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2.1.2.2.1 Enfezamento pélido

Os primeiros sintomas tipicos da infeccdo causada pelo espiroplasma se traduzem pelo
aparecimento de clorose marginal nas folhas e desenvolvimento de pequenas manchas cloréticas
na base da lamina foliar (NAULT, 1980). Posteriormente, a medida que a planta emite novas
folhas, listras e areas cloroticas passam a tomar grandes por¢des do limbo foliar, contrastando
com a cor verde. Em climas mais amenos, as manchas e listras clor6ticas podem ndo ocorrer,
observando-se apenas um amarelecimento das folhas superiores.

Além desses sintomas caracteristicos, plantas infectadas por S. kunkelii podem apresentar
encurtamento de internodios, crescimento reduzido, colmos finos, aparecimento de perfilhos na
base do colmo ou nas axilas foliares (TSAI; MILLER, 1995; SILVA et al., 2002). Pode ser
observada também proliferacdo de espigas mal formadas, com granacdo escassa e enchimento
incompleto de grédos, sendo que estes podem se apresentar manchados, pequenos e frouxos na
espiga (OLIVEIRA et al., 2003).

Figura 1 - Sintomas do enfezamento palido observado em plantas de milho c.v. Zélia. As plantas
exibem encurtamento de entrenés (enfezamento) e listras cloréticas na lamina foliar

2.1.2.2.2 Enfezamento vermelho
O sintoma inicial presente em plantas infectadas com o fitoplasma é a clorose marginal

das folhas, seguida de um avermelhamento da regido apical das folhas mais velhas (NAULT,
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1980). Com o tempo, esse avermelhamento pode evoluir para o restante do limbo foliar. As
folhas podem aparecer retorcidas e com os bordos rasgados (BEDENDO, 1995). Assim como
ocorre no enfezamento palido, as plantas mostram crescimento reduzido, resultante do
encurtamento dos internddios, gerando um aspecto raquitico. Também pode ocorrer proliferacéo
de espigas mal formadas e presencga de perfilhamento excessivo na base e até mesmo nas axilas
foliares (TOFFANELLI, 2001; TSAI; FALK, 1988). Além disso, é importante ressaltar que
algumas plantas infectadas podem nao exibir sintomas externos (LEE; DAVIS; GUNDERESEN-
RINDAL, 2000).

Figura 2 - Sintomas do enfezamento vermelho em plantas de milho da c.v. Zélia. As plantas exibem
encurtamento de entrends (enfezamento) e as folhas apresentam clorose marginal
avermelhamento do limbo

2.1.2.3 Diagnose

No inicio dos estudos das doencas associadas aos molicutes, a diagnose era baseada na
expressdo de sintomas pela planta doente, complementada por alguns testes bioldgicos, como a
determinacdo da gama de hospedeiros e de insetos vetores das doencas (DAVIS, 1995). A
microscopia eletrénica muito contribuiu para a diagnose deste tipo de doenca, principalmente no
caso dos fitoplasmas, evidenciando a presenca dos mesmos nos tecidos de plantas suspeitas de
infeccdo. Os espiroplasmas, por sua vez, foram por algum tempo detectados na seiva de plantas
doentes e hemolinfa de insetos vetores através de microscopia de campo escuro ou de contraste
de fase (DAVIS; WORLEY, 1973). Na década de 80, com o desenvolvimento das técnicas
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moleculares envolvendo a amplificagdo de fragmentos gendmicos (como exemplo a técnica de
Polymerase Chain Reaction - PCR) e o desenvolvimento de anticorpos monoclonais e policlonais
(teste de enzyme linked immunosorbent assay - ELISA,), ocorreram grandes avancos no estudo
destes molicutes e na diagnose de doencas associadas aos mesmos. Atualmente, além da deteccéo
pela PCR, a identificacdo de fitoplasmas e sua classificagdo em grupos tém sido feita com o
emprego de técnicas moleculares, destacando-se analise de RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) e a PCR com o uso de primers especificos (LEE et al., 1998). Os fitoplasmas
estdo ordenados em 17 grupos e mais de 40 subgrupos e o agente do enfezamento vermelho do
milho esta classificado como pertencente ao grupo 16Srl, subgrupo B (LEE et al., 2004). Além
disso, o sequenciamento do 16S rDNA permite estabelecer niveis de diversidade genética entre
os fitoplasmas e suas relagdes filogenéeticas com outros procariotos (BERTACCINI, 2007;
NERONI, 2009).

2.1.2.4 Transmissao

No Brasil, o vetor dos agentes do complexo do enfezamento do milho € a cigarrinha
Dalbulus maidis (DeLONG E WOLCOTT, 1923), pertencente a ordem Hemiptera, familia
Cicadellidae, subfamilia Deltocephalinae e tribo Marcostelini. Este inseto tem colora¢do amarelo-
palha, com cerca de 3,7 a 4,3 cm de comprimento. Os adultos apresentam duas manchas
circulares negras na coroa, 0 que permite diferencid-lo de outras espécies de cigarrinhas
comumente encontradas na cultura do milho (TRIPLEHORN; NAULT, 1985; OLIVEIRA,
2000). No México, local de origem do milho e de D. maidis, sdo conhecidas outras 12 espécies
desse género (NAULT; DeLONG, 1980), algumas igualmente capazes de transmitir estes
patdgenos (NAULT, 1980).

Experimentalmente, outras espécies desse género se mostraram vetoras dos molicutes e do
virus associados ao enfezamento, entre elas D. tripsacoides, D. gelbus, D. guevarai, D.
quinguenotatus, D. tripsaci (MADDEN; NAULT, 1983). Outros géneros também ja foram
descritos como transmissores sob condi¢bes experimentais, como Graminella nigrifrons para o
fitoplasma, e G. nigrifrons, Stirellus bicolor, Euscelidius variegatus e Exitianus exitiosus para o
espiroplasma (NAULT, 1980; ALIVIZATO, 1984). Investigacdes mostraram que D. maidis é um

vetor muito mais eficiente quando comparado com G. nigrifrons.



24

A relacdo entre estes molicutes e seu vetor é do tipo persistente propagativa (NAULT,
1980), ndo tendo sido constatada a transmissdo dos patdégenos por via transovariana. Segundo
Massola Janior (2001), este tipo de associacdo € caracterizada por periodos bastante definidos,
envolvendo aquisi¢éo, laténcia ou incubacéo, inoculagdo e retencéo.

O periodo de acesso a aquisi¢do (PAA) é o tempo necessario para que o inseto se alimente
da planta fonte infectada e adquira o patdgeno. Ja o periodo de acesso a laténcia (PAL) é a fase
em que inseto se torna apto a transmitir o patdgeno e compreende o tempo no qual o patdgeno
circula pelo corpo do vetor e chega até as glandulas salivares, de onde é transmitido através do
canal salivar durante a alimentagdo do inseto na planta. O periodo de acesso a inoculagdo (PAI) é
definido como tempo necessério para que o inseto vetor infectivo entre em contato com uma
planta sadia e transmita, através da salivacdo, o molicute para este novo hospedeiro. E, para
finalizar, o periodo de retencdo abrange o tempo que o inseto se encontra apto a transmitir o
patdgeno, sendo o seu inicio marcado pelo inicio da transmissao.

O periodo médio para uma efetiva aquisicdo do espiroplasma e do fitoplasma por D.
maidis é de 3 dias (LEGRAND; POWER, 1994). A laténcia varia de 17 a 23 dias para D. maidis-
espiroplama e de 22 a 28 dias para D. maidis-fitoplasma (NAULT, 1980). A inoculacdo, para
ambos os casos, ocorre entre 3 e 9 dias (LEGRAND; POWER, 1994), enquanto a retencdo é
bastante longa, podendo variar de semanas até toda vida util do inseto.

Outro fator que interfere na aquisi¢do do fitoplasma por D. maidis é a prévia aquisicao de
espiroplasma pelo inseto vetor. O desenvolvimento do fitoplasma pode ser reduzido por uma
competicdo com o espiroplasma (OLIVEIRA et al., 2007). A temperatura também pode alterar o
periodo de aquisicdo, pois, aparentemente, o fitoplasma necessita temperaturas mais altas para se
desenvolver que o espiroplasma. Além do patdgeno, o inseto vetor também ¢é afetado
sensivelmente pela temperatura, sendo que em temperaturas abaixo de 20°C ndo ocorre ecloséo

de ninfas, embora seus ovos permanecam Vviaveis.

2.1.2.5 Controle
2.1.2.5.1 Controle genético

Sem duvida, o emprego de genotipos com alta resisténcia genética se constitui numa das
alternativas mais eficientes e recomendadas no controle dos enfezamentos (SILVA et al., 2003;
SHURTLEFF, 1980). Sua grande vantagem € a relacéo custo-beneficio do controle, bem como a
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grande probabilidade de sucesso. Infelizmente, nem todas as variedades ou hibridos disponiveis

no mercado possuem resisténcia satisfatoria.

2.1.2.5.2 Controle quimico do inseto vetor

Além do controle genético, uma das alternativas mais exploradas no controle de D. maidis
é 0 uso de inseticidas nos estadios iniciais do desenvolvimento do milho. Os produtos registrados
no Ministério da Agricultura para esse fim sdo o imidacloprid, thiamethoxan e a clotianidina.
Entretanto, segundo Oliveira et al. (2007), o tratamento de sementes com imidacloprid e
thiamethoxan ndo assegura a reducdo dos enfezamentos no campo, apenas em viveiro telado.
Além disso, os autores citam o tratamento com imidacloprid como mais eficiente quando feito
através de tratamento de sementes. Além da recomendacdo de um tratamento de sementes, que
protege as plantas nos estadios iniciais de desenvolvimento, periodo em que estdo mais
suscetiveis a doenca e ao aparecimento de sintomas, indica-se uma nova aplicagdo do inseticida
30 dias apds a germinacdo. A principal desvantagem do método quimico de controle é a
ineficdcia instantanea dos inseticidas, levando em conta a grande mobilidade do inseto vetor
(TOFFANELLLI, 2001).

2.1.2.5.3 Outros métodos de controle

Em primeiro lugar, deve-se evitar o cultivo de milho em éareas severamente atacadas pela
doenca e pelo inseto vetor. Segundo Bianchini (2001) também é importante evitar o plantio de
milho tardio (segunda safra), pois a semeadura é realizada nos meses de janeiro/marco, enquanto
que o pico populacional da cigarrinha-do-milho é marco/abril, periodo em que o milho esta nos
estadios iniciais do seu desenvolvimento, mais suscetivel a doenga e ao aparecimento de
sintomas.

Outra medida recomendada é a rotacdo de cultura, que evita o cultivo de milho
(hospedeiro preferencial do vetor) durante o ano inteiro. Além disso, podem ser utilizadas
culturas intercalares, visando diminuir a mobilidade de D. maidis no campo e a consequente
disseminacéo dos patdgenos veiculados pela cigarrinha.

A utilizacdo balanceada de nitrogénio, aliada a uma adequada densidade de plantio,
garante plantas mais vigorosas, cujos sintomas sdo amenizados e a produtividade ndo é afetada de

forma tdo significativa.
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2.1.2.6 Hospedeiros alternativos
2.1.2.6.1 Plantas hospedeiras do espiroplasma

Na literatura (TSAI; FALK, 1988) alem do milho (Zea mays) sdo citadas como plantas
hospedeiras do espiroplasma as espécies botanicas Z. mays mexicana, Z. luxuarians, Z. perennis,
Z. diploperenis, tripsacum (Tripsacum dactiloides e T. floridanum) e teosinto (Euchlaena
mexicana).

