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As Condicdes Ambientais e a Planta Podem
Influenciar a Aquisicao e a Transmissao de
Fitoplasma por Dalbulus maidis

Perdas expressivas na produg¢ao de milho podem ser causadas pela alta
incidéncia de enfezamentos. Os agentes causais dessas doengas, fitoplasma
(maize bushy stunt) e espiroplasma (Spiroplasma kunkelii), da classe
Mollicutes, sao transmitidos de forma persistente propagativa pela cigarrinha
Dalbulus maidis (Figura 1) (NAULT, 1980). Essa cigarrinha pode transmitir
cada um desses molicutes, isoladamente, ou de forma simultanea, e estudos
sobre essa transmissao evidenciam influéncia do isolado de fitoplasma, da
temperatura e da ordem de aquisi¢ao de fitoplasma e espiroplasma (MOYA-
RAYGOSA; NAULT, 1998; LEGRAND; POWER, 1994; OLIVEIRA et al., 2007,
2011). A determinacao de condigbes adequadas para eficiéncia maxima de
transmissao desses patdgenos por D. maidis pode contribuir para a realizagdo
de experimentos de inoculacdo em condigdes controladas, bem como para

a identificacao de regides e épocas de maior risco de ocorréncia dessas
doencas.

Figura 1. Cigarrinha Dalbulus maidis.

Em geral, os estudos realizados para determinacao da eficiéncia de
transmissao de fitoplasma por D. maidis tém sido realizados considerando-
se apenas o percentual de plantas com sintomas de enfezamentos, a partir
de cigarrinhas submetidas a diferentes periodos de aquisicdo desses micro-
organismos, sem utilizagao de testes para sua detecg¢ao nas cigarrinhas
utilizadas para inoculacao.
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Com o objetivo de estudar a transmiss&o do
fitoplasma por D. maidis, utilizando analise PCR
para deteccao deste molicute nas cigarrinhas
usadas para inoculagao, foram conduzidos dois
experimentos em condi¢des de viveiro telado.

Para aquisicao de fitoplasma, duas coldnias de
jovens adultos foram confinadas em duas plantas
de milho-pipoca infectadas por fitoplasma,
apresentando sintomas do enfezamento
causado por esse patdgeno, obtidas através

da inoculagéao de fitoplasma, usando cigarrinha
infectante, e cultivo em condicdes controladas
de viveiro telado. A cada colénia, com cerca de
300 cigarrinhas, cada uma, foi dado um periodo
de cinco dias de acesso para aquisicao (AAP),
seguindo-se periodos de incubacao de 39 e 44
dias, para as colénias 1 e 2, respectivamente,
com base em metodologia utilizada por Nault
(1980), para obtencao de cigarrinhas infectantes
com fitoplasma maize bushy stunt.

Para transmissao de fitoplasma, cada
experimento foi conduzido com 60 plantas de
milho-pipoca e 60 plantas de uma linhagem

de milho susceptivel (L22). Aos oito dias da
germinagao, em cada plantula de milho, foi
confinada apenas uma cigarrinha, permitindo-
se um periodo de seis dias de acesso para
inoculagéo (IAP). A colénia 1 foi usada

no experimento 1 e a colbénia 2, usada no
experimento 2. Em cada experimento, o
tratamento controle consistiu de seis plantas de
milho-pipoca e seis plantas da linhagem L22, nas
quais foram confinadas cigarrinhas sadias. Cada
experimento foi constituido por 132 vasos com
5Kg de substrato, com uma planta por vaso, e
cultivado por 60 dias.

O isolado de fitoplasma utilizado nos
experimentos foi obtido de plantas de milho-
pipoca, no campo, e tem sido cultivado por seis
anos na mesma cultivar de milho-pipoca utilizada
nesses experimentos.

Os sintomas das plantas foram avaliados
semanalmente. As temperaturas e os dados
de umidade relativa do ar foram registrados
semanalmente na Estagdao Meteoroldgica da
Embrapa Milho e Sorgo.

Amostras de 10 cigarrinhas de cada colbnia,
coletadas antes do teste de transmissao, 10
cigarrinhas tomadas ao acaso, apds o periodo de
acesso para inoculagao (IAP) no milho-pipoca e
10 cigarrinhas tomadas ao acaso, apos o periodo
de acesso para inoculacao (IAP) na linhagem
L22, de cada experimento, foram analisadas

por teste de PCR para deteccao de fitoplasma,
usando primers R16F2 e R16R2 (LEE et al.,
1993). O DNA de fitoplasma foi utilizado como
controle nesses testes.

