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RESUMO

A incidéncia de doengas causadas por molicutes e por virus
foi avaliada em lavouras de milho (Zea mays) nas Provincias de
Tucuman e de Cordoba, na Argentina, em fevereiro de 2000. Na
Provincia de Tucuman verificou-se que 44% das lavouras apresentaram
atos niveis de incidéncia de plantas com sintomas de enfezamentos
causados por molicutes (50 a 100%), em dltitudes variando de 300 a
2,000 m. A presenca de fitoplasma e de espiroplasma foi confirmada
em amostras de folhas de plantas com sintomas de enfezamentos,
através dos testes de PCR e de “Western blotting”. Constatou-se,
porém, que a eficiéncia desses testes para deteccdo destes patdgenos,
quando os sintomas apresentados pelas plantas eram muito acentuados,
foi da ordem de 70%, e de apenas 30% quando os sintomas eram
menos acentuados. Na localidade Jesus Maria, foram encontradas
plantas apresentando acentuado nanismo, folhas estreitas e com

deformagdes. Dentre quatro amostras destas plantas, submetidas a
testes de PCR, em duas foi detectada a presenca de fitoplasma,
possivelmente d istinto do “Maize Bushy Stunt Phytoplasma’. A
cigarrinha Dalbulus maidis, inseto vetor dos molicutes, foi
encontrada apenas em Tucuman, estando ausente em Cordoba. O
Mal de Rio Cuarto virus foi detectado em seis lavouras em
Cordaba, e em trés em Tucuman. A cigarrinha Delphacodes kuscheli
foi detectada em todas as lavouras em Cérdoba, e em apenas trés
lavouras em Tucuman. O Maize dwarf mosaic virus foi detectado
em cerca de 60% das lavouras amostradas nas duas Provincias e 0
Maize rayado fino virus em apenas uma localidade em Tucuman.

Palavras-chave adicionais: Fitoplasma, Espiroplasma, Mal
de Rio Cuarto virus, Maize dwarf mosaic virus, Maize rayado fino
VIrus.

ABSTRACT
Occurrence of corn stunt diseases and maize viruses in the Provinces of Tucuman and Cérdoba in Argentina

The incidence of “corn stunt diseases’ and maize (Zea mays)
viruses was evaluated in maize fields located at the Provinces of
Tucumén and Cdrdoba in Argentina in February 2000. A high
number of plants infected with “corn stunt disease” were observed
in Tucuman (up 50 to 100%) in 44% of maize crops surveyed in
areas varying from up 300 to 2000 m high. The presence of Maize
Bushy Stunt Phytoplasma (MBSP) and Corn Stunt Spiroplasma
(CSS) was confirmed by PCR and Western blotting tests. In plants
showing typical symptoms of MBSP or CSS, the pathogens were
detected in 70% of the samples. However, when symptoms were
weak, the efficiency of detection dropped to approximately 30%.
In Rio Cuarto, Province of Coérdoba, the presence of phytoplasma

was detected only in three plants showing red leaf symptoms. In
Jesus Maria locality, plants showing symptoms different from those
caused by MBSP, were demonstrated to be infected by phytoplasma
when analyzed by PCR using universal primers. The |eafhopper
Dalbulus maidis, vector of MBSP and CSS, was found only in
Tucumén. The Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) was found in six
maize fields in Cordoba and in three maize fields located at 1970
to 2.000 m high in Tucuman. The plant hopper Delphacodes
kuscheli, vector of MRCV, was found in both provinces sampled.
The Maize dwarf mosaic virus (MDMV) was found in 60% of maize
cropsin both Provinces and the Maize rayado fino virus (MRFV)was
found only in one location in Tucuman.

O enfezamento pdlido (Corn Stunt) e o enfezamento
vermelho (Maize Bushy Stunt) do milho (Zea mays L.)
causados, respectivamente, por Spiroplasma kunkelli
Whitcomb e por fitoplasma (classe Mallicutes) sdo de grande
importanciaem regidestropicais e subtropicais nas Américas,
onde ocorrem em surtos epidémicos causando danos severos
na producéo de gréosde milho (Hruska et al., 1996; Oliveira
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et al., 1998). Esses molicutes e 0 Maize rayado fino virus
(MRFV) familia Tetraviridae, género Marafivirus S80
transmitidos de forma persistente, pela cigarrinha Dalbulus
maidis DelL.ong & Wolcott (Nault, 1980).

O Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) familia
Reoviridae, género Fijivirus transmitido de formapersistente
pela cigarrinha Delphacodes kuscheli Fennah tem causado
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danos significativos na producdo de milho, na Argentina.
Outros virus de importancia para essa cultura, atualmente
relatados na Argentina, incluem o Maize dwarf mosaic virus
(MDMV) familia Potyviridae, género Potyvirus €, de menor
importancia, o Barley yellow dwarf virus (BYDV) familia
Luteoviridae, género Luteovirus, ambos transmitidos por
pulgdes (L enardon, 1999).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia de
doencas causadas por molicutes e por virus em milho, em
regies com distintas condicGes climéticas, na Argentina, e
associar 0s sintomas observados nas plantas a presenca dos
patégenos detectados através de testes em laboratério.

