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RESUMO- Com o objetivo de verificar a multiplicacdo, expressao de sintomas foliares e
efeito dos molicutes na produgao de diferentes gen6tipos de milho, fitoplasma e Spiroplasma
kunkelii foram inoculados, isolada ou simultaneamente, em cinco cultivares, mantidas em va-
sos até a producdo. Plantas sadias de todas as cultivares foram utilizadas como controle. Em
cada vaso, foram cultivadas duas plantas, sendo uma utilizada para a detec¢ao dos molicutes
na ultima folha completamente expandida, aos 30, 60 e 100 dias ap0s a inoculagdo. A outra
planta foi utilizada para detec¢ao dos molicutes nas folhas inferiores, medianas e apicais, aos
100 dias ap6s a inoculagdo. O percentual de reducao causado pelos molicutes na altura e na
produgdo de graos foi determinado nas duas plantas, em relago as plantas sadias. A expres-
sao de sintomas foliares e os resultados positivos obtidos na detec¢ao dos molicutes foram
mais evidentes aos 100 dias ap6s a inoculagao. O periodo de enchimento de graos foi consi-
derado a fase mais adequada para a detecgao desses patdgenos. Os molicutes foram detecta-
dos nas folhas inferiores, medianas e apicais, observando-se maior freqiiéncia nas folhas apicais.
Verificou-se predominancia de infecgdo por espiroplasma e maior efeito detrimental desse
patoégeno no crescimento e produgdo das plantas em relagdo ao fitoplasma. Nao foi detectado
efeito sinergistico significativo dos dois molicutes sobre o crescimento e produgao das plantas.
Observou-se que o efeito prejudicial desses patdgenos sobre o crescimento e producao das
cultivares foi determinado pela freqiiéncia de plantas infectadas.

Palavras-chave: fitoplasma, espiroplasma, multiplicagao.

CORN STUNT DISEASES: LEAVES SYMPTOMS EXPRESSION,
MOLLICUTES DETECTION AND INTERACTIONS WITH GENOTYPES

ABSTRACT-The objective of this work was to evaluate the multiplication, leaves symptoms
expression and the effects of mollicutes in maize. In order to accomplish this goal, phytoplasma
and Spiroplasma kunkelli were inoculated isolatedly or simultaneously in five maize cultivars,
grown under pot conditions. Healthy plants from all genotypes were used in this experiment as
a control. Two plants were grown per pot being one of them used to mollicutes detection, by
using the last leaf completely developed at 30, 60 and 100 days after inoculation. The other
plant was used to mollicute’s detection at 100 days after inoculation by using the leaves located
at the botton, median and apical parts of the plants. Reduction percentage caused by mollicutes
in height and plant grain production was evaluated in both plants in relation to the healthy ones.
The expression of leaf symptoms and the positive results obtained by mollicutes detection were
more evident 100 days after inoculation. The grain filling stage was considered to be more
adequate for these pathogens detection. Among the three-leaf positions the detection was
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observed more frequently at the apical leaf position. The results showed predominance of
spiroplasma infection and greater detrimental effect of this pathogen in the plant growth and
production when compared to phytoplasma infection. It was not detected significant synergistic
effect of both mollicutes on the plant growth and production. The pathogen effect on growth
and cultivar production was determined by the frequency of infected plants.

Key words: phytoplasma, spiroplasma, multiplication.

Surtos de doengas causadas por molicutes
podem resultar em perdas expressivas na producao
de graos de milho, no Brasil (Oliveira etal., 1998).
Essas doengas, denominadas Enfezamento Palido
(Corn Stunt Spiroplasma) € Enfezamento Vermelho
(Maize Bushy Stunt Phytoplasma), estdo associa-
das a infecgao dos tecidos do floema das plantas de
milho, respectivamente, por espiroplasma
(Spiroplasma kunkelii Whitcomb) e por fitoplas-
ma (Davis & Worley, 1973; Bascopé & Galindo,
1981). Esses microorganismos sao transmitidos de
plantas de milho doentes para plantas de milho sadi-
as, através de insetos vetores (Nault, 1980). No
Brasil, o milho € seu tinico hospedeiro e a cigarrinha
Dalbulus maidis, a inica espécie de inseto vetor
conhecida (Oliveira, 1996). A transmissao desses
patogenos pela cigarrinha € do tipo persistente pro-
pagativa, sendo o periodo latente entre a aquisicao
e o inicio da transmissao de cerca de quatro sema-
nas (Nault, 1980).

