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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a incidéncia de viroses e enfezamentos e estimar as
perdas causadas por enfezamentos na culturado milho safrinha. Os diagnésti cos baseados em sintomas
foram confirmados por PCR ou RT-PCR. Em todas as lavouras, foram identificadas plantas com
sintomas de enfezamentos, em incidéncia de 6,2% a49,9% (média de 20,7%). Naidentificacdo de
insetos vetores desses patdgenos, a cigarrinha Dalbulus maidis foi detectada em 20 lavouras das 24
amostradas, constituindo 66,6% do total de espécimens de cigarrinhas coletadas. A perda potencial

causada pel os enfezamentos no periodo foi estimadaem cercade 16,5 milhdes deddlares. A ocorréncia
de plantas com sintomas de “Maize rayado fino virus’ e “Maize dwarf mosaic virus’ foi baixa e o
diagndstico confirmado por RT-PCR. A andlise de 441 amostras suspeitas de infeccéo por “Mal de Rio
Cuartovirus’, por DAS-ELISA, mostrou ausénciadesse virus. Resultados de PCR indicaram apresen-

cadeum possivel fitoplasmadistinto de“ Maize bushy stunt phytoplasma” em duas plantas apresentan-
do nanismo acentuado, folhas estreitas, enrijecidas, com deformaces, e gréos nainflorescéncia, haven-
do necessidade de mais estudos para a confirmag&o daidentidade desse possivel novo fitoplasma.

Termos paraindexagdo: Zea mays, espiroplasma, doenca das plantas.

Occurrence of viruses and stunting diseases and estimative of yield losses by mollicutes
in corn in Parana State, Brazil

Abstract — The objective of thiswork was to evaluate the occurence and yield losses by corn stunting
diseases and maize viruses in “safrinha’ season. Disease diagnostics based on plant symptoms were
confirmed by PCR or RT-PCR assays. Insect samples were collected in 24 fields for identification of
vectors of the pathogens. Corn stunting diseases symptoms were observed in all crops evaluated, with
incidence levels ranging from 6.2% to 49.9% (average 20.7%) and the presence of the leafhopper
Dalbulus maidis, was detected in 20 of the 24 areas evaluated. This insect species was prevalent,
representing 66,6% of total leafhoppers specimens collected. The potentia yield losses caused by
mollicutes was estimated around US$ 16.5 million. Few plants showing Maize rayado fino virus and
Maize dwarf mosaic virus symptoms were found and virus infection was confirmed by RT-PCR. Mal
de Rio Cuarto virus was not detected in al 441 plants analyzed by DAS-ELISA. Results of PCR
assaysindicated the presence of apossible phytoplasmadifferent from maize bushy stunt phytoplasma
in two stunting maize plants showing leaves distortions and grain in the inflorescence. However, new
studies should be done to confirm the identity of this possible new phytoplasma.

Index terms: Zea mays, spiroplasma, plant disease.
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Os enfezamentos causados por molicutes e as
virosesdo milho aumentaram emincidéncia, causan-
do prejuizos significativos na produgdo de semen-
tesegréosdesse cered (Oliveiraet d., 1998; Massola
Junior et ., 1999). Atualmente, hacarénciade deter-
minages daincidéncia e perdas causadas por essas
doencas nas principais regides produtoras de milho,
além de aspectos relativos a sua disseminacdo e al -
ternativas de controle. O enfezamento pélido do mi-
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Iho € causado por espiroplasma (Spiroplasma
kunkelli Whitcomb) e o enfezamento vermel ho, por
fitoplasma (Maize bushy stunt phytoplasma), ambos
patdgenos pertencentes a classe Mollicutes e trans-
mitidosdeformapersistente pelacigarrinhaDalbulus
maidis (DeLong & Wolcott) (Balmer, 1980; Gordon
eta.,1981).