Nos Estados Unidos, o agente do enfezamento péalido ja foi isolado de plantas
sintomaticas de sorgo. Ap0s a realizacdo de testes experimentais, concluiu-se que o vetor desta
doenca era G. nigrifrons, enquanto que D. maidis ndo foi capaz de transmitir o espiroplasma
(ROSENKRANZ, 1970). A fava (Vicia faba), a vinca (Catharanthus roseus), o rabanete
(Raphanus sativus), a mostarda-branca (Sinapis alba) e o espinafre (Spinacia oleracea) também
foram relatadas como plantas hospedeiras do patégeno (TSAI; FALK, 1988; ALIVIZATO,
1984).

2.1.2.6.2 Plantas hospedeiras do fitoplasma

Para o fitoplasma do enfezamento vermelho, aléem do milho, apenas outras trés espécies
dentro do género Zea séo relatadas como hospedeiras. Entretanto, Whitcomb (1989) levanta a
hipétese de que pode haver outros hospedeiros alternativos na natureza, pois o patdégeno
sobrevive entre as estagOes de cultivo.

Recentemente, um trabalho sobre o assunto revelou que algumas espécies de gramineas
poderiam atuar como potenciais hospedeiros alternativos para o fitoplasma do enfezamento do
milho (HAAS, 2006). Esta possibilidade foi evidenciada pela transmisséo experimental do agente
para 0s capins braquiaria (Brachiaria decumbens), colonido (Panicum maximum) e marmelada
Brachiaria plantaginea, através de cigarrinhas D. maidis alimentadas em plantas de milho
infectadas com o fitoplasma. No entanto, para comprovacdo desta evidéncia haveria a
necessidade de se demonstrar 0 processo inverso, ou seja, a passagem do patdgeno a partir dos
capins para as plantas de milho.

Ainda como exemplo dentro de gramineas, o fitoplasma agente da folha branca da cana-
de-acucar foi relatado como tendo por possiveis hospedeiros alternativos as espécies Cenchrus
setiger, Cenchrus ciliaris, Eriachne obtusa e Eragrostis falcata (TRAN-NGUYEN et al., 2000).
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No Brasil, varias espécies de plantas silvestres e daninhas também ja foram relatadas
como hospedeiras de fitoplasmas diversos, entre elas picdo preto (Bidens pilosa), sempre-viva
(Helychrisia bracteatum), guanxuma (Sida rhombifolia), fedegoso (Senna obtusifolia), meldo de
Sdo Caetano (Momordica charanta), crotalaria (Crotalaria juncea e C. paulinea), margaridinha
(Crysanthemum parthenium), arnica-do-campo (Solidago microglossa), espinafre da Nova
Zelandia (Tetragonia expansa), douradinho do campo (Waltheria indica), catinga-de-bode
(Ageratum conyzoide e A .fastigiatum), mimo-de-vénus (Hibiscus rosa sinensis) e crista-de-galo
(Celosia sp.) (KITAJIMA, 1994).

2.1.2.6.3 Plantas hospedeiras do vetor

O hospedeiro primario da cigarrinha D. maidis € o milho. No entanto, espécies do género
Tripsacum (T. dactiloides e T. pilosum), teosinto (Euchlaena mexicana) e outras do género Zea,
como Z. perennis, Z. diploperennis e Z. luxurians (TSAI, 1988) também sdo citadas como plantas
hospedeiras presentes no México e em outros paises da América Latina. Waquil et al. (1999)
observaram a presenca de insetos adultos e ovos de D. maidis em plantas de sorgo, alertando para
a necessidade de mais estudos que explicassem estas observacoes feitas em campo.

Para Moya-Raygoza et al. (2007), algumas cigarrinhas aparentemente podem se alimentar
de gramineas que crescem como plantas daninhas na bordadura do milho e os autores alertam
para o fato de que ndo ha estudo investigando se a cigarrinha-do-milho pode sobreviver a
entressafra se alimentando dessas plantas. Segundo Oliveira (2000), no Brasil também ha relatos
da presenca de cigarrinhas-do-milho em plantas de batata, algoddo e algumas gramineas; no

entanto, este autor considera como acidentais as coletas destes insetos nos referidos cultivos.

2.1.2.7 Alteragdes bioquimicas causadas por molicutes em plantas doentes

Ap0s a transmissdo pelo vetor, os molicutes passam a colonizar o tecido do hospedeiro a
partir do ponto de infeccdo. Para a captacdo de nutrientes, estes patdgenos podem causar
alteracbes no metabolismo da planta. Concomitantemente, a planta também reage, formando
barreiras fisicas e produzindo substancias quimicas de defesa (PASCHOLATI, 1995). Esta
batalha entre os molicutes e a planta de milho, tanto ao nivel fisiolégico como bioquimico, ainda
¢ pouco conhecida e o seu estudo podera contribuir para o entendimento do mecanismo

envolvido na interacdo hospedeiro-patdgeno. Este tipo de informac&o talvez possa ser Util para a
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adogdo de estratégias para um manejo mais eficiente, com o objetivo de minimizar os danos
causados pelas doengas.

Poucos sdo o0s estudos desta natureza encontrados para o patossistema milho-
espiroplasma. Souza et al. (2003) avaliaram a atividade do acido ferulico e 5,5’-di-ferulico, teor
de proteinas sollveis e a atividade da enzima peroxidase para hibridos de milho resistentes e
suscetiveis ao enfezamento palido. Os resultados demonstraram que as plantas resistentes, no
estadio de plantula, apresentaram maior teor de proteinas sollveis e menores valores de atividade
especifica da peroxidase. Para o &cido ferulico e 5,5’-di-ferulico ndo houve resultados
significativos entre a correlacdo fenotipica e os teores dos respectivos &cidos.

Para o enfezamento vermelho, Junqueira (2003) avaliou alteracGes de proteinas, fendis,
clorofilas, aclcares redutores e das enzimas peroxidase, -1,3 glucanase e quitinase em hibridos
de milho resistentes e suscetiveis ao fitoplasma. A autora observou que, em geral, houve um
aumento de todos os parametros avaliados nas plantas inoculadas com o fitoplasma, quando
comparadas aquelas que ndo foram inoculadas (testemunhas). O aumento nas concentracGes de
proteinas, aclcares redutores e fendis foram atribuidos as alteragcbes nos processos metabolicos
do hospedeiro, em decorréncia da infec¢do pelo patdgeno, enquanto que as alteracGes enzimaticas
foram interpretadas como respostas inespecificas de defesa da planta.

Na década de setenta, Schneider (1977), estudando o declinio da pereira causado por um
fitoplasma, sugeriu que metabdlitos toxicos provenientes da interacdo hospedeiro-patdgeno eram
translocados dos vasos mais novos para os mais velhos, resultando na aparente perda de
funcionalidade do floema. Leon et al. (1996), trabalhando com plantas de coqueiro infectadas
pelo fitoplasma do amarelecimento foliar, observaram alteragdes na condutancia estomatal, as
quais poderiam estar afetando a troca gasosa e alguns processos relacionados, como 0 movimento
hidrico e a fotossintese. Com base nos resultados desta pesquisa, 0s autores propuseram que a
inducdo do fechamento dos estdmatos pela acdo do fitoplasma era responsavel pelos sintomas
observados e, portanto, um dos mecanismos de patogenicidade. Além disso, foi constatada a
reducdo da taxa fotossintética e da quantidade de proteinas, carotendides e clorofila, levando a
conclusédo de que o amarelecimento foliar do coqueiro é um fator do processo de senescéncia da
planta. E importante ressaltar que estes autores evidenciaram a ocorréncia de alteraces
hormonais nas plantas, avaliadas através de um aumento na quantidade de &cido abscisico e na

capacidade do tecido em formar etileno. Maust et al. (2003), trabalhando com o mesmo
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patossistema, observaram alteracdo na conducdo estomatica, na fotossintese, e na respiragdo das
raizes em coqueiros infectadas com o fitoplasma. Demonstraram também uma diminuicdo na
concentracdo de carboidratos e na taxa de fotossintese da planta, porém este decréscimo de
carboidrato ndo foi encontrado nas folhas, onde, ao contrario, houve um aumento de sua
concentracdo. Estes resultados sugeriram uma inibicdo no transporte de aglcares pelo floema,
ocasionando o estresse dos tecidos e 0 aparecimento de sintomas externos.

Bertamini e Nedunchezhian (2001), estudando o patossistema videira e 0 agente do
amarelo (“Bois Noir”), verificaram em plantas doentes um decréscimo no conteudo de clorofila,
carotenoide, proteinas sollveis e na atividade de ribulose-1,5-bisphosphate (Rubisco) e nitrato e
nitrito redutases em folhas; por outro lado, demonstraram que houve um aumento no contetdo de
acucares sollveis e acucares totais.

Na cana de acucar, Fontaniella et al. (2003) e Pifion et al. (2009) observaram algumas
mudancas ultra-estruturais em plantas exibindo sintomas da sindrome do amarelecimento foliar.
A epiderme abaxial de folhas doentes apresentou uma grande quantidade de “corpos” aderidos a
superficie, obstruindo a abertura de estdbmatos. Também foram observados aumento da
concentracdo de acucares redutores, indice de glicose e uma diminuicdo de sacarose, além de um

aumento de arginase e ornitina, que sdo responsaveis pela sintese de poliaminas.

2.2 Material e Métodos
Espiroplasma
2.2.1 Avaliacao de possiveis hospedeiros para o espiroplasma

2.2.1.1 Espécies de plantas

As seguintes espécies de gramineas, entre elas alguns capins comumente empregados na
formacéo de pastagens, foram avaliadas como possiveis hospedeiras para o espiroplasma, agente
do enfezamento péalido, e o seu vetor, a cigarrinha D. maidis: Panicum maximum (capim
colonido), Brachiaria decumbens (braquiaria), Brachiaria plantaginea (capim marmelada)
Shorgum bicolor (sorgo), Pennisetum americanum (milheto) e Pennisetum purpureum (capim
elefante).

Entre as ervas daninhas que ocorrem frequentemente na cultura do milho, foram testadas:

Cenchrus echinatus (capim carrapicho), Melinis minutiflora (capim gordura), Portulaca oleracea
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(beldroega), Rottboelia exaltata (capim camelote), Digitaria insularis (capim amargoso) e
Sorghum halepense (capim massambara).

Sementes de todas as espécies listadas acima foram pré-germinadas em papel de filtro
umedecido, para obtencdo de uniformidade no desenvolvimento das plantas, e ap0s sua
germinacéo, as plantulas foram transplantadas para vasos de 1,5 L de capacidade, contendo como

substrato uma mistura de solo, areia e matéria organica.

2.2.1.2 Obtencéo da populacdo sadia e infectiva do vetor

O fato da cigarrinha-do-milho n&o transmitir o molicute por via transovariana foi decisivo
na escolha da metodologia para a obtencdo de uma colonia de insetos sadia. Cigarrinhas-do-
milho (D. maidis) foram coletadas em lavoura de milho infestada com o auxilio de um aspirador
e confinadas em plantas sadias por quatro dias. Esse confinamento foi realizado com o auxilio de
pequenas gaiolas que ficaram presas as folhas das plantas, determinando o local da postura e
facilitando a excisé@o dos ovos (Figura 3).

Ap0s esse periodo, as cigarrinhas e as “gaiolinhas” foram removidas e as plantas mantidas
em BOD ajustada com temperatura media de 26°C e periodo de 12 horas de luz/escuro por mais
cinco dias. Com o auxilio de um microscopio estereoscépico e agulha histoldgica, os ovos foram
retirados da superficie foliar delimitada e depositados em placas de Petri de vidro, que continham
em seu interior papel de filtro umedecido em agua destilada. Estes ovos foram mantidos em BOD
regulada para fornecer as mesmas condicdes de temperatura e luminosidade ja referidas
anteriormente. As ninfas comegaram a eclodir cerca de dois ou trés dias ap0s a excisdo, e aquelas
de primeiro instar foram transferidas para plantas de milho mantidas em gaiolas de criag&o.

