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RESUMO

Fitoplasma do enfezamento-vermelho altera a emissao de volateis do milho e o
comportamento quimiotaxico de Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae)

A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae: Deltocephalinae), é responsavel pela transmissao de fitopatdgenos que causam
prejuizos econdmicos significativos na cultura do milho, Zea mays L. (Poaceae). Dentre eles,
o fitoplasma do enfezamento-vermelho pode influenciar o comportamento de insetos-vetores
indiretamente, por meio de alteracdes morfoldgicas e fisioldgica de suas plantas hospedeiras.
Este trabalho avaliou o efeito de plantas de milho infectadas ou ndo com o fitoplasma do
enfezamento-vermelho do milho (MBSP) sobre o comportamento de selecdo hospedeira de D.
maidis. Adicionalmente foram identificados os compostos organicos volateis (COVS)
emitidos por dois genoétipos infectados ou ndo com MBSP. Foram realizados testes de dupla
escolha com fémeas sadias de D. maidis em olfatometro Y. Os COVs dos genétipos de milho
infectados ou ndo com MBSP foram coletados em laboratorio, identificados e quantificados
utilizando um cromatografo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas e cromatdégrafo
gasoso acoplado a um detector por ionizagdo em chamas, respectivamente. A doenca alterou o
perfil de volateis dos dois gendtipos testados, tanto quantitativa quanto qualitativamente,
induzindo a liberacdo de seis compostos e aumentando a quantidade liberada de nove
compostos no milho hibrido P4285VYHR infectado. Em relagdo ao comportamento do inseto
vetor, a cigarrinha D. maidis foi capaz de discriminar entre os tratamentos P4285VYHR
infectado e P4285VYHR “mock”, selecionando preferencialmente a planta de milho
infectada. No caso do genétipo SCS 156 Colorado, as fémeas preferiram os odores das plantas
“mock” quando contrastados com ar limpo. Dessa forma, D. maidis reconhece os volateis do
gendtipo hibrido P4285VYHR e responde preferencialmente para aos volateis emitidos pela
planta infectada.

Palavras-chave: Manipulacédo vetorial, Cigarrinha-do-milho, Molicute fitopatogénico,
Compostos volateis de plantas.



ABSTRACT

Maize bushy stunt phytoplasma changes the emission of maize volatiles and the
chemotaxic behaviour of Dalbulus maidis (DeL.ong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae)

The corn leafhopper, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae: Deltocephalinae), is responsible for the transmission of phytopathogens that
cause significant economic losses in maize, Zea mays L. (Poaceae). Among them, the maize
bushy stunt phytoplasma can indirectly influence the behaviour of insect vectors through
morphological and physiological changes in their host plants. This study evaluated the effect
of maize bushy stunt phytoplasma (MBSP)-infected and noninfected maize plants on the host
selection of D. maidis. Additionally, volatile organic compounds (VOCs) emitted by two
maize genotypes were identified. Double-choice tests were performed with healthy D. maidis
females using a Y-tube olfactometer. The VOCs of MBSP-infected and noninfected
genotypes were collected in the laboratory, identified and quantified using GC-MS and GC-
FID, respectively. The disease altered the volatile profile of the two genotypes, both
quantitatively and qualitatively. In P4285VYHR hybrid maize, it induced the release of six
compounds and increased the amount of nine others in MBSP-infected plants. D. maidis was
able to discriminate between MBSP-infected and noninfected P4285VYHR hybrid,
preferentially responding to the VOCs emitted by infected plants. In the case of genotype SCS
156 Colorado, females preferred the odors of mock plants when contrasted with clean
air.Thus, D. maidis recognizes P4285VYHR hybrid VOCs and responds preferentially to
infected plants.

Keywords: Vector manipulation, Corn leafhopper; Phytopathogenic mollicute; Plants
volatile compounds



1. INTRODUCAO

A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae: Deltocephalinae), é considerada uma das principais pragas do milho, Zea mays
L., por transmitir quatro fitopatdgenos que causam doencas importantes nessa cultura: o virus-
da-risca, ‘maize rayado fino virus’ (MRFV), uma espécie-tipo do género Marafivirus da
familia Tymoviridae, um segundo virus agente causal do mosaico estriado do milho (Maize
Striate Mosaic Virus; género Mastrevirus ) (VILANOVA et al., 2022) e duas bactérias da
classe Mollicutes, o fitoplasma ‘maize bushy stunt phytoplasma’ (MBSP) e o espiroplasma
Spiroplasma kunkelii, que sdo agentes etiologicos dos enfezamentos vermelho e palido,
respectivamente (NAULT, 1980; OLIVEIRA et al., 2013).

Os danos causados pela infeccdo do fitoplasma do enfezamento-vermelho séo
provocados pelo envolvimento da expressao de proteinas efetoras, que modificam a fisiologia
da planta, ocasionando nanismo, multiespigamento, ma formag&o de espigas, avermelhamento
do limbo foliar, reducdo do potencial produtivo, encurtamento de entrenés e
subdesenvolvimento da planta (NAULT, 1980 ORLOVSKIS et al., 2017).

Os enfezamentos do milho ja foram considerados doencas secundarias, devido aos
surtos e perdas ocasionais (OLIVEIRA et al., 1998). Entretanto, nas Ultimas safras, tem
havido relatos frequentes de perdas na producdo em varios estados brasileiros devido a
intensificacdo do sistema de producdo e, consequente, permanéncia do inseto-vetor durante
todo 0 ano (GALVAO et al., 2020). A consolidada safrinha ou segunda safra e a possibilidade
de uma terceira safra com sistemas irrigados alteraram o calendario agricola, resultando em
maiores indices de produtividade e, consequentemente, maiores lucros (CONAB, 2020).
Contudo, esse sistema oferece alimento e abrigo para a cigarrinha durante todo o ano,
favorecendo a manutencédo do ciclo da praga-vetor e das doencas por ela transmitidas. Além
disso, o milho, por vezes, é semeado de forma escalonada em uma mesma propriedade ou em
areas proximas, e como o vetor apresenta uma grande capacidade de disperséo, a existéncia de
plantas em diferentes estadios favorece ainda mais a disseminacdo desses fitopatogenos
(OLIVEIRA et al., 2013, 2015).

As interagdes entre insetos e plantas sdo mediadas por pistas olfativas, tacteis, visuais
e gustativas, definindo a frequéncia e a natureza dessas relagdes, e influenciando o
comportamento de selecdo hospedeira. Os fitopatdgenos, por sua vez, sdo capazes de induzir
mudancas quimicas, fisiologicas e morfoldgicas em seus hospedeiros, podendo indiretamente

alterar o comportamento do inseto-vetor, por meio de modificacbes provocadas na planta
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hospedeira, e diretamente devido a aquisi¢do do fitopatdégeno, modificando o comportamento
de insetos vetores e a consequente aquisi¢do, inoculacdo e propagacdo dos fitopatdgenos
(EIGENBRODE et al., 2002; JIMENEZ-MARTINEZ, et al., 2004; MEDINA ORTEGA et
al., 2009; WERNER, et al., 2009; MAUCK, DE MORAES, MESCHER, 2010; STAFFORD,
WALKER, ULLMAN, 2011; MANN et al., 2012).