Os sintomas do Enfezamento Vermelho sdo,
em geral, caracterizados pelo avermelhamento ge-
neralizado, proliferacao de espigas, redug¢ao em al-
tura da planta e, dependendo da cultivar, perfilha-
mento nas axilas foliares ou na base da planta. Os
sintomas do Enfezamento Palido caracterizam-se pela
presenga de faixas cloroticas ou esbranquigadas, que
se estendem da base em dire¢do ao apice das fo-
lhas, acentuada redu¢ao na altura das plantas e no
tamanho das espigas, embora existam relatos de
proliferacdo de espigas e de algum avermelhamento
foliar em plantas com Enfezamento Pélido. Em ge-
ral, os sintomas dessas doengas manifestam-se tipi-
camente na época do enchimento de graos (Nault,

1980; Massola Jr. 1998). Assim, a diagnose dos
enfezamentos causados pelos molicutes e, particu-
larmente, a distingdo entre o Enfezamento Pélido e
o Enfezamento Vermelho, com base apenas nos sin-
tomas apresentados pelas plantas, pode ser muito
dificil, ou mesmo impossivel, uma vez que esses sin-
tomas podem ser muito variaveis em funcao da cul-
tivar, idade em que a planta foi infectada e ambiente
(Nault 1980; Toffanelli & Bedendo, 2001). Freqtien-
temente, para a realizagdo de um diagnostico preci-
so dessas enfermidades, ha necessidade de detecgao
dos molicutes nos tecidos foliares, que pode ser fei-
ta por PCR ou por testes soroldgicos (Lee et al.,
1993; Harrison et al., 1996; Barros et al., 2001;
Oliveira et al.,1998). Entretanto, freqiientemente,
amostras de folhas de plantas de milho apresentan-
do sintomas de enfezamentos podem apresentar re-
sultado negativo para a presenca desses patogenos,
quando analisadas em testes sorologicos ou através
de PCR, sendo essa limitagao atribuida ao seu bai-
xo titulo e distribui¢do desuniforme na planta (Oli-
veiraetal., 1998).

O objetivo desse trabalho foi verificar amul-
tiplicacao de molicutes em diferentes genotipos de
milho, sua relagdo com a expressao de sintomas
foliares e efeito na produgao, visando a padroniza-
¢do de amostragem para detecgao desses patdogenos
e diagnose das doencas que causam.

Material e Métodos

Foi conduzido um experimento em viveiro
telado, em esquema fatorial 5x4, sendo: cinco culti-
vares de milho (Pop Z¢élia, BR 3123, BR 201, D 766,
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C 855) e quatro tratamentos de inoculagao (plantas
sadias, inoculacao com fitoplasma, inoculagdo com
espiroplasma, inoculac¢ao simultanea com fitoplas-
ma e com espiroplasma). Cada tratamento foi repe-
tido trés vezes, em delineamento experimental intei-
ramente ao acaso, sendo cada parcela experimental
constituida por um vaso contendo 20 kg de substrato
e duas plantas.

Utilizou-se como substrato Latossolo Ver-
melho Escuro, fase cerrado, com os seguintes atri-
butos quimicos: pHégua 6,6; Ca e Mg extraido com
KCI IN, respectivamente, 6,78 € 0,87 cmol kg,
o K e o P extraido pelo Mehlich 1, respectivamen-
te, 65 e 8 mgkg! (Vettori, 1969). No plantio, foram
utilizados 98 mg kg' de N; 150 mg kg''de P,O,,
197 mgkg'de K,O e 10 mgkg' de Zn. A aduba-
c¢ao de cobertura foi efetuada semanalmente, apli-
cando-se o equivalente a 20 mg kg'de N, através
do sulfato de amonio.

Em cada vaso, foram semeadas cinco se-
mentes e, apos a emergéncia, foi feito o desbaste,
deixando-se duas plantas. Aos trés dias apos a emer-
géncia, foram feitos os tratamentos de inoculacao,
utilizando-se espécimens de cigarrinhas Dalbulus
maidis, infectivas com molicutes ou sadias, previa-
mente obtidas sob condigdes controladas.