Para se obter a populacdo infectiva do vetor, ninfas de segundo e terceiro instares da
colonia sadia foram transferidas para plantas de milho infectadas com o espiroplasma do
enfezamento palido do milho (plantas-fonte). O periodo de acesso a aquisicdo (PAA) do
espiroplasma foi de quatro dias, sendo as ninfas posteriormente transferidas para plantas sadias
de milho, nas quais permaneceram por aproximadamente vinte e dois dias, correspondentes ao
periodo de laténcia (PAL).
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2.2.1.3 Inoculacéo experimental das plantas com o espiroplasma

No estadio de 3 a 4 folhas, aproximadamente 20-30 dias ap6s o do plantio das sementes,
10 plantas de cada uma das espécies testadas foram inoculadas com o espiroplasma. Para isso,
confinou-se 10 cigarrinhas infectivas/planta, durante 4 dias, atraves de gaiolas feitas de garrafas
plasticas de 2 L (Figura 3).

Como controle positivo para avaliagdo da transmissdo do agente causal da doenga, 10
plantas de milho pipoca cv. Zélia, suscetiveis ao espiroplasma, foram inoculadas com individuos
da mesma populacdo infectiva de cigarrinhas. Ap6s o confinamento, todas as plantas foram
mantidas em casa telada e pulverizadas com inseticida piretrdide lambda-cialotrina, visando
eliminar o vetor e, futuramente, a eclosdo de seus ovos. Cinco plantas das diferentes espécies
testadas foram expostas a cigarrinhas sadias e consideradas como testemunhas (controle
negativo).

As avaliacbes foram feitas através do aparecimento ou ndo de sintomas ao longo do
ensaio, que teve duracdo média de 60 dias. Ao seu término, coletaram-se amostras de tecido

foliar que foram submetidas ao teste de PCR, visando demonstrar a presenca ou auséncia do

espiroplasma nas plantas, independentemente de terem sido ou ndo inoculadas com o patogeno.

Figura 3 — A - Gaiolas usadas para criagdo dos insetos, B - Gaiolas feitas de garrafas de 2 L e usadas na inoculacdo dos
insetos e C - “Gaiolinhas” utilizadas no confinamento de insetos
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2.2.1.4.1 Extragédo de DNA total

Para a extracdo do DNA total das amostras foram empregadas duas metodologias:
extracdo rapida (DOYLE ; DOYLE, 1987) e extracdo com o kit comercial DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) (GREEN; THOMPSON; McKENZIE, 1999).

2.2.1.4.1.1 Extracdo rapida de DNA

O DNA total das plantas foi extraido a partir de amostras foliares. O DNA obtido de
plantas de milho sabidamente infectadas pelo espiroplasma serviu como padrédo positivo para o
teste de PCR.

Cada amostra foi constituida de 2 g de tecido vegetal fresco. Este material foi macerado
em almofariz usando-se nitrogénio liquido e, em seguida, transferido para tubos de
microcentrifuga com capacidade de 1,5 mL, onde foram adicionados 800 mL de tampao de
extracdo (2 g CTAB, 8,18 g NaCl, 0,74 g EDTA, 1,5 g Tris HCL, 100 mL de agua, pH 8,0). Apos
agitacdo vigorosa, as amostras foram levadas para incubacgdo a temperatura de 65°C por 30-60
minutos. Durante a incubacéo, os tubos foram agitados a cada 10 minutos para homogeneizar a
suspensdo e depois adicionados 600 mL de CIA (24 partes de cloroférmio para 1 parte de alcool
isoamilico). A mistura foi novamente agitada vigorosamente até se tornar uma emulsdo
homogénea. O material foi centrifugado em microcentrifuga a 14.000 rpm durante 10 minutos.
Os tubos foram retirados da centrifuga cuidadosamente, evitando-se perturbar a interface entre as
duas fases obtidas. A fase superior (aquosa) foi removida com micropipeta e transferida para um
novo tubo, onde foi adicionado cuidadosamente igual volume de isopropanol gelado (-20°C),
para precipitar o acido nucléico. O material foi levado a —20°C por um minimo de 2 horas e uma
nova centrifugacdo foi realizada a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado,
permanecendo o precipitado no fundo do tubo, que foi lavado com etanol 80% por duas vezes,
adicionando-se 1 mL de etanol durante 10 minutos. Apos a lavagem, o etanol foi descartado e
acrescentou-se 500 pL de NaCl 1M ao precipitado. Em seguida, procedeu-se a incubacdo por 30
a 60 minutos a 4°C. Mais uma centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos foi realizada. Nesta
etapa, o sobrenadante foi removido para um novo tubo e adicionado 350 pL de isopropanol
gelado. Os tubos contendo isopropanol foram mantidos durante 2 horas a -20°C e centrifugados a

14.000 rpm por 10 minutos. O isopropanol foi removido e foi realizada uma nova lavagem do
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precipitado com etanol 80%. Para finalizar, o etanol foi retirado e o precipitado foi deixado para
secar a temperatura ambiente e, ent&o, ressuspendido em 50 mL de &gua deionizada (‘Milli-Q’).

2.2.1.4.1.2 Extracao com kit comercial

Para a extracdo do DNA total usando o kit comercial DNeasy® Plant Mini kit (Qiagen)
foram seguidas as recomendagdes do fabricante.

Aproximadamente 1 g de material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido em
almofariz de porcelana. O material macerado foi transferido para microtubo de 1,5 mL (até
atingir pouco menos da metade do microtubo) e adicionados 400 uL do tampdo AP1 (Qiagen) e 4
il de RNAse. Os tubos foram incubados a temperatura de 65°C por 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados 130 pL do tamp&o AP2 (Qiagen) e os tubos mantidos a -20°C por 5 minutos.
A mistura foi aplicada em uma coluna montada sobre tubo coletor e centrifugada por 5 minutos a
13.000 rpm. O liquido que passou pela coluna foi recolhido em um novo microtubo e foram
adicionados 675 pL do tampdo AP3 (Qiagen). Uma aliquota de 650 pL dessa mistura foi aplicada
em outra coluna, a qual foi centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto. O liquido que passou pela
coluna foi descartado e a coluna contendo o DNA foi transferida para um novo microtubo. No
centro da coluna foram adicionados 500 pL do tampd&o AW (Qiagen) e foi feita uma
centrifugacdo a 13.000 rpm por 2 minutos, para lavagem do DNA. A coluna foi transferida para
um novo microtubo para eluicdo do DNA com 100 pL de tampdo AE (Qiagen). O DNA extraido

foi armazenado a -20°C.

2.2.1.4.2 Condigdes de PCR

O DNA obtido de cada amostra foi diluido em agua deionizada (‘Milli-Q’) nas proporcdes
de 1:5 v/v e 1:50 v/v. As reacdes de PCR foram conduzidas em volume final de 25 mL, contendo
18,35 mL de agua, 2,1 mL de tampdo 10X PCR, 2 mL de uma mistura de deoxinucleotidio
trifosfato (solucdo 2,5 mM de cada deoxinucleotideo) mais 0,17 mL de enzima Amplitaq
(5U/mL). Para amplificacdo do fragmento correspondente ao 16S rDNA do espiroplasma usou-se
os iniciadores CSSF1/R1 (BARROS et al. 2001).

O controle positivo foi representado pelo DNA extraido de planta de milho infectada pelo
patdgeno e como controles negativos foram utilizados a agua e o DNA de plantas inoculadas com
insetos sadios.
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As reacOes de PCR foram processadas em um aparelho termociclador (Perkin Elmer
Cetus, Norwalk, CT), com programa estabelecido de 35 ciclos, cada um compreendendo as
seguintes etapas: desnaturacdo por 1 minuto (2 minutos no primeiro ciclo) a 94°C, anelamento
por 2 minutos a 50°C e extensao por 3 minutos a 72°C (7 minutos no ultimo ciclo) (BARROS et
al., 2001).

As seqliéncias de iniciadores utilizados encontram-se descritas abaixo:

CSSF1 -5 CTGTAGCGGCAAAAGATGTA 3

CSSR1-5" AGTAGTTGCGGCTGAATAGTT 3’

2.2.1.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% e
tampdo TAE 1X (48,45 ml de Tris base, 7,45 g de EDTA, 900ml de agua destilada, pH 8,0). A
voltagem utilizada na corrida eletroforética foi 65 V por 90 minutos. A coloragdo do gel foi feita
através da adicdo do produto Sybr safe ® 1% (Invitrogen) ao gel de agarose. A visualizagdo das
bandas, correspondentes aos fragmentos de DNA amplificados, foi feita em um aparelho
transluminador de luz ultravioleta. O marcador de peso molecular utilizado no gel de agarose foi
1 Kb ladder (Life Technologies).

2.2.1.5 Sobrevivéncia da cigarrinha nas espécies de forrageiras e ervas daninhas
A sobrevivéncia dos insetos nas onze espécies vegetais estudadas foi avaliada 24, 48, 72 e
96 horas ap0s o confinamento, através da contagem do numero de individuos vivos nas plantas de

cada espécie. Os resultados foram analisados utilizando-se o programa ESTAT.

2.2.2 Alteracdes bioquimicas em plantas de milho causadas pelo espiroplasma do
enfezamento palido

O ensaio foi conduzido com os hibridos 2B619 da DowAgroscience (considerado
resistente ao espiroplasma) e 2A120 da DowAgoscience (suscetivel ao espiroplasma). As
sementes de milho foram germinadas como descrito no item 2.2.1.1.

A inoculacdo foi realizada no estadio de 3 a 4 folhas (10 dias apds o plantio das sementes)
conforme o item 2.2.1.3. Para isto, 10 plantas de hibrido resistente e 10 plantas do hibrido
suscetivel foram inoculadas através do confinamento de 10 cigarrinhas infectivas/planta. Como
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testemunhas foram utilizadas 10 plantas de cada um dos hibridos inoculadas com 10 insetos
sadios/planta. O inseticida piretroide lambda-cialotrina foi aplicado imediatamente ap0s a retirada
dos insetos e novas aplicacOes foram realizadas de 10 em 10 dias até o final do experimento.

Durante a coleta do material para realizacdo dos testes bioquimicos, as 10 plantas
utilizadas em cada tratamento foram agrupadas 2 a 2, resultando em 5 amostras para cada hibrido
por tratamento. As amostragens foram realizadas em 6 periodos: no momento da inoculagéo (0
dias) e aos 10, 20, 40, 60, e 80 dias apés a inoculacdo (d.a.i). Em cada um destes periodos foram
coletadas amostras individualizadas de cada uma das 10 plantas inoculadas e ndo inoculadas com
espiroplasma para fins de deteccdo do patdgeno. A extracdo de DNA (do tipo répida) e as
condicgdes de PCR seguiram aquelas descritas no item 2.2.1.4.

2.2.2.1 Obtencao e armazenamento das amostras de tecido foliar
Para a realizacdo das andlises, foram coletadas 0,5 g do material foliar localizado no terco
apical das plantas de milho. Apds a coleta, as amostras foram armazenadas em ultrafreezer (-

80°C). Apenas a determinacéo da clorofila total foi realizada no ato de cada amostragem.