Alguns trabalhos indicam que fitopatdgenos podem induzir a liberacdo de compostos
organicos volateis (COVs) de plantas hospedeiras, de modo a influenciar o padrédo
comportamental do inseto-vetor, conduzindo-o a aquisicdo e inoculacdo. Pistas olfativas
liberadas por plantas infectadas com um determinado fitopatdgeno podem torna-las mais
atraentes e/ou visiveis para os insetos-vetores. Um exemplo de patossistema em que ocorre
essa manipulacdo indireta do vetor é a infeccdo da macieira, causada por “Candidatus
Phytoplasma mali” que induz a emissdo de P-cariofileno e acaba atraindo o psilideo,
Cacopsylla picta (Foerster) (syn. C. costalis), para plantas infectadas, promovendo sua
disseminacdo (MAYER et al., 2008; SISTERSON, 2008; AL SUBHI et al., 2021).

Diante do exposto, este trabalho visou estudar o comportamento da cigarrinha-do-
milho, D. maidis, frente a dois gendtipos de milho, nas condi¢Bes de plantas infectadas e
sadias. O intuito foi observar indicios de manipulacdo indireta do inseto-vetor pelo
fitopatdgeno causador do enfezamento-vermelho e a existéncia de COVs induzidos pela
doenca que poderiam estar associados as alteracdes do comportamento de selecdo hospedeira
do inseto-vetor. Especificamente, o estudo se propds a responder as seguintes questdes:

(i)  Existe preferéncia entre genotipos de milho pela cigarrinha D. maidis?

(i)  Qual o efeito de plantas infectadas ou ndo com o fitoplasma do enfezamento-

vermelho do milho no comportamento de sele¢do-hospedeira do inseto-vetor?

(iii)  Quais sdo os COVs emitidos pelos gendtipos de milho infectados ou néo pelo

fitoplasma do enfezamento-vermelho?
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) (Poaceae) esta entre as dez principais culturas agricolas do
mundo, sendo um alimento fundamental para a nutricdo humana e animal, além de ser
utilizado na produgdo de biocombustiveis (TANUMIHARDJO et al., 2020). Atualmente, é
cultivado economicamente na Europa, Africa, Asia e América com cerca de 200 milhdes de
hectares de éarea plantada e producdo anual média de cerca de 1 bilhdo de toneladas
(FAOSTAT, 2022). A producdo é majoritariamente concentrada nos Estados Unidos (358,4
milhGes de toneladas), China (260,6 milhdes de toneladas) e Brasil (87,0 milhGes de
toneladas) (USDA, 2022). Ja a producdo nacional, ocorre predominantemente nos estados do
Mato Grosso, Parand, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e S&o
Paulo (CONAB, 2020a).

Aproximadamente 5 milhdes de toneladas de milho s&o perdidas por safra devido ao
ataque de insetos (OLIVEIRA et al., 2014). A cultura do milho €é alvo de dezenas de espécies
de insetos-praga e sofre ataque desde a semeadura até a colheita dos grdos (WORDELL
FILHO et al., 2016). Essas pragas danificam as raizes, o colmo, as folhas e as espigas. Dentre
as principais espécies que atacam a cultura do milho no Brasil estdo as lagartas Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith), Helicoverpa zea (Boddie) e H. armigera (Hlbner) (Lepidoptera:
Noctuidae), o complexo de percevejos Euschistus heros Fabricius, Dichelops furcatus
(Fabricius) e Dichelops melacanthus (Dalla) (Hemiptera: Pentatomidae), e a cigarrinha-do-
milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott, 1923) (Hemiptera: Cicadellidae), por ser um
importante vetor de fitopatdgenos de plantas.

2.2 Cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis)

O género Dalbulus é composto por 13 especies, subdivididas em trés grupos
monofiléticos, sendo o grupo maidis composto por cinco espécies. A cigarrinha-do-milho
pertence a subordem Auchenorrhyncha, superfamilia Membracoidea, familia Cicadellidae,
subfamilia Deltocephalinae e tribo Macrostelini (TRIPLEHORN & NAULT, 1985). O seu
centro de origem € a regido do México, especificamente nos altos vales da zona central do
pais (NAULT, 1983). Esta cigarrinha possui uma intima associacdo e coevolucdo com as

espécies do género Tripsacum L. e teosintos (NAULT, 1983), ancestrais préximos do milho
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(WILKES, 1972; DOEBLEY & ILTIS, 1980) que também ocorrem nessa regido (NAULT &
DELONG, 1980). Ela se adaptou a gramineas anuais (teosintos) que deram origem ao milho
que conhecemos (NAULT, 1983), acompanhando a distribuicdo e a domesticacdo da cultura
pelas regides tropicais e subtropicais das Américas (WILKES, 1972), sendo considerada a
primeira praga do milho domesticado (NAULT, 1983). Atualmente, é encontrada desde o sul
dos EUA até as regiBes temperadas da Argentina, e ocorre em todas as regides do Brasil
(TRIPLEHORN & NAULT, 1985; CARLONI et al.,, 2013; OLIVEIRA, et al., 2013;
SANTANA et al., 2019). O primeiro registro no pais foi em 1938, quando alguns espécimes
foram encontrados em algodoeiros (MENDES, 1938). Ela se alimenta pela suc¢do continua de
seiva do floema das plantas de milho, sendo vetor de trés fitopatdgenos de importancia
agrondmica, dois molicutes (maize bushy stunt phytoplasma e Spiroplasma kunkelii) e um
virus (Maize rayado fino virus - MRFV) (NAULT, 1980; NAULT 1990). Os primeiros casos
de enfezamentos do milho sé comecgaram a ser relatados em 1971, no estado de Sdo Paulo
(COSTA et al.,, 1971), e 1973, em Pernambuco (COSTA E KITAJIMA, 1973). A partir das
décadas de 1980 e 1990, a incidéncia dos enfezamentos aumentou na regido Centro-Sul do
pais, principalmente, em cultivos tardios (FERNANDES & BALMER, 1990).

A cigarrinha-do-milho é considerada uma espécie estrategista r pelo alto potencial de
adaptacao, rapido desenvolvimento de ovo a adulto, alta fecundidade e corpo diminuto. Além
disso, é possivel encontrar de quatro a cinco gera¢fes em uma Unica safra, com aumentos
significativos no nimero de individuos ao longo das geracdes (FORCE, 1972; NAULT &
MADDEN, 1985; MADDEN et al., 1986; NAULT, 1990; TODD et al., 1991). Seus ovos
medem aproximadamente 1,3 mm, sdo de cor branca e corion transparente. A postura é
endofitica, uma vez que as fémeas depositam 0s ovos horizontalmente sob a camada
epidérmica do limbo foliar ou na nervura central da folha, de forma isolada ou em conjuntos
de dois, cinco ou seis ovos. (HEADY & NAULT, 1984; HEADY et al., 1985; MARIN,
1987). O periodo embrionario pode durar até oito dias & 26 °C (DAVIS, 1966; MARIN, 1987;
WAQUIL et al., 1999). A espécie passa por cinco estadios ninfais, com duracéo de 3 a 4 dias
cada a 25-30 °C, podendo variar de acordo com o genétipo de milho utilizado (TSAI, 1988;
WAQUIL et al., 1999).