Para a inoculagao do fitoplasma ou do
espiroplasma, foram confinadas, em cada planta,
duas cigarrinhas infectivas, com apenas um desses
patogenos, sob gaiolas de pléstico transparente e
com aberturas cobertas com tecido “voil’, para ven-
tilagdo. Para a inoculagdo simultanea dos dois
patdgenos, foram confinadas em cada planta quatro
cigarrinhas, sendo duas infectivas com fitoplasma e
duas infectivas com espiroplasma.

O periodo de acesso a inoculagdo (PAI) foi
de quatro dias, correspondente ao tempo em que as
cigarrinhas permaneceram confinadas nas plantas.
No tratamento “plantas sadias”, em cada planta fo-
ram confinadas duas cigarrinhas sadias.

Para a obten¢do das cigarrinhas sadias,
espécimes adultos foram confinados por trés dias,
em plantulas de milho mantidas em gaiolas de tecido
“voil”, para a realizagdo de postura, sendo os ovos
posteriormente removidos para placas de Petri con-
tendo papel de filtro imido e incubados a tempera-
tura ambiente, até a eclosdo de ninfas. Essas ninfas
foram utilizadas para o estabelecimento da popula-
cdo sadia, em gaiolas de tecido “voil”, sempre ali-
mentadas com plantulas de milho sadias.

As populagdes de cigarrinhas infectivas com
fitoplasma ou com espiroplasma foram obtidas atra-
vés do confinamento de ninfas sadias em 2°ou em
3° estadio, em plantas de milho infectadas por ape-
nas um desses patdgenos, durante quatro dias, para
aquisi¢do, aguardando-se posteriormente quatro
semanas de periodo latente, antes de sua utilizagao
para a inoculagao, com base em metodologia utili-
zada por Nault (1980).

As plantas utilizadas como fonte de indculo
foram obtidas através do isolamento de fitoplasma e
de espiroplasma, a partir de plantas infectadas em
campo, apos prévia confirmacgao de infecgao por
apenas um desses patdogenos, utilizando-se
cigarrinhas sadias, e mantidas em casa-de-vegeta-
¢do através de transmissdes continuas para novas
plantulas sadias. Apos as inoculagdes, o experimento
foi semanalmente pulverizado com inseticida
imidacloprid, para a eliminagao de possiveis ninfas
provenientes da postura das cigarrinhas utilizadas
para a inoculagao.

Todas as plantas foram avaliadas aos 30,
60 e 100 dias, com relagdo a expressao de sinto-
mas foliares de infec¢@o por molicutes. Foram con-
siderados sintomas de infec¢ao por molicutes a pre-
senca de avermelhamento ou amarelecimento nas
margens e/ou no apice das folhas e a presenca de
estrias esbranquicadas, iniciando-se na base das fo-
lhas, tipicas da infec¢do por espiroplasma (Nault,
1980).
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Emuma das plantas de cada vaso, a tlltima
folha completamente expandida foi coletada aos 30,
60 e 100 dias apds a realizacdo das inoculagoes, e
submetidas ao teste PCR, para a detec¢ao de fito-
plasma e de espiroplasma, sendo essas idades cor-
respondentes, respectivamente, a plantas jovens,
plantas em florescimento, plantas em enchimento de
graos. Na outra planta, coletou-se, aos 100 dias ap6s
inoculagao, a folha apical, uma folha ao meio e outra
no terco inferior da planta, para a detecg¢ao desses
patogenos por PCR.

A deteccdo dos patogenos foi feita através
de PCR multiplex, utilizando-se, para a detec¢@o de
espiroplasma, os oligonucleotideos: CSSF2: 5°-
GGC AAA AGA TGT AAC AAA AGT-3’¢
CSSR6: 5-GTTTACTTCAACAGTAGTTGC
G-3’ (Barros et al. 2001); para a deteccdo de
fitoplasma, os oligonucleotideos: R16F2: 5°-ACG
ACT GCT GCT AAG ACT GG-3’ e R16R2: 5°-
TGA CGG GCG GTG GTA CAAACC CCG-3’
e condi¢des de reacdo descritas por Lee et al.
(1993).

O crescimento e a produgdo das plantas
foram avaliados através da determinacao da altura
das plantas e do peso seco de graos, nas duas plan-
tas de cada vaso. A altura de cada planta foi medida
do nivel do solo até a folha-bandeira. A colheita foi
feita ao final do ciclo e os graos foram secos em
estufaa 70°C, com ventilago, até peso constante.