Osvirus mais prejudiciais a cultura do milho no
Brasil, pelos danos a producéo de gréos, séo “ Maize
rayado fino virus” (MRFV), “Maize mosaic
virus” (MMV) e “Maize dwarf mosaic virus”
(MDMYV), transmitidos, respectivamente, pelas
cigarrinhas Dalbulus maidis e Peregrinus maidis
(Asmead), e por pulgbes (Pinto et al., 1997). Contu-
do, em 1986, foi mencionadaaocorréncia davirose
Mal de Rio Cuarto, causadapor “Mal de Rio Cuarto
virus’ (MRCV), nos municipios de Foz do Iguagu e
Cascavel, no Estado do Parand, permanecendo ane-
cessidade de confirmagéo daidentidade do virusen-
contrado, através de testes soroldgicos. O MRCV,
gue pertence ao género Fijivirus, é transmitido pela
cigarrinha Delphacodes kuscheli Fennah, infecta
diversasgramineassilvestres e cultivadas, etem cau-
sado perdas elevadas na culturado milho naArgen-
tina, quando ocorre em surto epidémico (L enardon
& March, 1998; Ornaghi et a., 1999). Por causada
proximidade geogréfica entre os dois paises, essa
virose constitui um problema potencial parao culti-
vo domilho no Brasil.

O objetivo destetrabalho foi avaliar aincidéncia
de viroses e enfezamentos e estimar as perdas cau-
sadas por enfezamentos na culturado milho safrinha.

Material e M étodos

A incidéncia de plantas com sintomas de virose e de
enfezamento foi avaliadaem 24 lavouras de milho safrinha
do ano 2000 (cultivado de marco ajulho de 2000), locali-
zadas nos municipios de Cambé, Alvorada do Sul, Bela
Vista, Maring4, Dr. Camargo, Floresta, Campo Mouréo,
Juranda, Campinadal agoa, Ubiratd, Sdo Miguel do Iguagy,
Medianeira, Itaipulandia, Nova Santa Rosa, Guaira,
Palotina, Corbélia e Cafelandia, no Estado do Parana
Na épocadaavaliacao, essaslavouras encontravam-se em
estadiosfenol 6gicosvariando de seis (florescimento) anove
(gréo farinéceo).

Em cada lavoura, em trés fileiras de 10 m cada uma,
casualizadasnaérea, foi determinado o nimero de plantas
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com sintomas de enfezamentos e/ou de viroses e o nimero
total deplantasnafileira. Os dados obtidos foram conver-
tidosem porcentual de plantasinfectadasem cadafileira, e
amédia entre as trés fileiras, considerada representativa
para cada lavoura amostrada. Em cada lavoura, foram
coletadas amostras de folhas em duas plantas apresentan-
do sintomas de enfezamento que foram submetidasaPCR,
para deteccdo de fitoplasma e de espiroplasma, visando
confirmar o diagnostico feito no campo e verificar a pro-
porcdo de infecgdo entre esses dois patdgenos. Foram
coletadas amostras de folhas com sintomas de MDMV e
de MRFV, paraconfirmagdo dapresencadessesvirusatra-
vés de RT-PCR.

Além das avaliagBesfeitas nastrésfileirasde 10 m de
cada lavoura, as mesmas foram avaliadas em vérios pon-
tos, em busca de plantas possivelmente portadoras do
MRCV. Foram coletadas 441 amostrasdefolhas, em plan-
tas apresentando deformagdes foliares, suspeitas de esta-
rem infectadas pelo MRCV, mesmo sem a presenca de
enacOes sobre asnervuras, nafaceinferior dasfolhas, sin-
tomas tipicos desta virose. Estas plantas foram submeti-
das a0 teste sorol6gico DAS-ELISA, com anti-soro espe-
cifico para detecgdo do MRCV (Giménez Pecci et d.,
1991).

Foram coletadas amostras de folhas em plantas apre-
sentando acentuado nanismo, folhas estreitas e enrijecidas,
epresencade gréos nainflorescéncia, suspeitas de estarem
infectadas por molicutes, paraserem analisadasao micros-
copio eletrénico de transmissédo e por PCR.

Em 20 lavouras, dentre as 24 avaliadas, foram col etadas
amostrasdeinsetos, com o auxilio deumarede entomol bgica,
afimde verificar apresencadecigarrinhasDalbulus maidis
ede Delphacodes kuscheli. As coletasforam realizadasem
tréslocais casudlizados, em cadalavoura, mediante 30 mo-
vimentos de coleta, ao longo de um percurso de 10 m,
entre duas fileiras de plantas. Os espécimens coletados
foram congelados, posteriormente preservados em & co-
ol 70% e examinados sob microscdpio estereoscopico para
identificagdo de D. maidise D. kuscheli.