Os adultos medem de 3,7 a 4,3 mm de comprimento, possuem colora¢do amarelo-palha,
sendo as fémeas, normalmente, maiores que os machos. Apresentam duas manchas negras
circulares bem evidentes na regido da cabeca, que auxilia na sua diferenciagdo, porém a
identificacdo mais precisa se da pela observacdo da genitalia masculina e pelo formato do
sétimo esternito abdominal da fémea (TRIPLEHORN & NAULT, 1985; MARIN, 1987;
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OLIVEIRA, 1996). A espécie caracteriza-se ainda por possuir quatro fileiras de espinhos, de
tamanhos e densidades diferentes, nas tibias das pernas posteriores (CAVICHIOLI &
TAKIYA, 2012). Sua longevidade média varia de 51,4 a 77,5 dias a 26-27 °C, com duracéo
média do ciclo (ovo a adulto) de 26,3 dias (TSAI, 1988; WAQUIL et al., 1999). O periodo de
pré-oviposicio ¢ de 8,5 dias e o de oviposicdo de 29,6 dias aproximadamente (MARIN,
1987). A fecundidade varia entre 128,7 (23 °C) a 611,1 (27 °C) ovos por fémea dependendo
da temperatura (MARIN, 1987; TSAI, 1988). As condicBes de temperatura favoraveis para o
seu desenvolvimento séo de 25 a 30 °C, porém, ela consegue se desenvolver em temperaturas
entre 17,5 e 35 °C (NIEUWENHOVE et al., 2016).

Esta praga est4 presente na lavoura desde a fase inicial do milho até a sua senescéncia
(TODD et al., 1991), abrigando-se, principalmente, nas folhas mais novas do cartucho. Os
adultos sdo mais ativos que as ninfas e possuem alta mobilidade, alta capacidade de dispersao
e migracdo, comportamentos que permitem sua sobrevivéncia na entressafra (BRADFUTE et
al., 1981; NAULT, 1990; TAYLOR et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2013). Diferente de outras
espécies do género Dalbulus, D. maidis ndo apresenta diapausa, sobrevivendo ao longo do
ano conforme a disponibilidade de alimento no campo (AVILA & ARCE, 2008; OLIVEIRA
et al., 2013, 2015; MENESES, 2015). Mesmo sendo considerada uma praga especialista, a
cigarrinha-do-milho pode ser encontrada em outras espécies de plantas (NAULT &
DELONG, 1980; TSAI, 1988; NAULT, 1990). No México e na América Central, observou-se
que ela consegue se alimentar e reproduzir em plantas do género Trypsacum e Zea (PITRE,
1967, 1970; NAULT & DELONG, 1980; NAULT et al., 1983, 1990; TSAI, 1988). No Brasil,
ha relatos da ocorréncia de posturas em sorgo e milheto, no entanto, a cigarrinha ndo € capaz
de completar o seu ciclo biol6gico em tais espécies. Os estudos esclarecem que D. maidis é
capaz de sobreviver por alguns meses em outras espécies de plantas, utilizando-as como
abrigo e fonte de alimento temporario, mas ndo como hospedeiro permanente (TSAI &
DELONG, 1989; LARSEN et al.,, 1992; VIRLA et al., 2003; SUMMERS et al., 2004;
MOYA-RAYGOZA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2020).

A estratégia de manejo mais empregada para a reducdo e controle desse vetor ainda € o
controle quimico, inicialmente pelo uso de sementes tratadas com inseticidas sistémicos do
grupo dos neonicotinoides (RIBEIRO et al., 2018), a fim de proteger os estagios iniciais da
cultura (VE até V2). O passo seguinte ¢ realizar aplicagdes em pds-emergéncia, ao atingir o
nivel de controle (presenca do inseto), principalmente no periodo supercritico VE-V5 e nos
estagios V8-V10, considerado critico para a infeccdo das plantas (COTA et al., 2021). A

recomendacdo € que o controle inicial da cigarrinha-do-milho seja associado ao dos
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percevejos, realizando duas aplicages sequenciais de inseticidas, com intervalo de 5-7 dias
na fase de “milho palito”, e seguir com o monitoramento semanal da lavoura, fazendo
aplicacdes complementares quando necessario (RIBEIRO & CANALE, 2021).

Com relacdo a disseminacdo de doencas, tanto as ninfas quanto os adultos sdo aptos a
adquirir os fitopatdgenos associados ao complexo de enfezamentos e virose-da-risca, porém, a
ninfa é mais eficiente devido ao longo periodo de laténcia do microorganismo no interior do
inseto, sendo a fase adulta a que mais transmite a doenca (NAULT, 1980). Todas as
caracteristicas mencionadas contribuem para a disseminacdo dos fitopatégenos envolvidos
nesse patossistema e sua distribuicdo esta estreitamente relacionada as condi¢cdes ambientais,
principalmente, a temperatura, interferindo tanto na eficiéncia de transmissdo quanto na
severidade das doencas (GALVAO et al., 2020; SABATO et al., 2020).

2.3 Molicutes fitopatogénicos

Os dois géneros de fitopatdogenos, Spiroplasma ¢ “Candidatus Phytoplasma”,
pertencentes a classe Mollicutes sdo considerados um problema para mamiferos e plantas por
causarem doencas. Ambos sdo bactérias procariontes, sem parede celular, gram positivas,
unicelulares, com tamanho de 1 a 2 um de diametro e genoma relativamente pequeno (530 Kb
a 2220 Kb) (ORLOVSKIS et al., 2017). Apresentam ciclo duplo de hospedeiros, uma vez que
conseguem se multiplicar em insetos-vetores (cigarrinhas e psilideos) e em plantas. Apesar de
terem surgido da mesma linhagem monofilética, esses fitopatdgenos apresentam diferencas.
Os espiroplasmas sdo cultivaveis in vitro, possuem formato helicoidal, séo moéveis e mais
associados a insetos do que plantas; ja os fitoplasmas, ainda ndo podem ser cultivados in
vitro, sdo pleomoarficos, ndo helicoidais e estdo associados a doengas em mais de mil espécies
de plantas (CARLE et al., 1995; WILLIAMSON et al., 1997; WILLIAMSON et al., 1998;
CHANG, 1998; GASPARICH, 2010).

