estudos da inoculacdo de isolados de fitoplasma, em
diferentes linhagens, para possivel confirmacao desta hipétese.

Conclusoes

1) Materiais genéticos de milho submetidos a inoculagdo com espiroplasma
apresentam variagdo no numero de plantas com sintomas e na intensidade dos
sintomas.

2) A resisténcia completa do milho a infeccdo por molicutes é mais frequente para
fitoplasma do que para espiroplasma.

3) Ha necessidade de estudos sobre o controle genético da resisténcia do milho aos
molicutes, principalmente em relacdo ao fitoplasma.
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Figura 1. Frequéncia de linhagens com sintomas de enfezamentos.

TABELA 1. Condi¢des climdticas e manifestacio de sintomas de infeccdo por

molicutes nos materiais genéticos.

Sintomas de infeccao

Sintomas de infeccao

Condicoes climaticas

= . .

= Periqdo por Espiroplasma (%) | por Fitoplasma (%)

E :‘l::]ligoﬁ_o Linha Plantas Plantas|Linha- Plantas Plantas | Temp. Temp. Temp. Amplit. UR

2 < -gens com gens com |média maxima minima térmica média

& nota >3 nota>3| (°C) média média média (%)

(49 (49 (49

1 07/08- | 94,1 64,71 50,59 | 353 941 471 (225 30,1+ 17,1 13,0 62,8%
07/10/09 2,1 3,1 2,0 3,2 10,1

2 19/08- | 100,0 81,90 60,95 | 38,1 19,05 12,38 |23,1+ 30,7+ 17,6+ 13,1+ 62,6+
15/10/09 1,6 2,6 1,8 3,1 9,6

3 21/10- | 100,0 73,47 57,14 | 350 7,14 6,12 |238+ 299+ 193+ 106% 734+
14/12/09 1,4 2,9 1,3 3,3 12,2

4 10/02- | 84,2 57,89 33,68 | 5,3 1,05 0,00 (232+ 300% 18,6+ 113+ 748%
14/04/10 1,9 2,6 2,3 2,7 8,2
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Figura 2. Relacdo entre manifestacao de sintomas em linhagens e em plantas.
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