Na deteccao de fitoplasma e espiroplasma, 0 DNA to-
tal usado paraamplificacéo por PCR foi extraido segundo
Princeet a. (1993), eforam utilizadas as seguintes condi-
¢Oes de reacdo e oligonucleotideos para detecgao de
“Maize bushy stunt phytoplasma”: MBS-F1
5 AATGTCGAACTAACAGGCGG 3, e MBS-R1
5 GGTTTTGGTTTAGGGGTT 3, conforme Harrison
et al. (1996). Nas seis amostras com sintomas atipicos de
MBSP, adetec¢ao defitoplasmafoi testadatambém utili-
zando-se condi¢des de reacdo e os oligonucl eotideos R16F2
5 ACGACTGCTGCTAAGACTGG 3eR16R05 TGA
CGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 3, descritos por
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Leeet a. (1993). A deteccdo de espiroplasmafoi feitauti-
lizando-se condicoes de reacéo e oligonucl eotideos CSSF2
5 GGCAAAAGATGTAACAAAAGT 3 e CSSR6
5 GTTTACTTCAACAGTAGTTGCG 3, segundo Bar-
roset a. (2001).

As amostras das plantas analisadas foram também fi-
xadas em tamp&o de Milloning, contendo 2,5% de
glutaraldeido, pés-fixadas em tetroxido de 6smio 1%, de-
sidratadas em série & cool-acetona, incluidas em resina
Spurr, contrastadas com citrato de chumbo, apds seccdo
em ultramicrétomo e observadas ao microscopio el etroni-
co de transmissdo para verificar a presenca de molicutes
(Hayat, 1989).

Na deteccdo de MDMV e do MRFV, a ex-
tracdo de dsRNA foi feita conforme Valverde et al.
(1990). Na amplificagdo via RT-PCR do MDMV,
foram utilizados os oligonucleotideos MDMV 2
5 TATTCCATCAGTCGGGAACTG 3 e MDMV3
5 ACGAGGTAAAACCTCAC 3, seguindo-se o pro-
tocolo descrito por Almeidaet al. (2000). NaMRFV, fo-
ram utilizados os oligonucleotideos MRFV-09
5 CCTCTTCCTGATCCTCCTCGTGTGCTGGAGACG3 e
MRAV-10, 5 GOCCACAGGTCTTATGGCCGACCTGCTACC3,
segundo Hammond et al. (1997).

Nadeteccdo de MRCV por DAS-ELISA, amostras de
folhas foram maceradas em tamp&o PBS + 0,05% de
Tween 20, seguindo-se o procedimento para o teste
DAS-ELISA, conforme Giménez Pecci et . (1991), utili-
zando-se 1gG anti-MRCV, produzidano INTA, Cérdoba.

A perdapotencia causadapor enfezamentos na cultu-
rado milho safrinhafoi estimada utilizando-se os resulta-
dos obtidos naincidénciamédiadessas doengas naregiéo,
informagdes referentes as estimativas de danos causados
por essas doencas, informagdes do DERAL referentes a
area plantada e produtividade média do milho safrinhade
2000 no Estado do Parana, e o preco de comercializagdo do
produto em junho de 2000.

Resultados e Discussao

A presenga de plantas com sintomas de
enfezamentos causados por molicutes foi constata-
da em todas as lavouras de milho amostradas, en-
guanto a presenca de plantas com sintomas de virus
ficou restritaaapenascinco lavouras (Tabela 1). Es-
ses resultados evidenciam que, atualmente, as do-
encas causadas por molicutes representam proble-
ma mais importante que as viroses, na cultura do

milho safrinha, no Estado do Parana. Os sintomasde
enfezamentos caracteri zaram-se principa mente pelo
avermelhamento das folhas das plantas em intensi-
dade variavel em diferentes cultivares. N&o foram
observadas plantas apresentando faixas esbran-
quicadas estendendo-se a partir da base das folhas,
sintoma caracteristico e diagnéstico de plantas
infectadas por espiroplasma. Contudo, com base
apenas nos sintomas observados, ndo seria possi-
vel ter certeza se as plantas estariam infectadas por
fitoplasma, por espiroplasma ou por ambos. Algu-
mas vezesfoi observadaproliferacéo de espigas as-
sociada aos sintomas de avermel hamento foliar.