Os molicutes séo organismos que colonizam os vasos do floema e séo transmitidos por
meio da alimentagdo dos insetos-vetores da seiva nutritiva desse tecido. A familia
Cicadellidae se destaca por possuir a maior parte dos representantes de insetos-vetores de
molicutes fitopatogénicos e a maioria das espéecies vetores de fitoplasmas (75%)
(FLETCHER, et al., 2006; WEINTRAUB & BEANLAND, 2006). As cigarrinhas do género
Dalbulus sdo consideradas as unicas espécies conhecidas capazes de transmitir o fitoplasma
do enfezamento-vermelho e S. kunkelii no pais (NAULT, 1980; OLIVEIRA et al., 2013). O

modo de transmissdo dos molicutes é do tipo persistente propagativo (WEINTRAUB &
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BEANLAND, 2006), pois, ao adquirir o fitopatdgeno o inseto passa a transmiti-lo até o fim
da vida. E classificado como propagativo uma vez que a bactéria se multiplica no intestino
médio do inseto, atinge a hemocele, se multiplica e circula pela hemolinfa e, posteriormente,
infecta as glandulas salivares, sendo injetados na planta em mistura com a saliva enquanto o
inseto se alimenta no floema (AMMAR et al., 2004; GASPARICH, 2010; AMMAR et al.,
2011; GONZALEZ et al., 2016). A temperatura e 0 estagio do vetor influenciam na eficiéncia
de transmissdo, assim como o titulo bacteriano na planta que aumenta com o tempo (WEI et
al., 2004; SABATO et al., 2020).

A transmissdo é dividida em trés etapas, a saber: a primeira € o periodo de acesso a
aquisicdo (PAA) em que o vetor adquire o fitopatdgeno ao se alimentar de plantas infectadas
(fonte de in6culo); a segunda etapa corresponde ao periodo entre o inicio do PAA e 0 inseto
estar apto a transmitir o fitopatdgeno, sendo chamado de periodo de laténcia (PL); e por fim, o
periodo de acesso a inoculacdo (PAI) é o tempo necessario para que o inseto inocule o
fitopatdgeno em uma nova planta. A duracdo de cada uma dessas etapas varia de acordo com
0 patossistema. Para adquirir e inocular a planta com o fitoplasma do enfezamento-vermelho e
S. kunkelii, D. maidis precisa de uma a duas horas e um periodo de laténcia entre 19 e 24 dias
(NAULT, 1980; MOYA-RAYGOZA & NAULT, 1998; WEINTRAUB & BEANLAND,
2006).

Somente trés espécies de espiroplasmas causam doencgas em plantas: Spiroplasma citri,
S. kunkelii e S. phoeniceum, associadas a doengas em citros, milho e vinca, respectivamente.
Os fitoplasmas, por sua vez, sdo todos fitopatogénicos possuindo grande diversidade de
hospedeiros (MARKHAM et al., 1974; NAULT, 1980; SAILLARD et al., 1987
GASPARICH, 2010). A infeccéo por fitoplasma desencadeia diversas mudangas bioquimicas
na planta, além de afetar a homeostase de seus nutrientes. Para driblar as estratégias de defesa
da planta, essas bactérias secretam as proteinas de viruléncia do fitoplasma (efetores)
(TORUNO et al., 2016), capazes de modificar as vias fisioldgicas da planta, levando a
diferentes alteragdes. As proteinas efetoras de fitoplasmas, como SAP11 e SAP54, induzem a
proliferacdo de ramos e perfilios e revertem flores em folhas, modificacfes que se
assemelham aos sintomas de vassoura-de-bruxa e filodia, respectivamente (MACLEAN et al.,
2011). O TENGU, outro efetor, induz nanismo, proliferacéo de brotos no caule e esterilidade,
provavelmente, por meio da inviabilizacdo das vias de sinalizacdo de auxina e &cido
jasmonico (MINATO et al., 2014; ORLOVSKIS et al., 2015; IWABUCHI et al., 2019). Um
andlogo ao SAP11 produzido pelo fitoplasma do enfezamento-vermelho induz brotacGes

axilares e evita o desenvolvimento de inflorescéncias no milho (PECHER et al., 2019). Outro
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efetor, polimorfismo de uma lipoproteina de fase varidvel, e uma proteina de exportagdo de
lipoproteina ABC dependente de ATP, desencadeiam uma série de sintomas, tais como:
ramificacdo lateral, proliferacdo de espigas, atrofia de plantas, deformacdo, necrose,
amarelecimento e avermelhamento de folhas (ORLOVSKIS et al., 2017). Os sintomas
induzidos pelos fitoplasmas podem ser considerados uma estratégia evolutiva desses
fitopatdgenos para manipulacdo do inseto-vetor, favorecendo sua disseminacdo (SUGIO &
HOGENHOUT, 2012; TOMKINS et al., 2018). Os danos provocados pela cigarrinha-do-
milho através succao de seiva e injecdo de toxinas sao negligenciaveis, na maioria das vezes,
sendo relevantes apenas em situacOes pontuais quando ocorre altas infestagdes da praga
(BUSHING & BURTON, 1974; WAQUIL, 1997). No entanto, a transmissdo do fitoplasma
do enfezamento-vermelho provoca a reducéo do porte da planta e da area foliar, encurtamento
de entrends, multiespigamento, reducdo da altura de insercdo da espiga, ma formacdo de
espigas e grdos, o que acaba prejudicando a produtividade (VILANOVA, 2021). Além desses
sintomas, observa-se um avermelhamento das margens e do apice das folhas seguido de seca
(NAULT, 1980; ORLOVISKIS et al., 2017).

2.4 Interacdo planta-inseto-patégeno

O sistema atual de producdo brasileira de milho conta com duas ou até trés safras por
ano. Esse cultivo intensivo teve inicio na década de 1980 com a chamada safrinha (segunda
safra), que acabou sendo inserida no calendario agricola. Inicialmente, a safrinha era
considerada apenas uma alternativa, mas com a expansdo da producédo, ela passou a ser
fortemente praticada, se tornando uma fonte de renda indispensavel para o produtor
(SABATO, 2017; COELHO et al., 2017). Na safra de 2019/20, 74,4% da area e 73% da
producdo de milho advinham da safrinha (CONAB 2020b). Esse tipo de sistema produtivo
permite o estabelecimento de pontes verdes no campo, favorecendo a permanéncia de pragas
e fitopatogenos ao longo do tempo, em decorréncia do aumento da area plantada e da
ampliacdo da janela de semeadura (OLIVEIRA et al., 2002b, 2015). Os surtos populacionais
da cigarrinha-do-milho e os prejuizos que as doencas transmitidas por ela vém causando nos
ultimos anos estdo fortemente relacionados com a constante oferta de plantas, proporcionada
pelo tipo de cultivo frequentemente adotado (OLIVEIRA & FRIZZAS, 2022).

Os enfezamentos sdo doencas sistémicas e vasculares que afetam a fisiologia e a
nutricdo das plantas de milho levando a perdas que ultrapassam 70% da producdo de gréos
(OLIVEIRA et al., 2002a; SABATO, 2017). Um fator que aumenta a incidéncia dessas
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doencas no campo é a presenca de plantas em diferentes estadios vegetativos associado a alta
capacidade de dispersdo do inseto, 0o que acaba por favorecer a disseminagdo dos
fitopatdgenos nas areas de cultivo (OLIVEIRA et al., 2013). A oferta ininterrupta de alimento
no campo e o escalonamento das janelas de plantio favorecem a manutencdo do nivel
populacional de D. maidis elevado, bem como de indculos das doengas, o que possibilita o
aumento das taxas de infectividade e incidéncia dos enfezamentos. E importante ressaltar que
as perdas causadas pelos enfezamentos variam de acordo com o grau de tolerancia dos
gendtipos de milho utilizados (CASTILHOS et al., 2022). Desta forma, quanto mais tarde a
semeadura da safrinha é realizada, maiores as chances de incidéncia e perdas causadas por
essas doengas (OLIVEIRA et al., 2002b, 2003).