O experimento foi conduzido em viveiro
telado e com cobertura pléstica, na Embrapa Milho
e Sorgo, em Sete Lagoas, MG, durante o periodo
de maio a setembro de 2001. As médias de tempe-
ratura maxima, de temperatura minima e de umida-
de relativa do ar, registradas mensalmente no local,
durante esse periodo, encontram-se na Tabela 1.

Utilizando-se os dados obtidos para altura
de plantas e para peso seco de graos, foi calculado,
para cada planta submetida a inoculagdo com mo-
licutes, o percentual de redugao causado pela inocula-
¢do em relacdo as plantas sadias. Para a realizagdo

desses célculos de redugdo, tomou-se por base, para
cada cultivar, a média de producao das plantas sa-
dias. Os resultados obtidos para esses percentuais
de reducgao foram submetidos a analise estatistica
de variancia, apds transformagao dos dados por arc
sen raiz de x, através do programa estatistico
MSTATC.

TABELA 1. Médias mensais de temperatura maxi-
ma (Tmax), temperatura minima (Tmin) e umidade
relativa do ar (UR) na Embrapa Milho e Sorgo, em
Sete Lagoas, MG, no periodo de maio a setembro
de 2001.

Tmax ("Cy  Tmin (") LR (%)
Maia 2792 14.5 61,20
Junho 2704 1343 59,92
Jullec 27449 12.64 36,42
Agosta 26,73 13,18 32,98
Setembro 20 ) 16,65 50 24

Resultados e Discussao

Aos 100 dias apos a inoculacao, a maioria
das plantas dos tratamentos de inoculagao com es-
piroplasma ou simultaneamente, com espiroplasma
e fitoplasma, manifestaram sintomas foliares de
avermelhamento e/ou amarelecimento nas margens
e apice das folhas e, algumas cultivares, presenca
de estrias esbranquicadas, caracteristicas da infec-
¢ao por espiroplasma (Tabela 2). A predominancia
desses trés sintomas foi variavel para as diferentes
cultivares, observando-se maior tendéncia de
avermelhamento para as cultivares C 855 e BR 3123,
seguidas pela cultivar D 766. No tratamento de ino-
culagdo com fitoplasma, foi relativamente menor a
freqiiéncia de plantas apresentando sintomas foliares,
para todas as cultivares.

Independentemente das cultivares, da ino-
culagdo com fitoplasma ou com espiroplasma, ou
com ambos, e do tipo de sintoma foliar, aos 30, 60
e 100 dias ap0s a inoculagao, respectivamente cer-
cade 11, 42 e 70% das plantas apresentaram algum
sintoma foliar indicativo de infec¢do por molicutes.
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TABELA 2. Expressao de sintomas foliares em plantas de milho de diferentes cultivares infectadas por
molicutes, aos 100 dias ap6s a inoculagio.”

Filoplasma e

Fitoplasma Espiroplasma Espiroplasma Sadia
W B & W B A W E A W E A
% % 04 %
D 786 16,7 0,0 16,7 500 500 500 16,7 167 6887 0,0 0,0 0,0
C BAS 33,3 0,0 18,7 833 0,0 50,0 B33 18,7 50,0 0,0 oo 0,0
Fop Zélia 18,7 0.0 0.0 333 333 333 333 00 333 0,0 0.0 a0
BR 3123 16,7 0.0 16,7 B67 333 333 833 0.0 83,3 0,0 0.0 0.0
BR 201 0.0 0,0 0.0 16,7 0,0 16,7 500 333 800 0,0 0.0 0,0

V = avermelhamento; B = presenca de estrias esbranquigadas; A = amarelecimento.
® Dados referentes a seis plantas por tratamento de inoculagao.