Foram readlizadas avaliages em 32 lavouras de milho
situadas em altitudes entre 300 e 2.000 m na Provincia de
Tucuman e em altitudes entre 420 e 630 m na Provincia de
Cordoba. Essas lavouras encontravam-se em estadio fenol 6
gico variando de 5 a9 (Francelii & Dourado Neto, 1996).

A ocorréncia dos enfezamentos e viroses foi
determinada em campo através dos sintomas apresentados
pelas plantas. Para confirmagdo dos diagnosticos feitos em
campo, foram coletadas amostras de folhas de plantas sinto-
méticase, em laboratdrio, feitaadeteccdo de virusemolicutes.
Foram utilizados os testes:DAS-ELISA, para deteccdo do
MRCYV e para deteccdo de MDMV; PCR para deteccéo de
fitoplasma; “Western blotting” paradeteccéo de espiroplasma;
dsRNA e RT-PCR para deteccéo de MRFV.

Para associar 0s sintomas apresentados pelas plantas
de milho a presenca de fitoplasma, espiroplasma e MRCV,
foram selecionadas 23 amostras de plantas com sintomas
de enfezamentos, provenientes da Provinciade Tucuman,
gue simultaneamente foram submetidas aos testes de PCR
para deteccdo de fitoplasma, de “Western blotting” para
deteccdo de espiroplasmae de DAS-ELISA paradeteccdo
de MRCV. Como sintomas tipicos de MBSP foram
considerados aproliferacéo de espigas €/ou avermelhamento
nas margens e apice das folhas; como sintomas tipicos de
CSS considerou-se a presenca de estrias esbranquicadas na
base das folhas, amarelecimento generalizado da planta e,
algumas vezes, presenca de avermelhamento apenas na folha
apica da planta. Quando as plantas apresentavam sintomas
intermediari os entre esses descritos acima, foram consideradas
possivelmente infetadas simultaneamente pelos dois pat6-
genos(CSSouMBSP). A infeccdo por MRCV foi considerada
guando as plantas apresentavam deformactes foliares e/ou
presenca de enagfes sobre as nervuras, na face inferior das
folhas.

Na Provincia de Cordoba, na localidade denominada
Jeslis Maria, foram coletadas amostras de folhas em plantas
de milho apresentando acentuado nanismo, folhas estreitas e
enrijecidas, formacdo andmala de espigas no penddo, sem
avermelhamento foliar e, em laboratorio, estas foram
submetidas a testes para deteccéo de molicutes.

Com auxilio de uma rede entomoldgica foram
coletadas amostras de insetos em todas aslavouras avaliadas.
Os insetos foram preservados em alcool 70% e,
posteriormente, examinados sob microscopio estereoscopico
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verificando-se a presenca ou auséncia de cigarrinhas das
espécies D. maidis € D. kuscheli.

PCR para detecgio de fitoplasma

Foram utilizadososiniciadores: P1-5 AAGAGTTTG
ATCCTGGCTCAGGATT3eTint- 5 TCAGGCGTGTGCTC
TAACCAGC3 eametodologiadescritaSmart et al. (1996).
As amostras em que foram detectadas bandas foram também
analisadas utilizando-se iniciadores para deteccéo de MBSPR,
conforme descrito por Harrison et al. (1996).

Western blotting para deteccdo de espiroplasma

Asamostrasforam submetidas a el etroforese em mini-
gel de poliacrilamida 12,5% e transferidas, via Umida, para
membranade nitrocelulose 0,45 um. Apés bloqueio dos sitios
inespecificos, foi incubada por uma noite em solucado deleite
desnatado com o anticorpo primario e, por 2 h em TTBS
contendo 0 anticorpo secundério, conjugado com fosfatase
alcalina. A revelagdo foi feitacom NBT e BCIP. O protocolo
utilizado foi baseado em Hampton et a/. (1990). Utilizou-se
IgG anti CSS fornecida a Embrapa Milho e Sorgo, pela
Pionneer Hi Bred International (Johnston-EUA), quetem sido
utilizada para deteccao desse patdgeno no Brasil (Oliveira et
al., 1998).

DAS-ELISA para deteccio de MRCV e de MDMV
Amostras de folhas foram maceradas em tampéo PBS
+ 0,05% de Tween 20 seguindo-se 0 procedimento para o
teste DAS-ELISA conforme descrito por Giménez Pecci et
al. (1991). Foram utilizados antissoros especificos para o
MRCYV, e parao MDMYV, produzidos no INTA/C6rdoba.