A cigarrinha-do-milho possui alta performance de dispersdo e migracdo, geralmente,
saindo de cultivos em senescéncia para areas mais novas, por preferir a fase inicial do milho,
comportamento que deve ser considerado no manejo desta praga (TAYLOR et al., 1993;
WAQUIL et al.,, 1999). O patossistema do complexo dos enfezamentos demanda a
implementacdo de um manejo integrado regionalizado com a colaboracdo ativa dos
produtores na adocdo de medidas para reduzir o inoculo e a sobrevivéncia de cigarrinhas
infectivas, 0 que, consequentemente, diminuiria os surtos das doencas transmitidas pelo vetor
(MATTHEWS et al., 2003). Recomenda-se ainda realizar a colheita do milho de forma
correta para diminuir o resto de grdos no campo; a eliminagdo de plantas voluntarias de milho
na entressafra; realizar a semeadura respeitando o zoneamento agroclimatico da cultura; evitar
o plantio sucessivo de milho e plantios tardios, assim como a semeadura em areas proximas a
lavouras com enfezamentos; diversificar e rotacionar as variedade e hibridos de milho
utilizados, dando preferéncia para 0s que possuem maior tolerancia aos enfezamentos; evitar o
cultivo nas proximidades de plantas que podem ser usadas como abrigo (sorgo, trigo e
braquiaria) pelo inseto-vetor; rotacionar o mecanismo de acdo dos inseticidas utilizados, a fim
de retardar a evolucdo da resisténcia de popula¢Ges no campo; e, sempre que possivel, inserir
produtos bioldgicos a base de fungos entomopatogénicos no manejo, por exemplo, Isaria
fumosorosea (Hypocreales: Cordycipitaceae) e Beauveria bassiana (Hypocreales:
Clavicipitaceae) (RIBEIRO & CANALE, 2021; COTA et al., 2021).

2.5 Manipulagéo direta e indireta de insetos vetores

Os fitopatdgenos transmitidos por vetores sdo capazes de alterar as caracteristicas

fenotipicas de seus hospedeiros, modificando as interacdes hospedeiro-vetor de forma
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vantajosa para a sua transmissdo e disseminacdo no ambiente (ROY & RAGUSO, 1997,
EBBERT & NAULT, 2001; EIGENBRODE et al., 2002; HURD, 2003; MARIS et al., 2004;
BELLIURE et al., 2005; LEFEVRE et al., 2006; LEFEVRE & THOMAS, 2008; MAUCK,
DE MORAES & MESCHER, 2010; BOSQUE-PEREZ & EIGENBRODE, 2011). Os
compostos organicos volateis (COVs) liberados pelas plantas sdo 0s principais e mais
provaveis alvos de manipulacdo, podendo influenciar o comportamento do vetor que, por
vezes, € atraido para a planta infectada, visto que os insetos também fazem uso de pistas
olfativas para encontrar alimento e abrigo (MCLEOD et al., 2005; MAUCK, DE MORAES &
MESCHER, 2010; BOSQUE-PEREZ & EIGENBRODE, 2011).

A dindmica de dispersao de fitopatdgenos transmitidos por vetores necessita que 0s
insetos entrem em contato com plantas infectadas, possibilitando a aquisi¢cao desse organismo
e, posteriormente, interaja com plantas ndo infectadas para que a inoculacdo aconteca. Os
fitopatdgenos podem influenciar esse processo por meio de efeitos na planta ou no vetor,
modificando a frequéncia e a natureza de suas interagfes. A infeccdo é capaz de alterar as
pistas produzidas pelo hospedeiro e a qualidade de seus recursos, como parte da estratégia de
manipulacdo indireta do comportamento do vetor ou apenas como subproduto da infeccdo.
Existe ainda a possibilidade de o fitopatdgeno causar efeitos diretos no comportamento de
selecdo hospedeira do vetor, uma vez que eles podem colonizar e persistir no organismo do
inseto por longos periodos ap6s a aquisicdo (MAUCK et al., 2012; MAUCK, MESCHER &
DE MORAES, 2016).

Existem debates a respeito das alteracdes que os fitopatdgenos causam em seus
hospedeiros, pois elas podem ser consideradas apenas um subproduto da infeccdo que,
consequentemente, beneficia o parasita e ndo de fato uma manipulagdo intencional. No
entanto, parece ser um consenso entre 0s estudiosos que a selecdo natural favorece os efeitos
patoldgicos da infeccdo tendo influéncia positiva na transmisséo e dispersao dos fitopatdgenos
(POULIN & THOMAS, 1999; THOMAS, ADAMO & MOORE, 2005). Portanto, é de se
esperar que a maioria das mudancas fenotipicas de uma planta hospedeira induzida por um
fitopatogeno resulte em efeitos positivos ou neutros em relacdo a transmisséo de doencas pelo
vetor.

A hipdtese de manipulacdo vetorial explica a evolucdo das estratégias utilizadas por
fitopatogenos, que otimizam sua disseminagdo por meio dos efeitos diretos e indiretos sobre
os vetores (INGWELL et al., 2012). Desse modo, um virus fitopatogénico é capaz de
influenciar diretamente o comportamento de selecdo hospedeira de seu vetor, a fim de

aumentar a sua propria disseminacéo, visto que o inseto ndo infectado é atraido por plantas
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hospedeiras infectadas pelo virus e, quando adquirem o fitopatdgeno, seu comportamento €
modificado, passando a preferir plantas ndo infectadas. As infeccdes por virus e outros
fitopatdgenos alteram a quimica das plantas hospedeiras, modificando o comportamento do
vetor indiretamente, ou seja, por meio da planta. Varios estudos corroboram a hipotese de
manipulacido vetorial (EIGENBRODE et al., 2002; JIMENEZ-MARTINEZ, et al., 2004;
MEDINA ORTEGA et al., 2009; WERNER, et al.,, 2009; MAUCK, DE MORAES,
MESCHER, 2010; STAFFORD, WALKER, ULLMAN, 2011; MANN et al., 2012). As
mudancas que o fitopatdgeno provoca na planta hospedeira estdo diretamente relacionadas
com seu modo de transmissdo e a duracdo e/ou extensdo de sua associagdo com o0 vetor
envolvido no patossistema em questdo. Alguns fitopatdgenos circulam e se propagam dentro
de seus vetores por longos periodos, denominados persistentes. Em contrapartida existem
fitopatdgenos que se associam rapidamente com seus vetores, 0s chamados ndo-persistentes.
As particularidades das relagGes patdégeno-vetor ditam as alterac6es que os fitopatdgenos terdo
sobre o comportamento de seu respectivo vetor, apresentando efeitos indiretos distintos
mediados pelas plantas hospedeiras, visto que a disseminacéo eficiente necessita de diferentes
comportamentos do vetor de acordo com o patossistema. Portanto, existe um padrao
consistente de que o modo de transmissdo molda o efeito do fitopatdgeno sobre o vetor,
podendo manipula-lo direta ou indiretamente (MAUCK, DE MORAES & MESCHER, 2010;
MAUCK et al., 2012).