A Figura 1 mostra os resultados das anali-
ses PCR para detecc¢do de fitoplasma e de espiro-
plasma nas plantas inoculadas com esses molicutes
isolada ou simultaneamente. Verifica-se que, aos 30
dias ap0s a inoculagdo, apenas a presenga de fito-
plasma foi detectada, € em apenas trés plantas, dentre
15 analisadas. Aos 60 e 100 dias apos a inocula-
¢do, o nimero de plantas em que a presenca desses

ERJil EH3N (1]
3

patdgenos foi detectada aumentou, verificando-se
predominancia de espiroplasma em relagdo ao fito-
plasma. Esse resultado sugere maior agressividade
e capacidade multiplicativa do espiroplasma em re-
lacdo ao fitoplasma ou, por outro lado, maior resis-
téncia das cultivares ao fitoplasma que ao espiro-
plasma, portanto, com provavel diferenca nos me-
canismos de resisténcia aos dois patogenos.

e LT

i)

FIGURA 1. Resultados de PCR para a deteccao dos molicutes aos 30, 60 e 100 dias apds inoculagao:
fitoplasma (A-30 dias; B-60 dias e C—100 dias); espiroplasma (D-30 dias; E— 60 dias e F—100 dias);
fitoplasma + espiroplasma (G-30 dias; H— 60 dias e I-100 dias).
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A auséncia dos molicutes na ultima folha
completamente desenvolvida, aos 30 dias apos a ino-
culacdo, evidencia um longo periodo latente desses
patogenos na planta, que, se associado ao periodo
latente no vetor antes do inicio de sua transmissao,
que ¢ cerca de quatro semanas, poderia atrasar muito
a disseminag¢ao de indculo secundario no campo e,
conseqiientemente, o progresso da doenca. Nesse
caso, a disseminac¢ao dos molicutes nas lavouras de
milho seria totalmente dependente do in6culo inicial
proporcionado pela migragdo de cigarrinhas
infectivas de lavouras em fase de produgao para la-
vouras jovens.

Contudo, Gussie et al. (1995) detectaram,
através de teste ELISA, a presenca de espiroplas-
ma em folhas de plantulas de milho, 14 dias apos a
inoculacdo. Neste estudo, as probabilidades de
deteccao de espiroplasma em diferentes orgaos da
planta, determinada por regressao logistica, aumen-
tou com o tempo, sendo maior nas raizes que nas
folhas, na maioria das idades testadas. A diferenca
entre os dois trabalhos, com relagdo ao tempo de
incubagao necessario para deteccao dos molicutes
nas folhas, pode ser provavelmente atribuida as di-
ferencas das condi¢des de temperatura em que fo-
ram conduzidos os dois experimentos.

No trabalho de Gussie et al. (1955), as
plantulas de milho inoculadas com espiroplasma fo-
ram cultivadas em cAmara de crescimento com 12h
de luz a27° C e 12h de escuro a 22° C e, no pre-
sente trabalho, as plantulas de milho inoculadas fo-
ram cultivadas em viveiro, sob condi¢des de tempe-
raturas médias maximas de 27,9° C e temperaturas
médias minimas de 14,5° C, durante os 30 dias ini-
ciais de desenvolvimento, € sob temperaturas inferi-
ores nos meses seguintes, exceto ao final do ciclo
das plantas (Tabela 1).

Nault (1980) verificou que o periodo de in-
cubag¢ao dos molicutes em milho foi menor quando
as plantas infectadas foram cultivadas sob tempera-
tura de 31° C durante o dia e 25 °C durante a noite,

em relagdo a plantas infectadas cultivadas sob tem-
peratura de 27° C durante o dia e 18° C durante a
noite, sendo esse efeito mais acentuado para espi-
roplasma que para fitoplasma. Assim, esses resulta-
dos evidenciam que, particularmente, a multiplica-
¢ao do espiroplasma nas plantas de milho pode ser
beneficiada pelo aumento da temperatura ambiente.
Isso significa que o progresso da doenga causada
por esse molicute pode ser muito acelerado em are-
as em que predominam temperaturas elevadas.

Verifica-se também, na Figura 1, que a fre-
qiiéncia de detec¢ao dos molicutes aumentou em
fun¢ao da idade da planta, a semelhanga dos resul-
tados obtidos por Gussie et al. (1955). Esse fato
permite inferir que as cigarrrinhas migrantes de la-
vouras de milho com alta incidéncia de enfezamentos
tém alta probabilidade de serem portadoras desses
patogenos, promovendo sua disseminacao para no-
vas lavouras.