RT-PCR para deteccio de MRFV

Paraaextracdo dedsRNA, folhas com sintomastipicos
de MRFV foram processadas como descrito por Valverde et
al. (1990). Foi feitaamplificacdo por RT-PCR, de acordo com
ametodologiadescrita por Hammond et al. (1997), usando-
seosiniciadores: MRFV-09 (5 CCTCTTCCTGATCCTCCT
CGTGTGCTGGAGACG 3) eMRFV-10 (5 GCCCACAGG
TCTTATGGCCGACCTGCTACC 3'). Estes iniciadores
amplificam um fragmento de 633 pb correspondente a uma
porcdo do gene da capa protéica (nt 3-533 = 531 ph) e a
regido 3' ndo traduzida do virus (99 pb).

Na Provinciade Tucuman constatou-se altaincidéncia
de plantas com sintomas de enfezamentos, atingindo niveis
da ordem de 50 a 100%, na maioria das lavouras avaliadas
(Tabela 1). Essas doencas foram encontradas tanto em
atitudes em torno de 300 m quanto em torno de 2.000 m.
Em amostras analisadas dessas plantas foi confirmada a
presenca de espiroplasma e de fitoplasma. Em todas as
lavouras avaliadas, em Tucuman, foi detectada a presenca
da cigarrinha D. maidis. Entre as condi¢bes favoraveis a
alta incidéncia dessas doencas, destacam-se as climéticas
gue permitem o cultivo de milho durante o ano todo,
favorecendo a perpetuacdo dos patdgenos nas plantas e no
seu vetor, e a susceptibilidade das variedades e hibridos
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TABELA 1 - Ocorréncia de doencas causadas por molicutes e por virus em milho (Zea mays) e de cigarrinhas Dalbulus
maidis e Delphacoides kuscheli, em diferentes localidades nas Provincias de Tucuman e de Cérdoba, na

Argentina

Estadio

. D. Kuscheli
Fenologico

Local D. maidis

Sintomas 2 Incidéncia (%)

MRFV

CSS MBSP MRCV__MDMV  CSS+ MBSP

TUCUMAN
San Andres
INTA Ledles
INTA Leales*
Los Sueldos
LosBulacios
La Angostura
LaOveeria
El Mollar
Santa Lucia
Trancas
Trancas
Benjamin Paz
Benjamin Paz
Vipos

El Cadillal*
El Cadillal*
CORDOBA"
Rio Cuarto
Sampacho
Jesis Maria
Totora
Totora
Totora
Totora
Totora

S.J. delaDormida
El Simbolar
El Simbolar

L as Pefias

V. Totord

V. Totord
Puerto Caroya
General Paz 6 + -

O I NN NN~NONNNNONN
'
+ 4+ 4+ + + + + F + + + + ++ ++

©©OONW®OOD OO ~NNOO
+ 4+ 4+ + + + F + + ++ A+ + +
'

1
+
+
1
+

10
100
- - 50

+ 100
+ + 20
+ + 5
+ +

+

1
+
+
1
+

+ + + +

50
100
- - 100
- + <5
- - <1l
- - 5
- + 50

+ +
+ + 4+ + + + + + + o+ o+
'

- + + - + -

IMRFV =Maize rayado fino virus; CSS= Corn Stunt Spiroplasma; MBSP = Maize Bushy Stunt Phytoplasma; MRCV =Mal de Rio Cuarto virus; MDMV =Maize

dwarf mosaic virus; * incidénciade CSS e MBSP ndo avaliada;
2(+) = presenga; (-) = auséncia.

cultivados na regi&o.

A virose causadapelo MRFV foi detectada em apenas
umalocalidade na Provincia de Tucuman (Tabela 1). Dentre
asextragtes de dsRNA feitas utilizando-se amostras defolhas
com sintomas desta virose, apenas uma apresentou perfil de
bandas. A presencadessevirusfoi confirmadatambém através
das andlises de RT-PCR. Esse é 0 segundo relato de infeccdo
do MRFV na Argentina desde quando a primeira ocorréncia
foi verificadaem 1981 (Nome, 1984). Emborao MRFV sgja
disseminado pelo mesmo inseto vetor dos molicutes, pode
apresentar indices de ocorrénciavariaveis, em safras de anos
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diferentes. No entanto, 0 monitoramento de sua incidéncia
pode ser particularmente importante, considerando-se que
pode causar danos na producdo de gréos.