Em um estudo feito por Mauck e colaboradores (2010), documentando os efeitos do
virus Cucumber mosaic virus (CMV) na qualidade e atratividade da planta hospedeira
Curcubita pepo cv. Dixie para os vetores Myzus persicae e Aphis gossypii, constataram que 0
CMV reduz a qualidade da planta infectada e a0 mesmo tempo a torna mais atraente pela
inducdo de compostos volateis semelhantes aqueles emitidos por plantas sadias. Nesse
modelo de manipulacdo indireta, o virus promove um aumento na atracdo dos vetores que
logo se dispersam devido a baixa qualidade da planta, realizando um padrdo de
comportamento altamente benéfico para seu modo de transmissdo nao-persistente, que nédo
requer a alimentagédo sustentada do inseto na planta. Em um patossistema em que o modo de
transmissdo € persistente, como no caso do fitoplasma do enfezamento vermelho, o
fitopatdgeno tende a aumentar a atracdo do inseto-vetor para o hospedeiro infectado
melhorando sua qualidade a fim de promover a alimentacéo sustentada pelo tempo necessario
para aquisicdo do fitopatogeno possibilitando entdo a sua disseminacdo, evidenciando
novamente a existéncia de uma manipulacgdo indireta do vetor pelo fitopatégeno (MAUCK et
al., 2012).
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Outros estudos mostram que virus fitopatogénicos podem modificar as caracteristicas
fenotipicas de seus hospedeiros, como pistas quimicas e visuais, 0 que consequentemente
manipula os padrdes de retencdo, alimentacdo, reproducédo e dispersdo do vetor (ECKEL &
LAMPERT, 1996; EIGENBRODE et al., 2002; JIMENEZ-MARTINEZ et al., 2004;
BELLIURE et al.,, 2005; FERERES & MORENO, 2009). Mauck e colaboradores (2010)
sugeriram em seus estudos que a manipulagdo de vetores necessita de intima coevolucédo
hospedeiro-patdgeno-vetor, sendo eficiente somente em associa¢des muito especificas.

Alguns dos exemplos mais consolidados da manipulacdo indireta de vetores sdo as
modificacbes da emissdo de volateis induzidas por dois virus de plantas: o virus do
enrolamento da folha da batata (Potato leafroll virus) (Luteoviridae: Polerovirus) e o virus do
nanismo amarelo da cevada (Barley yellow dwarf luteovirus), em que os pulgdes foram mais
atraidos pelos odores de plantas infectadas quando comparado com plantas ndo infectadas
(EIGENBRODE et al., 2002; JIMENEZ-MARTINEZ et al., 2004; SRINIVASAN et al.,
2006; NGUMBI et al., 2007). Oluwafemi e colaboradores (2011) investigaram as respostas
comportamentais de Cicadulina storeyi China (Hemiptera: Cicadellidae), um importante vetor
do virus da estria do milho, Maize streak virus (Geminiviridae: género Mastrevirus), agente
causal de uma doenca que impacta negativamente essa cultura na Africa Subsaariana
(THOTTAPPILLY et al., 1993). Nesse estudo foi observado o comportamento de C. storeyi a
COVs liberados por mudas de milho plantas infestadas ou ndo por essa cigarrinha, mas nesse
caso ndo foi avaliado o efeito de plantas infectadas com a doenca da estria do milho. Os
bioensaios de olfatometria, em que as cigarrinhas tiveram contato com os volateis emitidos
diretamente da planta, mostraram que C. storeyi respondeu preferencialmente aos volateis de
plantulas de milho ndo infestadas quando comparado com plantulas infestadas. Em outros
testes de dupla escolha, comparando somente as amostras coletadas de COVs de plantas
infestadas vs. ndo infestada e/ou vs. solvente, a cigarrinha também foi atraida pelos COVs de
plantas néo infestadas. Curiosamente, os COVs de plantas infestadas ndo foram preferidos,
uma vez que os insetos preferiram o solvente quando confrontado com os COVs de plantas
infestadas. Apos a identificagdo dos compostos induzidos pela infestacdo de C. storeyi, novos
testes foram feitos com os compostos sintéticos Salicilato de metila, (E)-cariofileno, (E)-pB-
farneseno e TMTT (semioquimicos volateis envolvidos na defesa de plantas contra outros
insetos sugadores) e todos os repeliram C. storeyi, que respondeu preferencialmente ao
solvente. Por fim, quando esses compostos sintéticos foram adicionados aos COVs brutos de
plantulas de milho ndo infestadas (mistura atraente), o comportamento do inseto mudou. A

adicdo de salicilato de metila, (E)-B-farneseno ou TMTT mascarou a atratividade da mistura
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bruta, tornando-a repelente para C. storeyi. J& a adicdo de (E)-p-cariofileno ndo alterou a
preferéncia do inseto aos COVs de plantas ndo infestadas.

Em um trabalho recente, Ramos e colaboradores (2020) investigaram as mudangas no
comportamento de selecdo hospedeira de D. maidis, realizando testes de dupla escolha, em
que os insetos entravam em contato com plantas inoculadas e falsamente inoculadas com o
fitoplasma do enfezamento-vermelho, em estado sintomatico e assintomético da doenca.
Machos e fémeas sadias de D. maidis ndo foram capazes de diferenciar folhas infectadas
assintomaticas de folhas sadias, enquanto as fémeas infectadas apresentaram preferéncia por
folhas sadias, comportamento que permite a inoculacdo do fitopatdégeno e a disseminagéo
priméaria da doenca nos estadios iniciais do desenvolvimento da lavoura. Na fase sintomética
da doenca, machos e fémeas sadias preferiram pousar em folhas infectadas, possibilitando a
aquisicdo do fitopatdgeno, e algumas horas depois as fémeas se movimentaram para folhas
sem sintomas, mudancga comportamental que favorece a disseminacdo secundaria da doenca.
Este trabalho deixa evidente que o fitopatdgeno consegue otimizar sua dissemina¢do no
ambiente por meio da manipulacdo indireta do comportamento de selecdo hospedeira do
inseto vetor.

Ja Gonzalez e colaboradores (2018) avaliaram o efeito do periodo de pds-inoculagdo do
fitoplasma do enfezamento-vermelho na preferéncia de plantas de milho e na eficiéncia de
transmissdo de D. maidis. A preferéncia foi mensurada pelo estabelecimento do inseto e pela
oviposicdo em plantas de milho sadias vs. infectadas apresentando sintomas iniciais,
avancados e assintomaticas. A cigarrinha-do-milho preferiu se estabelecer ou ovipositar em
plantas sadias ou em plantas infectadas com sintomas iniciais da doenca. No entanto, ao
oferecer plantas de milho infectadas com sintomas avancados da doencga, o vetor mostrou
clara preferéncia por plantas sadias. Quando oferecido plantas infectadas assintomaticas, a
cigarrinha-do-milho preferiu as plantas com os maiores periodos de pés-inoculacdo (9 a 13
dias) ao invés de plantas sadias. 1sso evidencia que esse vetor prefere plantas de milho sadias
ou que aparentam estar sadias, ou seja, em estagios iniciais da doenca. O estudo também
mostrou que a eficiéncia de transmissdo da doenca é semelhante tanto para insetos que
adquiriram o fitopatdégeno de plantas fonte assintomaticas com 14 dias de pos-inoculacdo
quanto para os que adquiririam o fitoplasma de plantas infectadas assintomaticas com 20 e 27
dias de pos-inoculagéo.