2.2.2.2 Proteina Total

Para a dosagem de proteinas totais foram utilizados 0,5 g de tecido foliar (fresco). Este
material foi macerado em nitrogénio liquido até a obtencdo de um pé fino, ao qual foram
adicionados 4 mL de tampédo acetato de sodio 100 mM (pH 5,0). A suspensdo obtida foi
transferida para tubos e centrifugada a 20.000 g durante 25 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
retirado e transferido para microtubos de 2 mL a fim de determinar a quantidade total de
proteinas e realizar outras analises descritas a seguir. Para a determinacdo das proteinas totais foi
utilizado o método de Bradford (1976), com a albumina de soro bovino (ASB) como padréo.
Neste processo, foi utilizado 40 pL de amostra extraida, adicionados de agua deionizada até
completar 800 uL e mais 200 puL do reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay). Ap0s a
mistura, aguardou-se 10 minutos e a leitura foi feita em espectofotdmetro a 595 nm contra branco

apropriado. Os resultados foram expressos em mg de proteina/g de tecido fresco.
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2.2.2.3 Clorofila Total

Para analise da clorofila total foi coletado 0,1 g de tecido fresco de folhas. O material foi
macerado em almofariz na presenca de 20 mL de acetona 80% (v/v), homogeneizado e filtrado
em papel filtro Whatman nimero 1. Determinou-se em espectofotdmetro a absorbancia das
amostras, a 663 nm para determinagéo de clorofila A e 645 nm para a clorofila B. O contetdo de
cada amostra foi expresso em mg de clorofila/ grama de tecido fresco (ARNON, 1949;
HAMMERSCHMIDT; NICHOLSON, 1977).

2.2.2.4 Fenois Totais

Amostras de 0,5 g de tecido vegetal, coletadas como descrito no item 2.2.2.1, foram
maceradas em nitrogénio liquido e levadas para secar durante 6 horas em liofilizador (Integrated
SpeedVac System, modelo ISS100, marca Savant). Do material liofilizado, 30 mg foram
transferidos para um microtubo de 2 mL, onde se adicionou 1,5 mL de metanol 80%. A
suspenséo foi homogeneizada e submetida a um agitador rotativo por 15 horas, protegido da luz e
mantido a temperatura ambiente. Obteve-se um extrato metanolico que foi centrifugado a 12.000
g por 5 minutos. Apoés a centrifugacéo, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo.
Para a determinacdo dos compostos fenolicos totais, pipetou-se 150 mL deste extrato e
adicionou-se 150 mL do reagente Folin-Ciocalteau 0,25N. Esta reagdo foi mantida em
temperatura ambiente por 10 minutos, sendo entdo adicionado 1 mL de agua deionizada e
mantido por mais 1 hora em temperatura ambiente. A absorbancia foi lida a 725 nm e os valores
calculados com base na curva de catecol. Os compostos fenolicos totais foram expressos em
equivalente mg de catecol/g de tecido fresco (RODRIGUES et al., 2005; KUHN, 2007).

2.2.2.5 Acucares Totais

Na quantificacdo de carboidratos foi utilizado o método do fenol sulfurico (DUBOIS et
al., 1956), empregando-se a glicose como padréo. Para isto, em um tubo de vidro, juntou-se 0,5
mL de cada amostra (extraida conforme o item 2.2.2.2) e 0,5 ml de fenol 5%. Rapidamente, para
completar a reacdo, acrescentou-se 2,5 mL de acido sulfarico. Este material foi homogeneizado e

mantido a temperatura ambiente durante meia hora.
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A absorbancia foi medida em 490 nm contra o branco apropriado. Na determinacdo da
curva padrdo de carboidratos foram utilizadas solugdes de glicose em diferentes concentragdes e

os resultados foram expressos em mg de glicose/g de tecido fresco.

2.2.2.6 Peroxidase

Para a determinagdo da enzima peroxidase foi utilizado o método espectrofotométrico
direto, atraves da medida da conversdo de guaiacol a tetraguaiacol (HAMMERSCMIDT;
NUCKLES; KUC, 1982). Em uma cubeta de vidro de 3 mL foi colocado 0,ImL de extrato
protéico (ver item 2.2.2.2.) ao qual se adicionou 2,9 mL de tamp&o de reacdo (306 pL de
perdxido de hidrogénio e 250 uL de guaiacol em 100 mL de tampéao fosfato 0,01M — pH 6,0). A
leitura foi feita pela alteracdo na absorcdo a 470 nm. A atividade da enzima foi expressa em

unidade de asbsorbancia/ min/ mg de proteina.

2.2.2.7 B-1,3- glucanase

A atividade de -1,3-glucanase foi determinada pela quantificacdo colorimétrica da
glicose liberada do substrato laminarina através da dosagem de acucares redutores liberados,
utilizando o reagente acido 3,5 dinitrosalicilico (ADNS) (MILLER, 1959). Para isto, adicionou-se
25 L de tampéo acetato de sédio 100 mM (pH 5,0), 125 pL de laminarina (4,0 mg/mL) e 100
uL da amostra (extrato protéico) em um microtubo de 2 mL. A reacgdo foi incubada, em “banho-
maria”, a 40°C durante 1 hora. Passado este periodo, a reacdo foi paralisada com a adi¢do de 125
uL do reagente ADNS e aquecida em agua fervente por 5 minutos. Os tubos foram entéo
resfriados em gelo, e a solucdo diluida em 1,25 mL de &gua deionizada (ABELES; FORRENCE,
1970). O material foi homogeneizado e a leitura da absorbancia foi feita a 540 nm com o auxilio
de um espectrofotdémetro, contra o branco apropriado. Foram usadas solucdes de glicose nas
concentracdes de 0,1 a 1 mg/mL para a determinacdo da curva padrdo da -1,3 - glucanase. Os

resultados foram expressos em ug de glicose liberada / hora/ mg de proteina.

Fitoplasma

2.2.3 Avaliacao de possiveis hospedeiros para o fitoplasma

Trés espécies botanicas foram avaliadas como possiveis hospedeiros alternativos para o

fitoplasma do enfezamento do milho, ou seja, capim braquiaria (B. decumbens), capim colonido
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(P. maximum) e capim marmelada (B. plantaginea). Para isto, foi realizada a transmissdo do
fitoplasma a partir de plantas de milho, experimentalmente infectadas, para plantas pertencentes a
cada uma destas trés espécies. Sementes destas especies foram pré-germinadas em papel de filtro
umedecido e, ap0s sua germinacgdo, as plantulas foram transplantadas para vasos de 1,5 L de
capacidade, contendo como substrato uma mistura de solo, areia e matéria organica.

Os ensaios foram conduzidos com duas repeti¢des, sendo que 5 e 10 plantas de cada uma
das espécies testadas foram inoculadas com o espiroplasma, no primeiro e segundo ensaio,
respectivamente. As plantas foram inoculadas quando estavam no estadio de 3 a 4 folhas, usando-
se 10 cigarrinhas infectivas/planta, confinadas durante 4 dias por meio de gaiolas feitas de
garrafas plasticas de 2 L (Figura 3). Como controle da transmissdo do fitoplasma, plantas de
milho pipoca cv. Zelia também foram inoculadas com insetos da mesma populacédo infectiva de
cigarrinhas. Apos o periodo de confinamento, todas as plantas foram mantidas em casa telada e
pulverizadas com inseticida piretroide lambda-cialotrina para a eliminag&o do vetor.

Amostras destas plantas inoculadas foram coletadas aos 60 dias ap0s a inoculagdo e o
DNA total foi extraido (ver item 2.2.1.4) e submetido aos testes de duplo PCR. Os pares de
iniciadores R16 P1/Tint e R16 F2n/R2 e/ou R16 P1/P7 e R16 (I)F1/(I)R1 foram utilizados para a
detecgdo do patdgeno. Uma das plantas dentre aquelas que apresentaram resultados positivos,
dentro de cada uma das espécies testadas, foi utilizada como planta fonte de fitoplasma para
cigarrinhas sadias adquirirem o patégeno.

Para aquisicao, ninfas de segundo e/ou terceiro instar da colonia sadia de D. maidis foram
transferidas para gaiolas (Figura 3A) contendo isoladamente as plantas fontes. As cigarrinhas
permaneceram sobre estas plantas por dois dias, e, posteriormente, estas plantas foram
substituidas por plantas sadias de milho, as quais abrigaram o0s insetos durante um periodo de
laténcia de aproximadamente 22 dias.

Apds a de laténcia, a partir de cada uma das plantas fontes foram inoculadas dez plantas
de milho da cultivar Zélia, usando-se dez insetos por planta. A inoculacéo foi feita com o auxilio
de garrafas pet de 2 L, como descrito no item 2.2.1.3. Dez plantas da cultivar Zélia foram
inoculadas com 10 insetos sadios/planta, servindo como testemunhas para o ensaio.

A transmissédo do fitoplasma foi avaliada semanalmente, buscando-se identificar sintomas
tipicos da doenca. A partir dos 60 dias ap6s a inoculagdo, folhas foram coletadas para extragdo de
DNA, visando a deteccao do patégeno por PCR.
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2.2.3.1 Condicdes de PCR para o fitoplasma

A extracdo rapida de DNA foi conduzida pela metodologia de Doyle e Doyle (1987).
Diferente do que foi apresentado anteriormente para o espiroplasma, para a amplificacdo do
fragmento correspondente ao 16S rDNA do fitoplasma foi empregado o duplo PCR, usando-se 0s
iniciadores universais (“primers”) R16 P1/P7 ou R16 P1/Tint na primeira reacdo. O produto
amplificado foi diluido em &gua deionizada na proporg¢éo de 1:50 v/v e usado como molde para a
segunda reacdo com o par R16 F2n/R2 e/ou o par R16 (I)F1/(I)R1. Este Gltimo par é especifico
para a identificacdo de fitoplasmas pertencentes ao grupo 16Srl e amplifica fragmentos de DNA
de 1,1 kb. Os iniciadores R16 F2n/R2 amplificam uma sequéncia de nucleotideos de
aproximadamente 1,2 kb do DNA gendmico dos fitoplasmas

Quando os iniciadores R16 P1/Tint foram utilizados, o termociclador foi programado para
30 ciclos, compreendendo as etapas: 1 minuto a 94°C para a etapa de desnaturacdo do &cido
nucléico, 1 minuto a 56°C para o anelamento e 2 minutos a 72°C para a extensdo. Para os
iniciadores R16 P1/P7, R16 F2n/R2 e R16 (I)F1/(1)R1 utilizou-se um programa de 35 ciclos, ja
descrito no item 2.2.1.4.2.

As sequéncias dos iniciadores utilizados encontram-se descritas abaixo:
R16 P1- 5’AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T 3’ (DENG; HIRUKI, 1991)
R16 P7-5’CGT CCT TCATCG GCT CTT3’ (SMART et al., 1996)
R16 Tint- 5’TCA GGC GTG TGC TCT AAC CAG C3’ (SMART et. al., 1996)
R16 F2n- 5’"GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG3’ (GUNDERSEN; LEE, 1996)
R16 R2- 5"'TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G3’(GUNDERSEN; LEE, 1996)
R16 (DF1 -5 TAA AAG ACC TAG CAATAG 3’(LEE et al., 1994)
R16(I)R1-5’CAATCC GAACTG AGACTG T (LEE et al., 1994)



40

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Avaliacao de possiveis hospedeiros para o espiroplasma

2.3.1.1 Deteccao de espiroplasma

Dentre as plantas de milho inoculadas, as quais serviram de controle positivo, 80% delas
apresentaram sintomas de enfezamento palido. Os sintomas predominantes foram listras
cloréticas que se estendiam no limbo foliar das folhas e encurtamento de entrends, que resultou
em enfezamento da planta. Estes sintomas estdo de acordo com aqueles descritos por Nault
(1980), que os considera como sintomas caracteristicos incitados por este patdgeno em plantas de
milho.