N&o foram encontradas plantas de milho apresen-
tando sintomastipicosdo MRCV, que se caracteriza
pela presenca de enagdes sobre as nervuras na face
inferior dasfolhas, associadaao nanismo acentuado
e a deformacdes foliares. O resultado do teste
DAS-ELISA para detecgdo do MRCYV, feito nas
441 amostras de plantas que apresentavam acentua-
do nanismo e deformagBesfoliares, sem presencade
enacdes, foi negativo, confirmando a auséncia des-
sevirusno milho safrinha. Porém, considera-serele-
vante a realizacdo de outras avaliagles, particular-
mente na safra de verdo, visando a adogéo de medi-
das de erradicacdo imediata, caso essevirusvenhaa
ser detectado.

Em todas as plantas com sintomas do MDMV e
do MRFV, foi confirmada a presenca desses virus,
cujaincidénciafoi inferior a0,66%, ou sgja, 0 menor
nivel detectével, pois apenas uma planta apresentou
sintoma, num total de 150 plantas avaliadas nostrés
pontos de amostragem. A virose mosai co-comum
geramente ocorre em surtos, sendo favorecida pela
presenca de fonte de in6culo proporcionada por
gramineas infectadas, presenca de afideos vetores,
suscetibilidade da cultivar e por plantios tardios da
safradeverdo (Almeida, 1999). N&o foi observadaa
presenca de gramineas silvestres apresentando sin-
tomas dessavirose, asquais poderiam constituir fon-
te deindculo parao milho, podendo ser essaarazéo
dabaixaincidénciadetectada. A incidénciado MRFV
também pode ser variavel, em raz&o do local e data
deplantio (Waquil et al., 1996).

Os niveis de incidéncia de enfezamento nas la-
vourasavaliadas variaram de 6,2% a49,9% de plan-
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tas com sintomas, com média de 20,7% (Tabela 1).
Considerando-se que estas doencas reduzem, em
média, 50% na producéo do milho (Massola Janior
et a., 1999) eque aareaplantadacom milho safrinha
no Parang, em 2000, foi daordem de 693.478 hecta-
res, para uma produtividade média de 43 sacas por
hectare (Parand, 2002), foi feita uma estimativa de
perdas causadas por essas doencas. Considerando-
seo preco médio de US$ 5,5 por sacade milho, esti-
mou-se gque o potencia de perdas causadas pelos
enfezamentos na cultura do milho safrinhano Esta-
do do Paranafoi, aproximadamente, 16,5 milhGesde
ddlares. Com base nessa estimativa, um significati-
vo aumento de lucratividade poderia ser obtido com
o controle dessas enfermidades na culturado milho,
resultando em aumento imediato dos niveis atuais
de produtividade de gréos.

Por meio de PCR, foi confirmada a presenca de
fitoplasmaem amostras de plantas com sintomas de

enfezamentos. Porém, das 46 amostras analisadas,
em apenas oito detectou-se a presenca desse
patdgeno. Estas mesmas amostras, quando subme-
tidasaPCR paradetec¢do de espiroplasma, apresen-
taram resultado negativo, que pode ser atribuido as
limitagBes observadas anteriormente na detecgdo de
molicutes em amostras provenientes do campo, em
virtude, provavelmente, do baixo titulo e distribui-
¢cdo desuniforme desses patdgenos nas plantas
(Oliveiraet al., 1998). Contudo, esses resultados su-
gerem predominancia de fitoplasma em relacéo a
espiroplasma, aspecto importante, considerando-se
gue 0s mecanismos de resisténcia de cultivares de
milho a esses patégenos, ainda pouco conhecidos,
podem ser provavel mente diferenciados, além dane-
cessidade de elucidacdo dos fatores epidemiol 6gicos
gue podem favorecer ou limitar aocorrénciageogré-
ficadiferenciada

Tabela 1. Ocorréncia e porcentagem de virus e de enfezamentos em 24 lavouras de milho safrinha (safra 2000), em 18

municipios do Estado do Parana®.

Lavouras  Municipio Estédio MRCV MDMV MRFV Enfezamento
fenol 6gico® (%)
1 Cambé 9 - - - 34,9
2 Cambé 6 - - - 9,9
3 Bela Vista do Paraiso 7 - - - 7.6
4 Alvoradado Sul 6 - <1 - 10,4
5 Maringa 8 - - - 12,7
6 Dr. Camargo 7 - - - 26,4
7 Floresta 9 - - - 14,4
8 Floresta 9 - - - 41,4
9 Campo Mouréo 8 - - - 104
10 Juranda 8 - - - 13,7
11 CampinadalLagoa 9 - - <1 16,8
12 Ubirata 6 - - - 14,2
13 Sdo Miguel do Iguagu 7 - - - 271
14 Medianeira 7 - - - 19,8
15 Medianeira 6 - - - 23,2
16 Itaipulandia 8 - - - 35,2
17 Nova Santa Rosa 8 - <1 - 228
18 Guaira 8 - - - 32,0
19 Palotina 7 - - - 49,4
20 Paotina 9 - - - 26,1
21 Paotina 9 - - - 21,0
22 Corbdlia 8 - - <1 84
23 Corbédlia 8 - - <1 12,3
24 Cafelandia 8 - - - 6,2