Na Tabela 3, verifica-se, aos 30 e 60 dias
apos a inoculagao, maior freqiiéncia de plantas apre-
sentando apenas sintomas foliares de infec¢ao por
molicutes e auséncia desses patdogenos nos testes
de detecgdo, e também maior freqiiéncia de plantas
assintomaticas, em que a presenga desses patogenos
foi detectada, em relacdo ao que ocorreu aos 100
dias ap6s a inoculagao. Certamente a ocorréncia de
sintomas nao coincidindo com a detec¢ao desses
patogenos nas folhas pode ser atribuida a sua distri-
buigdo desuniforme na planta. Por outro lado, a ocor-
réncia de plantas infectadas nao apresentando sin-
tomas foliares pode ser possivelmente explicada em
funcdo da atuacdo desses patdgenos na fisiologia da
planta.

Aos 100 dias ap6s a inoculagao, a presen-
¢a dos molicutes foi detectada nas folhas apicais,
medianas e inferiores das plantas, verificando-se
maior freqiiéncia de detec¢do, a0 menos para espi-
roplasma, nas folhas apicais (Figura 2). E importan-
te observar que, nesse caso, as variagdes observadas
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na freqiiéncia de detec¢ao dos molicutes, em fun-
¢ao do posicionamento das folhas nas plantas, pode
estar mais relacionada a idade dos tecidos, e
conseqiiente qualidade do DNA extraido para re-
alizacdo dos PCR, que a distribuicdo desses patdgenos
na planta. Nesse caso, pode-se considerar mais

adequada a amostragem das folhas apicais para
detecgdo desses patdogenos, considerando-se que,
por serem as ultimas formadas na planta, possuem
tecidos mais jovens, podendo proporcionar melhor
qualidade de DNA para arealizagao de PCR.

TABELA 3. Plantas de milho de diferentes cultivares submetidas a cigarrinhas portadoras de fitoplasma,
espiroplasma, fitoplasma+espiroplasma ou sadias, que apresentaram ou nao sintomas foliares e foram po-
sitivas ou nao pelo teste de PCR, para a presenca de fitoplasma ou espiroplasma, aos 30, 60 e 100 dias

apos o periodo de acesso a inoculacao (PAI).

Fitoplasma +

Filoplasma Ezpiroplasma Espiroplasima Sadia
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
= D766 (B) P - - - - - - - -+ - - -
E C 855 (B) - P - - - - - s - - - -
S PopZélia(B) - - = = = == e e e e -
@ BR 3123 (B) .- -- s ] s
E BR 201 (B) - - - - - - - - . ; 3 .
E D 785 (B) -- - - -- — ++ ++ = = - - -
o Ca55(B) - = - - - - S ++ o+ - - -
2 popzeia@ P P S 4+ s+ S 44 4+ e
& BR 3123 (B) - - - 4+ 4+ a4 b - - -
E BR 201 (B) - = - = - - P P P - - -
o D766 (B) ++ - ++ +4 += +4 - +4+ - - .
?':‘ C 855 (B) P ++ ++ 5 ++ 4 ++ ++ - - -
] & Pop Zélia (B) ++ ++ -+ ++ -+ +r -+ += ++ - - -
g BR 2123 (B) - - - - - v b
T BR 201 (B) & - — 4 = 4+ 4w -

++ Plantas que apresentaram sintomas foliares de enfezamento e foram positivas para a presenga de

fitoplasma ou espiroplasma pelo teste de PCR;

— Plantas que ndo apresentaram sintomas foliares de enfezamento e foram negativas para a presenca de

fitoplasma ou espiroplasma pelo teste de PCR;

S. Plantas que apresentaram sintomas foliares de enfezamento e foram negativas para a presenga de

fitoplasma ou espiroplasma pelo teste de PCR;

P. Plantas que ndo apresentaram sintomas foliares de enfezamento e foram positivas para a presenga de

fitoplasma ou espiroplasma pelo teste de PCR;
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Verifica-se ainda, nas Figuras 1 € 2, que, aos
100 dias ap0s a inoculacdo, os molicutes atingiram
todas as folhas das plantas de milho, sendo, portan-
to, essa a melhor idade para a realizagdo de amostra-
gens para sua deteccao, ou seja, durante o enchi-
mento de graos.