A presenca do espiroplasma foi detectada nas amostras de milho que apresentaram 0s
sintomas da doenca, através da amplificacdo de fragmentos de DNA de aproximadamente 0,5 kb,
o0s quais foram visualizados na forma de bandas no gel de agarose. Nenhuma banda foi observada
nas reacdes de PCR onde DNA de plantas de milho sadias ou agua foram usadas como controles
negativos. A presenca de bandas de 0,5 kb sdo tipicas para o espiroplasma do enfezamento
palido, quando o par de primers CSSF1/R1 sdo empregados em PCR (BARROS et al., 2001).
Desta maneira, a observacdo dos sintomas tipicos de enfezamento associada a detec¢do do
espiroplasma, confirmaram o sucesso da inoculacdo, validando o teste para avaliacdo das
espécies vegetais como potenciais hospedeiros alternativos deste patogeno.

Embora as plantas de milho tenham mostrado sintomas da doenca e permitido a deteccdo
do patdgeno, em nenhuma das plantas pertencentes as espécies de daninhas e forrageiras
inoculadas ocorreu a manifestacdo de sintomas da doenca. Os testes de PCR, conduzidos com
DNA extraido destas plantas e os primers especificos para espiroplasmas, ndo acusaram a
ocorréncia do patdgeno nos tecidos vegetais.

Estes resultados sdo concordantes com os relatos de literatura que apontam uma gama
estreita de hospedeiros alternativos para o agente do enfezamento do milho, representados por
algumas espécies restritas aos géneros Zea, Tripsacum e Euchlaena (NAULT, 1980). Embora S.
kunkelii tenha sido transmitido experimentalmente para o sorgo e para algumas dicotiledoneas
como fava, vinca, rabanete, mostarda e espinafre, a transmissdo do patdgeno foi obtida através de
cigarrinhas vetoras pertencentes a espécies distintas de D. maidis (ROSENKRANZ, 1970;

NAULT, 1980). Especificamente no caso do sorgo, foi demonstrado que D. maidis nao foi capaz
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de transmitir o molicute, sendo este, no entanto, transmitido pela cigarrinha G. nigrifons
(ROSENKRANZ, 1970). Para as dicotiledneas citadas, o agente transmissor foi a cigarrinha E.
varigatus (NAULT, 1980). Semelhantemente, os resultados obtidos no presente estudo revelaram
que a cigarrinha D. maidis, um vetor muito eficiente para o espiroplasma do enfezamento palido
do milho, provavelmente ndo atue como vetor capaz de transmitir o patdgeno para as espécies
aqui avaliadas como possiveis hospedeiros alternativos.

Esta informacéo € relevante quanto ao aspecto epidemioldgico, pois D. maidis é a mais
importante espécie vetora do espiroplasma no territorio brasileiro e as espécies botanicas
avaliadas neste estudo s&o aquelas encontradas com maior frequéncia no interior ou nas
adjacéncias das areas cultivadas com milho. Os resultados aqui obtidos sugerem que o papel
destas espécies como possiveis hospedeiros alternativos talvez ndo seja relevante e caso o
espiroplama seja encontrado naturalmente nestas espécies, provavelmente outras cigarrinhas, que
ndo D. maidis, sejam responsaveis pela transmissdo do patdgeno para as mesmas. Assim, fica a
evidéncia de que a diversidade de hospedeiros alternativos pode estar condicionada a diversidade

de cigarrinhas vetoras existentes na natureza.

2.3.1.2 Sobrevivéncia da cigarrinha vetora nas espécies de forrageiras e ervas daninha

A andlise estatistica mostrou que nas primeiras 24 h ap6s o inicio do confinamento das
cigarrinhas nas plantas, a sobrevivéncia do inseto em sorgo ndo diferiu daquela observada em
plantas de milho (Tabela 1). Neste caso, em media, mais de oito insetos estavam vivos ao final
das primeiras 24 h apos o confinamento. Para as demais espécies de gramineas, a sobrevivéncia
do inseto variou significativamente em relacdo ao milho e mesmo entre as diversas espécies
testadas.

Na segunda contagem, realizada 48 h ap6s o confinamento, houve uma significativa
reducdo no nimero de insetos vivos contados nas diversas espécies vegetais, porém a populacao
foi mantida praticamente inalterada nas plantas de milho. Nas avaliagGes realizadas ap6s 72 e 96
horas, os resultados se mostraram similares & quantificacdo dos insetos feita apos 48 h do inicio
do confinamento. No entanto, para algumas gramineas houve uma tendéncia de reducdo da
populacéo da cigarrinha ao longo do tempo.

Os resultados de sobrevivéncia do vetor nas plantas de sorgo obtidos no presente trabalho
diferem daqueles relatados por Waquil (1997), que observou a ocorréncia de ninfas e ovos de D.
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maidis em plantas desta espécie, alertando que o sorgo poderia atuar como hospedeiro do inseto.
O sorgo também foi considerado como potencial hospedeiro para a cigarrinha do milho, em
trabalho realizado por Pitre (1967). Este autor conduziu ensaios com varias espécies de
gramineas e relatou que mesmo apos 5 dias de confinamento, aproximadamente 70% das
cigarrinhas se mantinham vivas. No entanto, segundo Kunkel (1946), o fato de D. maidis
sobreviver curtos periodos em algumas gramineas ndo significa que o inseto seja capaz de
prosperar nestas plantas. A baixa sobrevivéncia do vetor verificada em plantas de sorgo, no
presente estudo, talvez possa ser justificada pela variedade aqui utilizada ndo oferecer condicdes
favoraveis para o desenvolvimento do inseto, contrariamente ao que Sse constatou em outros
trabalhos.

Apesar de ter sido revelada uma curta sobrevivéncia do inseto em todas as espécies aqui
avaliadas, deve ser ressaltado que D. maidis é capaz de transmitir o espiroplasma para o milho
ap6s periodos de acesso a inoculagdo tdo curtos como 15 minutos (TSAI; FALK, 1988). E
evidente que a eficiéncia de transmissdo neste caso é menor, da ordem de 15%, quando
comparada com maiores periodos de acesso, como um periodo de 4 dias, em que ocorre indices
de 100% de transmissdo (NAULT, 1980). Deste modo, talvez ndo possa ser atribuido unicamente
a baixa sobrevivéncia do inseto o fato de ndo se observar a transmissao do patdgeno para as
espécies de plantas avaliadas neste trabalho. Esta consideracdo vem ao encontro do foi referido
anteriormente para justificar a ndo deteccdo do patgeno nas diversas espécies testadas. Assim, a
auséncia do espiroplasma nos tecidos de plantas inoculadas, talvez possa ser realmente atribuida
a baixa capacidade de D. maidis em transmitir o agente do enfezamento para as diferentes

espécies de plantas usadas no experimento.
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Tabelal - Sobrevivéncia média de Dalbulus maidis em forrageiras e ervas-daninhas, avaliada pela contagem de
insetos vivos apés 24, 48, 72 e 96 horas do confinamento de dez cigarrinhas por planta, em dez plantas
de cada espécie botanica avaliada

Tempo de inoculacéo

Planta hospedeira 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Milho 9,72 £0,07 a 9,5+0,10 a 9,32+0,14 a 9,12+0,14 a
Sorgo 8,6 0,22 ab 1,1+£0,31 b 00,00 b 0,00 + 0,00 b

Massambara 7,7+0,42 b 0,5+0,30 b 0,3+0,21 b 0,30+0,21 b
Coloniéo 4,8+0,30 c 09+0,31 b 0,9+0,16 b 0,80 £ 0,16 b
Carrapicho 3+0,39 cd 0,5+0,40 b 0,8 +0,47 b 0,70 £ 0,47 b
Beldroega 2,7+0,37 de 0,2+0,13 b 0,1+0,10 b 0,00 + 0,00 b
C. Gordura 2,5+0,42 def 0,3+£0,21 b 0,3+0,00 b 0,30£0,15 b
Camelote 2+042 def 0,6 £0,22 b 0,0 +£0,00 b 0,00 £ 0,00 b
Braquiéaria 16+0,38  def 0,7+0,25 b 0,7+0,26 b 0,45+0,26 b
C. Elefante 0,9+0,79 ef 0,0 £0,00 b 0,0 £0,00 b 0,00 + 0,00 b

C. Marmelada 0,6 +0,25 f 0,1+0,10 b 0,1+0,10 b 0,10+0,10 b
Milheto 0,4+0,16 f 0,3+0,15 b 0,2+0,13 b 0,20+0,13 b

Resultados apresentam a média * erro padrdo. Tratamentos com médias identificadas pela mesma letra, nas colunas,
ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia p<0,05

2.3.2 Alteragdes bioquimicas em plantas de milho causadas pelo espiroplasma do
enfezamento palido

2.3.2.1 Deteccao do espiroplasma

Amostras de plantas inoculadas e ndo inoculadas com o espiroplasma foram coletadas no
momento da inoculacdo (tempo zero) e aos 10, 20, 40, 60 e 80 dias apos a inoculacdo, para a
conducdo de PCR, visando associar a presenca do patdgeno com possiveis alteracdes nos
compostos quimicos do hospedeiro, avaliados neste trabalho. A presenca do espiroplasma foi
evidenciada pela amplificagcdo de fragmentos gendmicos de 0,5 kb, visualizados na forma de
bandas em géis de agarose. Os resultados encontrados estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela2 - Deteccdo de Spiroplasma kunkelii em hibridos de milho resistente e suscetivel, inoculados e nédo
inoculados experimentalmente, avaliados aos 0, 10, 20, 40, 60 e 80 dias ap6s a inoculacdo. Estdo
representados o nimero de plantas com resultado positivo para presenca do patégeno em relacdo ao
namero total de plantas inoculadas

Periodos de Resistente Resistente Nao Suscetivel Suscetivel N&o
Avaliacao Inoculado Inoculado Inoculado Inoculado

0 dias 0/10 0/10 0/10 0/10

10 dias 0/10 0/10 0/10 0/10

20 dias 0/10 0/10 2/10 0/10

40 dias 5/10 0/10 6/10 0/10

60 dias 5/10 0/10 7/10 0/10

80 dias 9/10 0/10 10/10 0/10

Para o hibrido suscetivel, a presenca do espiroplasma foi constatada, por PCR, a partir dos
20 dias ap6s a inoculagdo, enquanto que para o hibrido resistente a primeira detec¢do foi
verificada aos 40 dias apds o inicio da infeccdo (Tabela 2). Os sintomas apareceram a partir dos
40 dias, quando 3 plantas sintomaticas foram observadas dentre as 10 plantas inoculadas para o
hibrido suscetivel. Aos 60 dias, 7 plantas do hibrido suscetivel e 3 do hibrido resistente
apresentavam sintomas de enfezamento. Aos 80 dias, todas as plantas do hibrido suscetivel se
mostraram sintomaticas, enquanto 8 das 10 plantas do hibrido resistente exibiram sintomas. Os
sintomas ndo diferiram em intensidade, porém foram mais precoces nas plantas do hibrido

suscetivel.

2.3.2.2 Proteina Total

Os resultados da analise de proteina total nos diferentes estadios de desenvolvimento dos
hibridos resistente e suscetivel estdo apresentados nas Figuras 4 e 5. Os graficos mostram um
aumento na quantidade de proteina tanto para o hibrido resistente como para o suscetivel até 20
dias apds a inoculacdo (d.a.i.) do patdégeno. Aos 40 dias o teor de proteina total diminui
sensivelmente e permanece praticamente estavel até o final do periodo de avaliagéo.