As analises por PCR mostraram bandas fracas
de 1,2kb, indicativas de fitoplasma, e bandas
nao especificas (Figura 2), em 21 cigarrinhas da
colénia 1, e apenas uma banda especifica de
1,2kb em oito cigarrinhas da colbnia 2 (Tabela 1).

A transmissao de fitoplasma foi confirmada pelos
sintomas nas plantas (Figura 3), apenas para

as cigarrinhas que apresentaram bandas fortes,
no teste de PCR. Com base na percentagem

de bandas fortes, a infeccdo das cigarrinhas foi
estimada em 27,5 e 3,3% para as colbnias 1 e 2,
respectivamente (Tabela 2).

a)

| | bandas fracas|
|banda 1,2kb (controle positivo)

! o !

(controle positivo) (bandas fortes 1,2kb)
Figura 2. Resultado de teste de PCR para
cigarrinhas da colénia 1 (a) e da coldnia 2 (b).



As Condicoes Ambientais e a Planta Podem Influenciar a Aquisicao e a Transmissao de Fitoplasma por Dalbulus maidis 3

Tabela 1. Resultados para testes de PCR e de transmisséo por cigarrinhas infectadas.

Amostras de cigarrinhas Produto PCR Plantas com sintomas
fraca’ forte

10 cigarrinhas apés IAP 7 0 N&o testado

10 cigarrinhas apds IAP em milho-pipoca 7 0 0

10 cigarrinhas apds IAP em L22 5 0 0

Leafhoppers samples Produto PCR t Plantas com sintomas
fraca’ forte

10 cigarrinhas apés IAP 2 3 N&o testado

10 cigarrinhas ap6s IAP em milho-pipoca 0 3 3

10 cigarrinhas apos IAP em L22 0 2 2

1. Banda de 1.2 kb e banda nao especifica; IAP — Periodo de acesso a inoculagao

Foto: E. Oliveira

Figura 3. Sintomas do enfezamento causado pelo
fitoplasma.

Tabela 2. Resultados da transmissao por cigarrinhas das coldnias 1 and 2.

N° de plantas com sintomas 2 0 15 5
Percentagem de plantas com sintomas 3.3 0 25 8.3
Percentagem de transmissao fitoplasma (da i i 925 307

percentagem de banda forte 27.5)
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A aquisicao e a transmissao do fitoplasma foram A transmiss&o para o milho-pipoca, a partir das
dependentes da planta-fonte e das condicoes cigarrinhas infectadas, foi de quase 100%, e
da temperatura ambiente registradas no periodo cerca de 30% para a linhagem L22.

AAP. O baixo indice de aquisicao em condicdes
de temperatura de 17 °C pode ser responsavel
pela baixa concentragéo de fitoplasma

nas cigarrinhas, nao sendo suficiente para
transmissao, e resultando nas fracas bandas de
1,2kb, obtidas nos testes de PCR.

As variaveis climaticas sao apresentadas na
Tabela 3.

Os resultados sugerem que poderia ser
conveniente utilizar pelo menos trés cigarrinhas,
apos o periodo AAP e o periodo latente, para
inoculacao de fitoplasma.

O milho-pipoca mostrou ser mais susceptivel ao
fitoplasma que a linhagem L22, com relagao a
infeccao, o que pode ser possivelmente atribuido
a maior adaptacao fisioldgica do patdgeno a esse
material, devido a sua utilizagao prolongada para
cultivo “in vivo” dele.

Tabela 3. Médias e desvio padrao de temperaturas maxima e minima (Tmax, Tmin) e umidade relativa
do ar (RH) na Embrapa Milho e Sorgo (Estacdo Meteoroldgica de Sete Lagoas - INMET), durante o
periodo de aquisicao de fitoplasma (AAP), periodo latente (LP) e periodo de acesso para inoculagao
(IAP) por cigarrinhas das coldnias (experimentos 1 e 2).

AAP 321 + 12 174 £ 09 577 + 44 304 + 3.7 204 £+ 05 752 = 174
PL 296 = 21 195 + 1 751 + 145 301 £+ 33 192 + 1 721 + 145
IAP 327 + 06 185 £ 03 589 + 24 328 + 08 188 * 0.7 60.2 +* 4.19
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A variabilidade fisiologica do fitoplasma maize
bushy stunt (MOYA-RAYGOSA; NAULT, 1998)
€ a adaptacgao a condi¢oes de temperatura
podem permitir a sobrevivéncia desse patégeno
em areas com diferentes cultivares de milho, e
diferentes condi¢cdes ambientais, favorecendo a
disseminacao dessa doenga emergente.

A analise de cigarrinhas por PCR podera auxiliar
a decisao de quantos individuos sao necessarios
para uma inoculagao eficiente, desde que
confirmada a presencga de apenas uma forte
banda de 1,2kb, como produto do teste de PCR.
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