Por outro lado, a virose causada pelo MRCV, na
Provincia de Tucuman, foi encontrada apenas em altitudes
elevadas (1.970 a 2.000 m), nas localidades La Angustura,
LaOvejeriae El Moallar, sendo confirmada a presenca desse
fijivirus nas amostras de plantas pelo teste de DAS-ELISA.
A ocorréncialimitadadestavirose, naProvinciade Tucuman,
pode ser provavelmente atribuida as condigdes ecoldgicas
favoraveis ao desenvolvimento de seu vetor D. kuscheli,
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apenas quando predominam temperaturas amenas, em
altitudes elevadas, a smelhanca do clima na Provincia de
Cordoba, onde 0 MRCV ¢ bastante freqiente (Tabela 1). A
virose causada pelo potyvirus MDMYV foi confirmada em
todas as amostras apresentando sintomas de mosaico,
submetidas ao teste DAS-ELISA. O MDMYV, mostrou-se
fregliente tanto na Provincia de Tucuman quanto na de
Cordoba (Tabela 1). Surtos desta virose podem ocorrer em
funcdo de condig¢Bes como susceptibilidade da cultivar de
milho, presenca de afideos vetores, e alta concentracdo de
in6culo do virus, proporcionada pela presenca de espécies
gramineas infetadas.

Em 18 amostras de plantas com sintomas de MRCV,
coletadas em lavouras de milho na Provincia de Cordoba e
submetidas ao teste de DAS-ELISA, foi detectada a presenca
desse virus em todas, confirmando os resultados previamente
obtidos através da observacao de sintomas apresentados pelas
plantas em campo. Observa-se que esta virose encontra-se
disseminada na Provincia de Cérdoba, o que pode ser
explicado pela ubiglidade de ocorréncia da cigarrinha D.
kuskcheli (Tabela 1).

Foi detectada a presenca de fitoplasma em trés
amostras, dentre oito amostras de plantas apresentando
avermelhamento foliar, coletadas na localidade denominada
Rio Cuarto, ao sul da Provincia de Cordoba. Também foi
detectada a presenca de fitoplasma em plantas apresentando
acentuado nanismo, folhas enrijecidas e formag@o anébmala
de espigas no penddo, sem qualquer avermelhamento foliar,
provenientes dalocalidade Jesis Maria, em Cordoba. Dentre
guatro amostras submetidas atestesde PCR, duas mostraram-
se positivas quanto a presenca do patégeno. Os resultados
sugerem tratar-se defitoplasmadistinto de Maize Bushy Stunt
Phytoplasma, uma vez que nessas duas amostras a
amplificagdo de bandas foi positiva quando utilizados os
iniciadores universais para fitoplasma e negativa quando
utilizados os iniciadores especificos para Maize Bushy Stunt
Phytoplasma.

Considera-se provavel que a baixa incidéncia de
doencas causadas por molicutes, na Provincia de Cordoba,
seja decorrente da auséncia da cigarrinha D. maidis (Tabela
1), eatribui-se aausénciadesseinseto as condi¢des climéticas
gue limitam o cultivo do milho, seu hospedeiro quase
exclusivo, a uma Unica época do ano. Assim, € possivel que
as plantas infetadas por fitoplasma, encontradas em Rio
Cuarto e em JesUs Maria, tenham sido infetadas por outra
espécie deinseto vetor, aindadesconhecida, ou por espécimens
de D. maidis trazidos de outras regifes por correntes de ventaos,
em determinadas épocas do ano, que ndo proliferaram naquela
regido.

Quando os sintomas de enfezamentos causados por
espiroplasma ou por fitoplasma eram tipicos, o teste de
“Western blotting” e o de PCR permitiram a confirmacdo da
presenca desses patégenos em aproximadamente 70% das
amostras analisadas. Por outro lado, quando os sintomas de
enfezamentos ndo eram tao acentuados, sendo dificil
discriminé-los como tipicos de infeccéo por fitoplasmaou de
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infeccdo por espiroplasma, foi obtido sucesso na deteccdo de
um ou de outro desses patdgenos em apenas cerca de 30%
das amostras analisadas. Esse resultado pode ser possivel-
mente atribuido a distribuicao desuniforme dos patégenos e/
ou ao seu baixo titulo no floema das plantas de milho.
Limitacdo semelhante, na deteccdo de espiroplasma e de
fitoplasma em plantas de milho foi encontrada também por
Oliveiraet al. (1998).

Nesse levantamento ficou evidenciadaadiferenciacéo
na predominancia das doencas causadas por molicutes e pelo
MRCV, nas duas Provincias. Certamente essa variagéo é
proporcionada pela distingdo climatica, que restringe o
desenvolvimento do vetor do MRCV nas regifes quentes de
Tucuman e que restringe a sobrevivéncia de D. maidis,
dependente da presenca de milho no campo o ano todo, nas
regiBes de climatemperado da Provinciade Cordoba. Estudos
visando ao manejo das doencas detectadas, devem ser
considerados pois elas podem se tornar limitantes a boa
produtividade de gréos de milho, quando ocorrem em surtos
epidémicos.
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