O hibrido suscetivel (Figura 4) apresenta uma diferenca estatisticamente significativa,
guando comparamos as plantas inoculadas e nao inoculadas, aos 60 d.a.i., embora a partir dos 20
d.a.i. o tratamento inoculado ja apresente menores quantidades de proteina total que o néo
inoculado. Esta reducdo no conteddo protéico em folhas de plantas infectadas por fitoplasma,
também foi relatada por Léon et al. (1996) para o patossistema coqueiro e fitoplasma do

amarelecimento foliar e por Bertamini e Nedunchezhian (2001) para videira infectada pelo agente
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do amarelo da videira. Este resultado foi atribuido a um decréscimo nas subunidades da rubisco,
enzima que constitui 50% ou mais do total de proteinas sollveis das folhas. Bertamini et al.,
(2002), que obtiveram o mesmo tipo de resultado para o fitoplasma do superbrotamento de ramos
da macieira, também atribuiram este efeito ao decréscimo na sintese da rubisco, porém aliada aos
danos ocasionados aos cloroplastos e/ou inibicdo da sintese protéica causada pelo patdgeno. Para
plantas de milho inoculadas com o fitoplasma do enfezamento vermelho, Junqueira (2003)
observou decréscimo no conteudo protéico apenas para um dos hibridos avaliados; os demais
houve um aumento na quantidade de proteinas totais das plantas inoculadas, quando comparadas
com aquelas ndo inoculadas. O trabalho ainda abordou a avaliacéo de dois hibridos de milho, um
suscetivel (XLX520) e um resistente (FT9006) em diferentes estadios fenoldgicos, tendo sido
constatado um aumento no contetdo de proteina total quando o patdgeno estava presente nos
tecidos das plantas.

O hibrido resistente apresentou, ao longo do tempo, variagdo muito pequena na
quantidade de proteinas, independentemente das plantas terem sido ou ndo inoculadas (Figura 5);
no entanto, em todos os periodos de avaliacdo, excecdo feita para o periodo de 40 d.a.i., houve a
tendéncia de maior producdo de proteina pelas plantas inoculadas. Destaca-se, no entanto, que
apenas no decimo d.a.i. foi observada uma diferenca estatisticamente significativa para este
composto nas plantas portadoras e ndo portadoras do fitoplasma.

Aumento nos teores de proteinas em hibridos resistentes ao S. kunkelii também foi
observado por Souza et al. (2003), os quais avaliaram estes compostos em hibridos de milho
resistentes e suscetiveis, em dois periodos: 10 dias ap0s a emergéncia (antes da inoculacao) e na
fase de enchimento dos grdos de milho. Como resultado, as plantas resistentes ao enfezamento
palido apresentaram maiores valores no teor de proteinas sollveis no estadio de plantula, ndo
havendo diferencas na fase de enchimento de graos.

O aumento na quantidade de proteina total é resultante da interacdo patdgeno-hospedeiro,
a qual ativa os mecanismos de defesa da planta, levando a elevacdo do nivel de algumas
proteinas, como as chamadas proteinas-RP, relacionadas ao processo de patogénese (LEITE;
PASCHOLATI, 1995).
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Figura 4 - Teor de proteina soltvel do tecido foliar de milho resultante da infeccdo por espiroplasma em hibrido

suscetivel inoculado (==)e hibrido suscetivel ndo inoculado (~*°). Barras indicam a média * erro padréo
** |ndica diferenca estatistica a 1% pelo teste de Tukey

Hibrido Resistente —e—N&o Inoculado
0.6 - —a— Inoculado

0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

**

fresco

mg proteina/g tecido

0 10 20 40 60 80

Dias apo0s a inoculagao

Figura 5 - Teor de proteina soltvel do tecido foliar do milho resultante da infeccédo por espiroplasma em hibrido

resistente inoculado (™)e hibrido resistente ndo inoculados (*). Barras indicam a média + erro padrao.
** Indica diferenca estatistica a 1% pelo teste de Tukey
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2.3.2.3 Clorofila Total

Os resultados da avaliacdo do conteddo de clorofila total das plantas podem ser
visualizados nas Figuras 6 e 7. Os valores apresentados demonstraram que ap6s um leve
decréscimo inicial, ha um significativo aumento na quantidade de clorofila total para os hibridos
resistentes e suscetiveis. Esse crescimento perdura até aos 20 d.a.i.,, havendo, entdo, uma
diminuicdo gradativa na quantidade de clorofila total, até o final dos periodos de avaliagdo (80
d.a.i.). As analises da clorofila a e da clorofila b mostraram que ambas apresentaram 0 mesmo
comportamento.

Diferengas estatisticas entre os tratamentos aplicados ao hibrido suscetivel foram
mostradas a partir dos 10 dias, sendo que a quantidade total de clorofila produzida pelo hibrido
inoculado foi significativamente menor do que aquela encontrada no hibrido ndo inoculado.

Aos 10 dias ainda ndo havia sido detectado o patdégeno na planta (Tabela 2), embora
Gussie; Fletcher e Claypool (1995) tenham demonstrado que é possivel encontrar o patdégeno
mesmo nos periodos iniciais de desenvolvimento da doenca. Aos 14 dias apds a inoculagdo, estes
autores detectaram, através do teste de ELISA, o patogeno em plantulas de milho. A auséncia de
um resultado positivo para presenca do espiroplasma aos 10 d.a.i., quando ja se observa algumas
alterac6es no contetdo de clorofila na planta, pode ser atribuida a uma distribuicdo desuniforme
do espiroplasma na planta, o que dificulta sua deteccdo. Como consequéncia desta distribuicdo
erratica, muitas vezes se observa sintomas claros da doenca, porém ndo se consegue evidenciar a

presenca do agente nestas mesmas plantas (OLIVEIRA et al., 2002).
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Figura 6 - Teor de clorofila total do tecido foliar do milho resultante da infecgéo por espiroplasma em hibrido

suscetivel inoculado (==) e hibrido suscetivel ndo inoculado (~#*). Barras indicam a média + erro padréo.
** Indica diferenca estatistica a 1% pelo teste de Tukey
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Figura 7 - Teor de clorofila total do tecido foliar do milho resultante da infeccdo por espiroplasma em hibrido
resistente inoculado (™) e hibrido suscetivel ndo inoculado (#). Barras indicam a média + erro padrio.
** |ndica diferenca estatistica a 1% pelo teste de Tukey
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Alguns dos sintomas causados pelo espiroplasma em plantas de milho séo clorose
marginal nas folhas e o desenvolvimento de manchas clordticas na base das folhas recém
emergidas do cartucho (NAULT, 1980). Aparentemente estes sintomas estdo relacionados ao
decréscimo de clorofila nos tecidos foliares. Para Choi et al. (2004) isto ocorre devido ao
bloqueio da biossintese de clorofila pela glicose ou &cido succinico. Resultado idéntico foi
relatado para videira infectada pelo fitoplasma do amarelo (BERTAMINI; NEDUNCHEZHIAN,
2001) e para macieira portadora do fitoplasma do superbrotamneto de ramos (BERTAMINI;
GRANDO; NEDUNCHEZHIAN, 2003). Em ambos os casos foi observada uma correlacédo entre
0 progresso da doenga, avaliado pelo aparecimento de sintomas, e a diminui¢do do conteudo de
clorofila total. Nessa plantas, os conteudos de clorofila a e b também apresentaram decréscimo,
enquanto foi verificado um aumento na atividade de clorofilase nas folhas. Estas alteracdes
parecem estar diretamente relacionadas a inibicdo da taxa fotossintética e a destruicdo dos
pigmentos fotossintéticos, resultando em uma reducdo na fixacdo de CO,. Ledn et al. (1996)
obtiveram estes resultados para coqueiros afetados pelo fitoplasma do amarelecimento foliar
(LY). Através da correlacdo entre estes resultados e outros processos aspectos biogquimicos
alterados, como decréscimo no conteddo protéico, diminuicdo dos pigmentos carotendides e
reducdo na taxa fotossintéticas das plantas, os referidos autores propuseram uma relacéo entre a
doenca e o processo de senescéncia da planta, sendo considerado este um dos mecanismos de
patogenicidade deste fitoplasma. Essa reducgdo no contetido de clorofila total também foi relatada
por Junqueira (2003) para o milho inoculado com fitoplasma, sugerindo que esta reducéo estaria

relacionada a uma interferéncia do patdgeno na taxa fotossintética da planta.

2.3.2.4 Fenois Totais

Os resultados gerados pela anélise dos compostos fenolicos produzidos pelos hibridos de
milho em resposta a presenca do patdgeno se encontram nas figuras 8 e 9. Os dois hibridos
apresentaram dois picos de producdo de compostos fendlicos ao longo do tempo, sendo que para
o0 hibrido resistente o primeiro pico ocorreu aos 10 d.a.i. e 0 segundo aos 60 d.a.i.; enquanto para
o0 hibrido suscetivel, o primeiro pico foi verificado aos 20 d.a.i. e 0 segundo aos 60 d.a.i..

Para os hibridos resistente e suscetivel, os valores encontrados para 0s compostos
fendlicos foram superiores para as plantas inoculadas em comparagdo aquelas ndo inoculadas,

porém diferenca estatistica foi constatada apenas para o hibrido resistente, aos 20 d.a.i..
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O aumento na producdo de compostos fendlicos pelas plantas estd diretamente
relacionado ao aumento da resisténcia a infeccdo por patdgenos e ao ataque de pragas, havendo
também variacOes nos teores destes compostos em funcdo do desenvolvimento das plantas e dos
fatores do ambiente (SALGADO, 2009). Os compostos fendlicos sdo constituidos por um arsenal
de substancias diretamente relacionadas a defesa das plantas e, em geral, atuam através de
mecanismos de resisténcia pré e pés-formados. No primeiro caso, sdo constituintes das plantas e
estdo diretamente relacionados a resisténcia de ndo hospedeiros; no segundo, sdo formados em
resposta a presenca do patégeno e fazem parte de uma resposta ativa de defesa da planta
(NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).

O aumento na quantidade de fendis, mais especificamente na quantidade de polifendis,
ligninas e suberinas foi reportado por Musetti et al. (2000) em plantas de ameixa e maca afetadas
pelos agentes do superbrotamento. Os autores demonstraram uma relacdo entre estes metabolitos
e a defesa das plantas contra doencas sistémicas, como aquelas causadas pelos fitoplasmas. O
aumento observado na lignificacdo destas plantas pode ser interpretado como uma tentativa da
planta em restringir a multiplicacdo do fitoplasma nos vasos do floema. Outros compostos
fenolicos observados também foram alterados na presenca de molicutes. Para cana-de-agucar,
Fontaniella et al. (2003) observaram um aumento na producao de acidos clorogénicos, siringico e
feralico em plantas apresentando a sindrome do amarelecimento foliar, causada por um
fitoplasma.

Choi et al. (2004) utilizaram plantas de vinca (Catharanthus roseus) inoculadas com 10
diferentes fitoplasmas e observaram um aumento de metabolitos relacionados a biossintese de
fenilpropandides ou terpenoides, como o &cido clorogénico, o acido logénico e a secologanina.
Estes autores relataram um aumento de até 2 a 4 vezes na producdo do acido clorogénico pelas
plantas infectadas, quando comparadas com plantas sadias. O acido clorogénico parece servir
como um indutor da sintese de fitoanticipinas, substancias antibidticas produzidas em defesa das
plantas ao ataque de patdgenos, sendo os acidos clorogénicos, siringico e ferulico os principais
compostos encontrados nas plantas. Como exemplo da atividade do acido clorogénico, plantas de
fumo super-expressando fenilalanina aménia-liase, e em decorréncia produzindo uma grande
quantidade deste acido, exibiram uma reducdo na suscetibilidade ao patdgeno Cercospora
nicotina (SHADLE et al., 2003). Para plantas de milho infectadas com fitoplasma, um aumento
nos compostos fendlicos ao longo do desenvolvimento das plantas foi observado por Junqueira
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(2003). O acréscimo na quantidade de fenois totais foi verificado independente do hibrido
analisado e da presenca do patdgeno, porém os valores foram maiores para os hibridos infectados
pelo agente do enfezamento.