WMRCV: “Mal de Rio Cuarto virus’; MDMV: “Maize dwarf mosaic virus’; MRFV: “Maize rayado fino virus’; -: auséncia. (@6: florescimento;

7: gréo leitoso; 8: gréo pastoso; 9: gréo farinaceo.
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A presencadacigarrinhaD. maidisfoi confir-
mada em todas as lavouras avaliadas, constituin-
do 66,6% do total de espécimens de cigarrinhas
coletadosem 20 lavouras (Figura 1). A ampladis-
tribuicdo desse inseto vetor de molicutes, no Es-
tado do Parand, pode explicar aamplaocorréncia
e disseminacé@o dos enfezamentos causados por
molicutes naregi&o. Por outro lado, a cigarrinha
D. kuscheli n&o foi encontrada entre os
espécimens de cigarrinhas col etados, confirman-
do-se, indiretamente, aausénciado MRCV.

Seis amostras de plantas com sintomas que se
caracterizam por nanismo acentuado, folhas es-
treitas, enrijecidas, com deformagdes, e presenca
de grédos na inflorescéncia, quando submetidas a
PCR para detecgdo de fitoplasma, utilizando-se
oligonucleotideos especificos para detecgdo de
“Maize bushy stunt phytoplasma” (Harrison et al.,
1996), apresentaram resultado negativo. Porém,
guando estas mesmas amostras foram submeti-
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dasa PCR paradeteccao de fitoplasma, utilizan-
do-se os primersuniversais R16F2 e R16R0 (Lee
et al., 1993), duas amostras apresentaram resul ta-
do positivo. Esse resultado sugere tratar-se de
um fitoplasma distinto de “Maize bushy stunt
phytoplasma”, havendo necessidade de mais es-
tudos para confirmacé&o e caracterizacdo do pos-
sivel agente etiol dgico distinto. Entretanto, aané-
lise de quatro outras amostras de plantas com
esses mesmos sintomas, através da microscopia
eletrénica de transmissdo, ndo permitiu a
visualizagdo defitoplasma, o que também poderia
ser explicado pela distribuicdo desuniforme do
patégeno nas plantas. As plantas com esses sin-
tomas foram sempre encontradas em grupos de
guatro ou cinco, entre as plantas normais das la-
vouras, descartando-se por isso, a hipétese de
tratar-se de algumaanomaliagenética, cujadistri-
buicdo esperada nas lavouras seria casual, uni-
formeerara

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Lavouras de milho

Figura 1. OcorrénciadacigarrinhaDalbulus maidis (0 e de outras cigarrinhas (m) determinadaem 20 lavouras de milho
safrinha, em 16 municipios no Estado do Parang, no ano de 2000. Lavouras 1 e 2: Cambé; 3: Bela Vista do Paraiso;
4: Alvoradado Sul; 5: Maringg; 6: Dr. Camargo; 7 e 8: Floresta; 9: Campo Mouréo; 10: Juranda; 11: Campinadal agog;
12: Ubirat&; 13: Sdo Miguel do Iguagu; 14 e 15: Medianeira; 16: Itaipuldndia; 17: Nova Santa Rosa; 18: Guaira; 19

e 20: Paotina.
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Conclusoes

1. Osenfezamentos causados por molicutes ocor-
rem com altaincidéncianaculturado milho safrinha,
no Estado do Parana

2. O“Maizerayadofinovirus’ eo*Maize dwarf
mosaic virus’ estdo presentes na cultura do milho
safrinha, no Estado do Parand, em baixos niveis de
incidéncia.

3. O “Mal de Rio Cuarto virus’ néo é detectado
nacultura do milho safrinha, no Estado do Parana.

4. Haincidénciamaior de Dalbulus maidisemre-
lagdo a outras espécies de cigarrinhas col etadas nas
lavouras do Estado do Parana.
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