A redugao em producao das plantas de mi-
lho foi significativamente diferente (P<0,01) para fi-
toplasma e espiroplasma, sendo maior quando as plan-
tas foram infectadas por espiroplasma (Figura 3).
Entretanto, a inoculacao simultanea desses dois
patdogenos ndo resultou em efeito sinergistico
aumentando essa reducgao. Observa-se também, na
Figura 3, que a reducdo em altura ndo foi significati-
vamente diferente para plantas inoculadas com fito-
plasma, com espiroplasma ou com ambos.

Apesar da variagdo observada com rela-
¢ao0 ao efeito dos molicutes na redug¢ao em cresci-
mento e produgao, em fungdo das cultivares avalia-
das (Figura 4), a andlise estatistica de variancia nao
mostrou diferenca significativa. Esse resultado pode

(] (Fi

ser atribuido a grande varia¢do nos dados obtidos
(CV=66,7%), devido ao fato de varias plantas
submetidas aos tratamentos de inoculagdo nao se
tornarem infectadas. Observa-se, por exemplo, na
Figura 3 que, a cultivar BR 201 apresentou o menor
percentual de reducao em crescimento e produgao,
em relagdo as outras cultivares, causada tanto por
fitoplasma quanto por espiroplasma. Porém, obser-
va-se, nas Figuras 1 e 2, que, aos 100 dias apos a
inoculagdo, a presenca de espiroplasma e de fito-
plasma foi detectada em menos de 50% das plantas
do BR 201, submetidas a inoculagao. Ressalta-se
que a auséncia de molicutes nessas plantas ndo deve
ser atribuida ao escape a inoculagdo, consideran-
do-se que as cigarrinhas infectivas permaneceram
confinadas nas plantas durante quatro dias, € que ja
foi anteriormente demonstrado por Oliveira et al.
(2001) nao haver diferenca entre o confinamento de
uma a dez cigarrinhas por planta para a obtengao de
infecgdo por esses patogenos.

- —— e

T Ty v AT

FIGURA 2. Resultados de PCR para a detec¢ao dos molicutes, aos 100 dias ap6s a inoculagdo: fitoplas-
ma (A-folha apical; B—folha mediana e C—folha inferior); espiroplasma (D-folha apical; E-folha mediana e
F—folha inferior); fitoplasma + espiroplasma (G-folha apical; H-folha mediana e I-folha inferior).
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FIGURA 3. Percentual médio de redugao em altu-
ra de plantas e em peso seco de graos causada pela
inoculagao de fitoplasma (Fit), de espiroplasma (Esp)
e de fitoplasma + espiroplasma (Fit + Esp) em dife-
rentes cultivares de milho. Barras seguidas de mes-

ma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 0,05 de probabilidade.
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FIGURA 4. Percentual médio de redugao em altu-
ra (A) e em peso seco de graos (B) causada pela
inoculagao de fitoplasma (Fit), espiroplasma (Esp)
e fitoplasma + espiroplasma (Fit + Esp) em diferen-
tes cultivares de milho.

Portanto, aparentemente, a magnitude do
efeito dos molicutes na redu¢ao em producao de
cada cultivar de milho ¢ determinada antes pelo nu-
mero de plantas infectadas e ndo por um determina-
do nivel de resisténcia das plantas infectadas que
possa minimizar o efeito prejudicial desses patogenos
sobre a producao. Assim, pode-se inferir, com base
nos resultados apresentados, que os alelos envolvi-
dos na resisténcia aos molicutes ndo estao unifor-
memente distribuidos nas plantas das diferentes cul-
tivares, ou que os alelos que conferem essa resis-
téncia apresentam penetrancia incompleta.

Conclusoes

1- A expressao de sintomas foliares em di-
ferentes cultivares de milho infectadas por fitoplas-
ma ou por espiroplasma varia entre amarelecimento
ou avermelhamento foliar e varia também em inten-
sidade de avermelhamento.

2- Plantas de milho infectadas por molicu-
tes nos estadios iniciais de desenvolvimento apre-
sentam expressao maxima de sintomas na época do
enchimento de graos.

3- Maior efetividade na detec¢ao de moli-
cutes em milho pode ser obtida em amostras de fo-
lhas apicais, provenientes de plantas em fase de en-
chimento de graos.

4- A magnitude da reducdo em produgao
causada por molicutes ¢ variavel para diferentes cul-
tivares de milho e depende essencialmente da fre-
qiiéncia de plantas susceptiveis a infecgdo por esses
patdgenos.
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