No presente trabalho, foram analisadas apenas as alteracGes quantitativas dos fenois,
sendo interessante uma avaliagdo qualitativa para melhor compreensdo da atuagéo dos diversos

compostos fenolicos nas plantas inoculadas com o patogeno.

2.3.2.5 Acucares Totais

Quanto ao conteudo de agUcares totais, as plantas inoculadas do hibrido suscetivel
apresentaram valores de carboidrato crescentes até os 60 d.a.i., seguido de uma leve reducdo
destes valores no periodo compreendido entre os 60 e os 80 d.a.i.. Para as plantas ndo inoculadas
foram registrados resultados semelhantes, diferindo para a avaliacdo feita aos 10 d.a.i., quando
ocorreu um leve acréscimo. Observou-se diferenca estatistica entre os valores obtidos aos 20
d.a.i.,, quando o valor do agucar total se mostrou maior nas plantas inoculadas do hibrido
suscetivel.

O hibrido resistente apresentou até os 40 d.a.i. valores muito proximos entre os dois
tratamentos, plantas inoculadas e ndo inoculadas. Aos 60 d.a.i. houve significativo aumento na
quantidade de agUcar para o hibrido inoculado, voltando a decrescer aos 80 d.a.i. (Figuras 10 e
11).

O acumulo de agucares em folhas de plantas infectadas por fitoplasmas vem sendo
relatado por diversos autores. Plantas de macé infectadas pelo fitoplasma do superbrotamento de
ramos e de videira portadoras do fitoplasma do amarelo exibiram um aumento no contetdo de
acucar total em suas folhas, quando comparadas com folhas de plantas sadias (BERTAMINI et
al., 2003; BERTAMINI; NEDUNCHEZHIAN, 2001). No caso da sindrome do amarelecimento
foliar na cana-de-agucar, causada por um fitoplasma, a doenca foi responsavel por dobrar o
conteudo de glicose nas plantas infectadas (FONTANIELLA et al., 2003). Plantas infectadas por
fitoplasmas geralmente apresentam um aumento da quantidade de agucares nas folhas e uma

diminuicdo dos mesmos no caule e nas raizes.
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Figura 10 — Teor de Acucar Total do tecido foliar do milho resultante da infec¢cdo por espiroplasma em hibrido

suscetivel inoculado (=) e hibrido suscetivel ndo inoculado (~*°). Barras indicam a média +
erro padrdo. ** Indica diferenca estatistica a 1% pelo teste de Tukey
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Figura 11 — Teor de Aglcar Total do tecido foliar do milho resultante da infeccédo por espiroplasma em hibrido
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Em plantas de vinca inoculadas com trés diferentes fitoplasmas e de fumo infectadas
também por um fitoplasma, Lepka et al., (1999) estudaram o contetido de glicose, frutose,
sacarose, amido e aminoacidos. Os autores observaram altera¢fes na distribuicdo de carboidrato
nas plantas infectadas, havendo uma inibicdo da translocacdo deste composto; essas mudancas na
translocacdo de fotossintatos possivelmente contribuiram para a expressdo de sintomas da doenca
pelas plantas afetadas.

Maust et al. (2003) propuseram um modelo para a colonizacdo de plantas de coqueiro pelo
fitoplasma do amarelecimento foliar, sob o aspecto da alteragdo de acucares e carboidratos
provocados doenca. Apos a transmissdo do fitoplasma para a planta, sua multiplicagdo no floema
produziria uma reducdo no transporte de agucares, levando ao acumulo de carboidratos nas
folhas, causaria inibicdo da fotossintese e provocaria uma reducédo do fornecimento de agucar das
folhas para as raizes. O reduzido nivel de carboidrato nas raizes levaria a uma diminuicdo da
respiracdo da planta, ocorrendo altera¢des bioquimicas que afetariam a sintese de reguladores de
crescimento, como as citocininas, causando mudancas fisiologicas no dossel das folhas, na
senescéncia prematura e na abscisdo de frutos e folhas. No entanto, permanece desconhecida a

forma como os fitoplasmas reduzem o transporte da sacarose atraves do floema.

2.3.2.6 Enzimas
2.3.2.6.1 Peroxidase

As plantas inoculadas do hibrido suscetivel apresentaram um aumento na atividade da
enzima peroxidase, quando comparadas com aquelas ndo inoculadas (Figuras 12 e 13). As
diferencas estatisticas foram observadas para as avaliagdes feitas aos 10 e 80 d.a.i.. Tanto para
plantas inoculadas como néo inoculadas, esta enzima apresentou um aumento gradativo na sua
atividade ao longo do tempo, sendo que sua atividade méaxima ocorreu aos 40 d.a.i. e, a partir
deste periodo, sofreu uma reducao.

Os indices de atividade desta enzima para o hibrido resistente foram semelhantes para 0s
dois tratamentos, correspondentes a plantas inoculadas e ndo inoculadas. No entanto, aos 60 dias
observou-se um aumento estatisticamente significativo para o tratamento inoculado. Justamente
neste periodo foi possivel detectar a presenca do patdégeno no hibrido resistente inoculado e
visualizar os sintomas da doenca em algumas das plantas, evidenciando que esta enzima parece

estar diretamente relacionada aos mecanismos de defesa das plantas.
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As peroxidases sdo enzimas que catalisam a oxi-reducdo entre peroxido de hidrogénio e
varios redutores (HIRAGA, 2001). Elas estdo amplamente distribuidas em todas as plantas,
apresentando multiplas isoformas e estdo envolvidas em diversas reacdes celulares, como a
oxidacdo de compostos fenolicos, oxidacdo do acido indol-3-acético, ligacbes de polissacarideos,
ligagbes com mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos e alongamento de células.
Também possuem papel no crescimento e desenvolvimento de plantas e estdo relacionadas aos
mecanismos de defesa em relacdo aos patdgenos e aos estresses abioticos (SBALCHEIRO;
DENARDIN; BRAMMER, 2009). Segundo Asada (1992), a sua atividade pode ser alterada em
funcdo da resisténcia ou suscetibilidade da plantas ao patdégeno, sendo que na maioria das vezes
sd0 as primeiras enzimas a terem sua atividade modificada quando a planta é submetida a uma
condicdo de estresse. Devido a essa caracteristica, esta enzima € muito utilizada como marcador
bioquimico para estresses bioticos ou abioticos (SIEGEL, 1993).

O aumento na atividade da enzima guaiacol peroxidase na presenca de fitoplasmas
também foi relatado para o patossistema macieira e fitoplasma do superbrotamento de ramos
(MUSETTI et al.,, 2004) e para plantas de damasco infectadas pelo agente do amarelo das
rosaceas de caroco (MUSETTI et al., 2005). Estes resultados sugeriram que esta enzima estaria
relacionada com a reducdo na intensidade dos sintomas.

No presente estudo, apesar das plantas apresentarem um aumento na quantidade de
peroxidase, ndo foi possivel relacionar esta alteragdo com a ativacdo nos mecanismos de
resisténcia, uma vez que os sintomas foram observados aos 40 d.a.i. para o hibrido suscetivel e
aos 60 d.a.i. para o hibrido resistente. Para evidenciar a ativagcdo dos mecanismos de resisténcia,
0s sintomas observados nas plantas infectadas deveriam ser retardados e/ou se apresentarem mais
amenos em relagdo a intensidade a medida que houvesse teores mais elevados desta enzima nas
plantas (JUNQUEIRA, 2003).
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Figura 12 - Teor da atividade da peroxidase do tecido foliar do milho resultante da infec¢do por espiroplasma em
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Figura 13 - Teor da atividade da peroxidase no tecido foliar do milho resultante da infec¢do por espiroplasma em
hibrido resistente inoculado (™) e hibrido resistente néo inoculado (*). Barras indicam a média + erro
padrdo. ** Indica diferenga estatistica a 1% pelo teste de Tukey
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2.3.2.6.2 B-1,3-glucanase

Os resultados obtidos para a analise da enzima -1,3-glucanase demonstraram que, de
modo geral, ocorreu um aumento na sua atividade enzimatica nos tratamentos representados pelas
plantas inoculadas (Figuras 14 e 15).

Para o hibrido suscetivel, os niveis da enzima, avaliados ao longo dos diferentes estadios
de desenvolvimento das plantas, foram semelhantes para os tratamentos inoculado e né&o
inoculado. Nas primeiras avaliacdes, feitas no tempo zero e aos 10 d.a.i., 0s niveis permaneceram
constantes, ocorrendo um leve decréscimo aos 20 d.a.i.. A atividade da enzima aumentou
consideravelmente, atingindo seu méximo aos 40 d.a.i.. AvaliacOes feitas aos 60 d.a.i. mostraram
diminuicdo da atividade enzimética, a qual permaneceu praticamente estvel até o final do
experimento.

Para o hibrido resistente, os resultados seguiram a mesma tendéncia daquela verificada
para o hibrido suscetivel. Neste caso, nas plantas inoculadas, o pico da atividade se iniciou aos 40
dias e perdurou até os 60 d.a.i., havendo diminuicgdo da atividade aos 80 d.a.i..

As -1,3 - glucanases estdo agrupadas dentre as “Proteinas Relacionadas a Patogénese” ou
Proteinas-RP. Elas sdo consideradas fatores de resisténcia ap0s a infeccdo e possuem um
eficiente papel na defesa das plantas. Em outras palavras, essas proteinas sdo induzidas em
resposta a infeccdo por um patdégeno ou a um estimulo abidtico. Essas proteinas ndo s&o
necessariamente identificadas por sua acdo antipatogénica e sim por seu simples acimulo em
plantas submetidas a acao de patdogenos (VAN LOON, 1997). Segundo Ryals et al., (1996), o que
determinara ou ndo a resisténcia ao patégeno nao é apenas a producao destas proteinas, mas sim a
rapidez e a intensidade com que esta reagao ocorre.

Junqgueira (2003) observou um aumento na atividade da enzima -1,3- glucanase em
plantas de milho infectadas por fitoplasma e relacionou esta alteracdo com uma resposta de
defesa inespecifica das plantas. Hren et al. (2009) analisaram o padrdo de expressdo dos genes da
videira cv. Chardonnay "na presencga do fitoplasma do amarelo e observaram um aumento na
transcricdo da enzima -1,3-glucanase na presenca deste patdgeno. Concluiram que estes
resultados podem estar relacionados a liberacdo de subprodutos resultantes da degradacdo da
calose para a utilizacdo pelo fitoplasma e/ou para facilitar 0 movimento do patégeno atraves da
planta. Na auséncia de sintomas foliares tipicos de fitoplasma houve uma insignificante expressédo
diferencial de genes codificando -1,3 — glucanase.
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Figura 14 - Teor da atividade da -1,3-glucanase no tecido foliar do milho resultante da infeccéo por espiroplasma
em hibrido suscetivel inoculado (==)e hibrido suscetivel ndo inoculado (**°). Barras indicam a média +
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Figura 15 - Teor da atividade da -1,3-glucanase no tecido foliar do milho resultante da infeccéo por espiroplasma
em hibrido resistente inoculado () e hibrido ndo resistente ndo inoculado (*). Barras indicam a
média + erro padrdo. ** Indica diferenca estatistica a 1% pelo teste de Tukey
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2.3.4 Avaliacao de possiveis hospedeiros para o fitoplasma
2.3.4.1 Detecgéo de fitoplasma nas plantas avaliadas

Na primeira repeticdo, o fitoplasma foi detectado, por PCR, em todas as 5 plantas
inoculadas de capim colonido; em 4 das 5 plantas de capim marmelada; e em 2 das 5 plantas de
capim braquiéria. Na segunda repeti¢do, o fitoplasma foi encontrado em 2 plantas de capim
colonido de um total de 10 plantas inoculadas; 2 das 10 plantas de capim marmelada; e 2 das 10
plantas de capim braquiéria. A presenca do patdgeno nos tecidos das plantas doentes foi revelada
pelo teste de PCR, pois nenhuma das plantas portadoras do fitoplasma apresentou sintomas
externos da doenca. A deteccao do fitoplasma nas plantas de milho e nas plantas de gramineas foi
evidenciada pela visualizacdo de bandas de aproximadamente 1,2 kb no gel de agarose, como
resultado da amplificacdo do fragmento genémico correspondente ao 16S rDNA. Nenhuma
banda foi observada nas reacdes de PCR onde DNA de plantas sadias de milho ou agua foram
usados como controles negativos. O aparecimento de bandas de 1,2 kb sdo tipicas para
fitoplasmas, quando sdo utilizados primers como R16 F2n/R2 na segunda reacdo de duplo PCR
(LEE et al., 1994).