As diferentes escolhas de D. maidis entre plantas infectadas ou ndo com o fitoplasma do
enfezamento-vermelho nos estagios sintomaticos e assintomaticos da doenga, provavelmente,

estdo associadas as mudancas fisioldgicas e morfologicas das plantas causadas pela infeccao
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que consequentemente altera as pistas visuais, tacteis e os COVs da planta hospedeira
(MAYER et al., 2008ab; MAZZONI et al., 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Criagdo e manutencéo da colonia de D. maidis

Uma coldnia de D. maidis livre do fitoplasma foi estabelecida a partir da coleta de
especimes em plantacdes de milho em Jardindpolis, SP, Brasil, e mantida no Laboratério de
Ecologia Quimica e Comportamento de Insetos (ESALQ/USP). Os insetos foram criados em
gaiolas (50 x 30 x 30 cm) em condicdes controladas (26,0 £ 1,0 °C e fotofase de 12 h) (Figura
1). Em cada gaiola, foram colocadas 21 plantas de milho hibrido LP2019, com 4-5 folhas
totalmente expandidas, para a alimentacdo e oviposicdo das cigarrinhas. A substituicdo das
plantas debilitadas devido a alimentacdo dos insetos foi realizada trés vezes por semana. A
cada dez dias, plantas de milho livres do fitopatogeno eram oferecidas a adultos sadios por
48-72 h para a realizacdo de posturas. Apds esse periodo, tais plantas eram colocadas em

novas gaiolas para perpetuacdo da colénia (OLIVEIRA et al., 2017).

Figura 1. Gaiolas utilizadas para manter a colonia de Dalbulus maidis em plantas de milho livre do
fitoplasma do enfezamento-vermelho em ambiente controlado.

O isolado R4 do fitoplasma do enfezamento-vermelho, utilizado nos experimentos
para a producédo de plantas e insetos infectados, foi obtido a partir de plantas com sintomas
tipicos da doenca do enfezamento-vermelho, coletadas em campo de producdo de milho em
Piracicaba, SP (ORLOVSKIS et al., 2017). A fim de perpetuar o isolado e estabelecer uma
colénia infectiva, aproximadamente 800 ninfas de terceiro instar da criacdo livre do
fitopatdégeno foram confinadas em gaiolas contendo duas plantas de milho infectadas com o

isolado R4 (fonte de indculo) e com sintomas evidentes do enfezamento-vermelho (45 a 55
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dias ap0s a inoculagdo) (GONZALES, JARAMILLO & LOPES, 2018). O periodo de acesso a
aquisicdo (PAA) da doenca foi de 4 dias (Figura 2 A). Apds o PAA, as plantas fontes foram
descartadas e plantas livre do fitopatogeno foram ofertadas durante o periodo de laténcia (PL)
dos insetos (25 dias), sendo substituidas uma vez por semana, a fim de evitar a eclosdo de
novas ninfas (OLIVEIRA et al., 2017).

Para a producéo de plantas fonte do in6culo, 10 insetos infectados com o fitoplasma
do enfezamento-vermelho (que foram previamente submetidos ao PAA e PL) foram
confinados em plantas sadias (com duas folhas totalmente expandidas) durante um periodo de
acesso a inoculacdo (PAI) de 4 dias (Figura 2 B). Apos o PAI, as plantas foram mantidas em
gaiolas feitas com armacao de ferro e protegidas com tecido voil (80 x 50 x 100 cm) alocadas
na estufa (Figura 2 C) sob condic@es naturais de temperatura e luminosidade. As ninfas recém
eclodidas foram descartadas com o auxilio de um sugador e, posteriormente, as futuras plantas
fonte de in6culo foram retiradas das gaiolas e mantidas na estufa (OLIVEIRA et al., 2017).
Esses procedimentos foram estabelecidos de forma ciclica para a producdo de insetos e

plantas infectadas.

Figura 2. A. Gaiola contendo plantas de milho como fonte de in6culo com sintomas evidentes do
fitoplasma do enfezamento-vermelho, na qual ninfas de 3° instar de Dalbulus maidis foram confinadas
para a aquisicdo do fitopatdgeno. B. Insetos infectivos com o fitoplasma do enfezamento-vermelho
confinados em plantas de milho sadias do hibrido LP2019 durante o periodo de acesso a inoculagdo
(PAI) para producdo de plantas fonte de indculo. C. Plantas mantidas em gaiolas na estufa apds a
inoculacdo. As ninfas que eclodiam eram regularmente descartadas para evitar proliferacdo indesejavel
dos insetos sobre as plantas a serem utilizadas nos bioensaios.
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3.2 Tratamentos

As sementes dos gendtipos de milho SCS156 Colorado e P4285VYHR foram
cedidas pelo Centro de Pesquisa para Agricultura Familiar da Empresa de Pesquisa
Agropecuéaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Cepaf/Epagri, Chapeco, SC, Brasil). As
plantas utilizadas nos experimentos foram cultivadas em potes de plastico de 0,8 L com
substrato comercial Basaplant, fertirrigadas de duas a trés vezes por semana com macro e
micronutrientes e mantidas em estufa sob temperatura e umidade ambiente de 22,5 °C e 70 %,
respectivamente (Piracicaba, SP, Brasil).

As plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: P4285VYHR infectado (Hi),
P4285VYHR “mock” (Hm), SCS156 Colorado infectado (Ci) e SCS156 Colorado “mock”
(Cm). As plantas infectadas com o fitoplasma do enfezamento-vermelho foram obtidas a
partir de um PAI de 48 h, confinando 20 insetos adultos infectivos por planta (com uma folha
totalmente expandida) em gaiolas de voil (Figura 3) (RAMOS et al., 2020). Durante o PAI, as
plantas permaneceram em sala com condi¢des controladas, a 26,0 + 1,0 °C e fotofase de 12
horas, sob luz artificial. Ap6s a inoculacdo, os insetos foram retirados com auxilio de um
sugador e as plantas acondicionadas em uma outra gaiola feita com armacgédo de ferro e
protegida com tecido voil (80 x 50 x 100 cm), mantida em estufa até a eclosdo das ninfas, que
foram removidas com sugador e descartadas diariamente (Figura 2 C).

As plantas sadias denominadas “mock” foram falsamente inoculadas da mesma
forma que as plantas infectadas, porém utilizando insetos adultos livres do fitopatogeno. E
importante ressaltar que apos a inoculacgdo, as plantas verdadeiramente inoculadas ficavam em
uma gaiola diferente das falsamente inoculadas, para evitar contaminagcdo entre 0s
tratamentos.