Estes resultados, baseados no PCR, mostraram que as trés espécies de capins avaliados
podem abrigar o agente do enfezamento vermelho do milho. Esta informacdo tem um relevante
valor epidemioldgico, pois aponta que estas gramineas talvez possam atuar como fontes de
indculo para a cultura do milho. Os relatos de literatura registram somente espécies do género
Zea como hospedeiras do fitoplasma (NAULT, 1980), no entanto, os resultados encontrados no
presente trabalho permitem somar a este género, outros géneros de gramineas que também podem
hospedar este agente e que se revestem de grande importancia por serem usadas como pastagem.
Assim, a passagem do fitoplasma a partir destas gramineas para plantas de milho fica
condicionada a existéncia de cigarrinhas que sejam capazes de transmitir o patégeno das plantas
fontes para a cultura do milho. Desta forma, € possivel que os hospedeiros alternativos possam
garantir a sobrevivéncia do patdgeno durante o periodo de auséncia da cultura do milho e talvez
atuarem como fonte de inoculo, de acordo com a hipotese levantada por Whitcomb (1989). O
patossistema milho-fitoplasma do enfezamento, talvez possa se comportar de modo semelhante
ao patossistena cana-fitoplasma da folha branca, no qual gramineas sdo apontadas como possiveis
hospedeiros alternativos do patdgeno (TRAN-NGUYEN et al., 2000). Os resultados encontrados
no presente estudo também confirmam os achados anteriores de Haas (2006), os quais
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evidenciaram que plantas dos capins colonido, marmelada e braquiaria hospedaram o agente do
enfezamento vermelho em seus tecidos.

Em relacdo a transmissdo do fitoplasma a partir das plantas fontes, pertencentes as trés
espécies de capins, para as plantas de milho, resultado positivo somente foi observado para uma
planta de milho. Na primeira repeticdo, em nenhuma das 10 plantas milho inoculadas com
cigarrinhas alimentadas em plantas infectadas de capim colonido, marmelada e braquiéria foi
constatada a presenca do agente do enfezamento. Na segunda repeticdo, uma das 10 plantas de
milho inoculadas com insetos alimentados em planta fonte de colonido mostrou a ocorréncia do
fitoplasma nos seus tecidos, embora ndo apresentasse sintomas; no entanto, resultados negativos
de PCR foram encontrados para as demais plantas de milho inoculadas com insetos alimentados
tanto em plantas infectadas de capim marmelada como de braquiaria.

A deteccao de fitoplasma em uma das plantas de milho inoculada com insetos alimentados
em uma das plantas de capim colonido portadora deste patdgeno tem um significado
epidemiolégico importante. O resultado revela que D. maidis € capaz tanto de inocular o
fitoplasma no capim ap0s a sua aquisicdo no milho, como adquirir o fitoplasma a partir da sua
alimentacdo no capim e transmiti-lo para o milho. Esta evidéncia foi obtida em condigdes
experimentais, em pequena escala, nas quais foram utilizados um reduzido nimero de plantas e
uma pequena populacdo do inseto vetor. Considerando as condi¢Ges naturais de campo, a
transmissdo do agente de plantas de milho para plantas da graminea e vice-versa podera alcancar
proporcOes significativas, uma vez que é reconhecida a ocorréncia de altas populacGes da
cigarrinha nas lavouras de milho e a frequente presenca do capim colonido nas proximidades
desta cultura. Diante da evidéncia obtida neste trabalho, pode-se sugerir que o capim colonido
possa atuar como hospedeiro alternativo para o fitoplasma do enfezamento do milho.

Os resultados mostraram que o vetor é mais eficiente em adquirir o patégeno em plantas
do milho e inocula-lo em plantas de gramineas do que adquirir o fitoplasma em gramineas e
inocula-lo no milho. Isto pode ser justificado pelo fato da cigarrinha ter maior especificidade com
o milho, o que lhe garante maior tempo de alimentacdo neste hospedeiro. Além disto, o
fitoplasma é um patégeno do milho e normalmente se encontra em altas concentracfes nas
plantas infectadas. Assim sendo, a aquisicdo é feita de forma eficiente. A aquisic¢éo do fitoplasma
a partir das gramineas é dificultada, pois estas plantas ndo sdo hospedeiros preferenciais do inseto

e sua sobrevivéncia é curta, como demonstrado no presente estudo. Além disto, a concentracao
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do patégeno nestas plantas é, provavelmente, baixa devido a falta de especificidade entre
patdgeno e hospedeiro, tornando mais dificil ao vetor encontrar o patégeno nos seus tecidos. Um
caso semelhante foi relatado para o virus do nanismo amarelo da cevada, cuja transmissdo pelo
inseto Rhopalosiphon padi sé ocorre quando o patdgeno se encontra em altas concentracfes na
planta durante o periodo de aquisicdo pelo vetor, havendo uma correlagdo positiva entre a
duracdo do periodo de acesso a aquisicdo e a eficiéncia de transmissdo do virus (TJALLINGII;
PRADO, 2001). Os fitoplasmas, apesar de colonizarem a planta de milho de modo sistémico,
podem estar distribuidos de maneira desuniforme nos tecidos e, muitas vezes, podem se encontrar
presentes em baixa concentragdo (OLIVEIRA et al., 2002). Isto pode dificultar a aquisicdo por
parte da cigarrinha D. maidis. No presente trabalho, o periodo de acesso a aquisi¢do nas plantas
pertencentes as 3 espécies de gramineas foi reduzido, ficando limitado a, no méximo 2 dias, ja
que as ninfas ndo sobreviviam a periodos maiores. Esta situacdo pode ter provocado alguma
interferéncia na aquisicdo do fitoplasma pelo vetor, tomando-se por base que um periodo de 4
dias tem sido recomendado para que o inseto atinja 0 maximo de eficiéncia para transmitir este
patogeno.

Em relacdo a inoculacdo, devido a especificidade entre vetor e hospedeiro, a cigarrinha
talvez possa alcangar seu local de alimentacdo mais rapidamente no seu hospedeiro preferencial e
depositar o fitoplasma que a esta infectando. Também, a sobrevivéncia maior do inseto no seu
hospedeiro preferencial resulta em maior tempo de alimentacdo, permitindo introduzir maior
quantidade de inoculo nos tecidos do hospedeiro. Em contrapartida, estes eventos ocorrem com
menor eficiéncia em relacdo as outras gramineas, provavelmente pela menor afinidade entre o
inseto e as plantas.

Embora a cinética da inoculacdo e da aquisicdo de patdgenos pelo vetor seja semelhante
em muitos aspectos, provavelmente porque ambos estdo envolvidos com processos ligados a
alimentacdo, a aquisicdo parece exigir condicbes mais especificas do que inoculacdo. Uma
técnica muito utilizada para avaliar o comportamento alimentar do inseto é chamada EPG
(Eletrical Penetration Graphs) e tem sido demonstrada a existéncia de diferencas entre os dois
processos. Durante a aquisi¢do do patdgeno por seu inseto vetor sdo produzidos padrdes de onda
distintos daqueles encontrados durante a inoculacdo (TJALLINGII; PRADO, 2001), sendo o
processo de ingestdo (ligado & aquisi¢do) considerado mais complexo do que o processo de
salivacdo (ligado a inoculacdo). No caso de procariotos, 0 processo de inoculagdo também parece
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ser mais eficiente do que o de aquisicdo. Segundo Purcell (1982), a eficiéncia destes processos
esta relacionada tanto com a quantidade de indculo adquirida durante a alimentacdo versus a
quantidade que é “injetada” na planta, como com quantidade de inoculo necessaria para infectar
plantas versus aquela necessaria para infectar insetos.

Para os fitoplasmas, a existéncia de hospedeiros alternativos tem sido relatada para
agentes de diversas doencas encontradas em varias culturas. Como ja referido anteriormente, um
exemplo dentro das gramineas € o caso do fitoplasma da folha branca da cana-de-agucar que pode
ser hospedado por gramineas das espécies Cenchrus setiger, Cenchrus ciliaris e Eragrostis
falcata (TRAN-NGUYEN et al., 2000). Ainda para cana, as gramineas Whiteochloa biciliata,
Chloris inflata, Dactyloctenium aegyptium e Dactyloctenium radulans foram reconhecidas como
sendo portadoras do fitoplasma associado a doenca denominada “grassy shoot”, presente na
Austréalia (BLANCHE et al., 2003). Para culturas perenes, por exemplo, é relevante o papel de
algumas plantas daninhas como hospedeiros alternativos para o agente do amarelo da videira,
podendo ser relacionadas as espécies Silene alba, Rubus sp. Trifolium pratense, Trifolium repens,
Conrolrulus arvensis, Plantago major, Pieris echioides, e Taraxacum officinalis (ARZONE et
al., 1994). Ainda para plantas perenes, o fitoplasma agente do enrolamento clorotico da folha do
damasco (Prunus armeniaca L.) foi detectado em diversas espécies silvestres de Prunus
(JARAUSCH et al., 2001).

A transmissdo do fitoplasma do enfezamento vermelho para plantas de capins,
demonstrado neste trabalho, revela que estas gramineas poderdo ter um papel relevante na
epidemiologia da doenca, atuando tanto na sobrevivéncia do patégeno, como servindo de fonte de
inoculo para a cultura do milho. Apesar de ter sido constatado em escala experimental que a
cigarrinha D. maidis é pouco eficiente em transmitir o fitoplasma das gramineas para o milho, em
escala de campo esta transmissdo pode atingir proporcgdes significativas. Além disto, pode-se
especular a existéncia de outros vetores existentes na natureza que possam atuar no processo de
transmissdo, levando o patdégeno das gramineas até o milho, sendo este posteriormente

disseminado de forma eficiente na cultura pela cigarrinha D. maidis.
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3 CONCLUSOES

e Nenhuma das espécies botanicas avaliadas se apresentou como hospedeiro alternativo
para o espiroplasma do milho.

e Capim colonido se mostrou como um hospedeiro alternativo para o fitoplasma do
enfezamento vermelho.

e A presenca do espiroplasma em plantas de milho provocou alteragdes em alguns
processos metabdlicos da planta: variagdo na concentracao de proteinas soluveis, aumento
na quantidade de fenois e acUcares totais, reducao na quantidade de clorofila e aumento na

atividade das enzimas peroxidase e -1,3-glucanase.
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