As plantas infectadas e “mock” foram utilizadas nos bioensaios 15 dias apods a
inoculagdo (V5-V6) uma vez que a eficiéncia de transmissdo do fitoplasma do enfezamento-
vermelho por insetos que adquiriram o fitopatdgeno a partir de plantas fonte de milho
assintomaticas com 14 dias apds a inoculacdo, é de 93% (Gonzalez et al., 2017). Ap0ds 0s
experimentos, as plantas infectadas (assintométicas) foram mantidas em estufa até o
surgimento dos sintomas do fitoplasma do enfezamento-vermelho para a confirmacdo da
infeccdo (45 a 55 dias apos a inoculagdo) (RAMOS et al., 2020).
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Figura 3. Gaiolas de voil usadas para confinar adultos de Dalbulus maidis nos genétipos de milho
(SCS156 Colorado e P4285VYHR) para produzir plantas infectadas, se infectivos com o fitoplasma do
enfezamento-vermelho, ¢ “mock”, se oriundos da criagdo e sem serem submetidos a aquisicdo do
fitoplasma do enfezamento-vermelho.

3.3 Bioensaio comportamental

Fémeas de D. maidis, com 10 a 30 dias de idade, provenientes da col6nia livre do
fitoplasma do enfezamento-vermelho foram usadas em testes de olfatbmetro em Y (didmetro
interno de 1,5 cm e bracos laterais e principal com 18,5 e 23,5 cm, respectivamente). Os
bioensaios foram conduzidos utilizando fémeas, por considerar que elas desempenham um
papel importante na transmissdo desse fitopatdgeno uma vez que sdo menos ativas e passam
mais tempo se alimentando (HEADY & NAULT 1985, HUNT & NAULT, 1991; OLIVEIRA
et al., 2004c), comportamento esse que facilita a infeccdo de plantas proximas (CANALE et
al., 2018). Além disso, um estudo feito por Ramos e colaboradores (2020) observou que
fémeas sadias preferiram se assentar em plantas com sintomas do fitoplasma do enfezamento-
vermelho do milho e posteriormente se movimentaram para plantas sadias, o que pode
favorecer a disseminacdo do MBSP.

Os bioensaios foram realizados em uma sala com as mesmas condi¢des da criagdo
estoque, entre as 10:00 e 17:00 h. O olfatometro foi colocado sob luz artificial uniforme e
conectado a um sistema ARS Volatile Collection System (Gainesville, FL, EUA) com filtros
de carvdo, umidificadores e medidores de vazdo. O ar limpo foi empurrado pelo sistema
através de mangueiras de politetrafluoroetileno (PTFE) para dois sacos de poliéster (45 cm de
largura e 70 cm de comprimento) (Wyda ®, Sorocaba, SP, Brasil), cada um contendo uma
unica planta de milho ou ar limpo (saco vazio). O fluxo de ar foi ajustado para 0,3

L/min/brago. Os sacos foram conectados aos bracos laterais do olfatdbmetro por meio de
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mangueiras sanfonadas de PTFE (Figura 4). O substrato e o vaso contendo as plantas foi
coberto com papel aluminio antes do inicio dos testes para evitar odores provenientes destas
fontes. O olfatbmetro foi posicionado verticalmente e as cigarrinhas introduzidas
individualmente no braco principal. Cada inseto foi usado apenas uma vez. O olfatbmetro foi
trocado a cada cinco insetos testados, e o lado da fonte de odor foi invertido a cada réplica. As
plantas foram substituidas a cada cinco respostas. Considerou-se uma resposta quando o
inseto ultrapassava os primeiros 5 cm de um dos bracos laterais e ndo voltava para o centro do
olfatbmetro. O tempo de observacdo para se obter cada resposta foi de no maximo 10 min.
Caso 0 inseto ndo respondesse durante esse periodo e tivesse cruzado os 10 cm iniciais do
brago principal, ele era considerado n&o responsivo. As combinagdes testadas no olfatdmetro
foram: Hm vs. ar limpo, Hi vs. ar limpo, Hi vs. Hm, Cm vs. ar limpo, Ci vs. ar limpo, Ci vs.
Cm, Cm vs. Hm e Ci vs. Hi. Para cada combinacgdo, foram testados pelo menos 30 insetos

(n=30) a fim de se obter no minimo 30 respostas por combinacao.

Figura 4. Sistema de olfatometria utilizado nos bioensaios com Dalbulus maidis e diferentes
genotipos de milho infectados ou ndo com o fitoplasma do enfezamento-vermelho. A. Visdo frontal do
sistema, destacando o olfatdmetro isolado de pistas visuais. B. Visdo traseira com as plantas de milho
(fonte de odor).

3.4 Coleta e analises quimicas dos compostos organicos volateis (COVs)

A coleta dos COVs foi adaptada de Sanches et al. (2017), sendo realizada em
condi¢des de laboratdrio (temperatura de 25,0 £ 1,0 °C, e fotofase de 12 h) por meio da
aeracdo de plantas de milho sob luz artificial emitindo ~120 a 160 umol m?2 s PAR. As
plantas foram acondicionadas individualmente em cubas de vidro (38 cm de comprimento e
20,5 cm de diametro), conectadas via mangueira de PTFE ao sistema ARS Volatile Collection

System. Um fluxo de ar purificado e umidificado a 2,0 L/min entrava constantemente na cuba.
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Na conexdo de saida do ar, foi acoplada uma coluna de vidro contendo 30 mg do polimero
adsorvente Hayesep Q® (malha 80/100; Supelco, Bellefonte, PA, EUA) para a coleta dos
volateis. Uma bomba de vacuo foi conectada ao tubo adsorvente para succao do ar através do
polimero a 1,0 L/min. A coleta foi realizada por 8 h (9:00-17:00 h) (Figura 5). Apos a coleta,
os volateis foram eluidos do polimero utilizando 300 pl de hexano destilado, coletados em
vial &mbar de 2 mL e armazenados a -30 °C até sua utilizacdo. Foram feitas coletas de
volateis dos dois genotipos, P4285VYHR e SCS156 Colorado (estadio V5-V6), em situacédo
infectada e “mock” (Hm, Hi, Cm e Ci), com 7 repeticGes cada.

As amostras foram concentradas para 50 pl sob fluxo suave de N2 e, posteriormente,
adicionaram-se 10 ul de acetato de nonila a 10 ppm (padrdo interno). Para as analises
quantitativas, utilizou-se um cromatografo gasoso acoplado a um detector por ionizacdo em
chamas (GC-FID; GC-2010, Shimadzu Corp., Quioto, Japdo). O GC foi equipado com uma
coluna apolar (30 m x 25 um x 25 mm; Rtx-1; RESTEK, Bellefonte, PA, EUA), sendo 0
hélio empregado como gés de arraste a 1,3 mL/min, com velocidade linear de 30,3 cm/s, e
pressdo de topo da coluna a 98,4 kPa. Uma aliquota de 2 ul de cada amostra foi injetada em
modo splitless a 250 °C, com forno ajustado a 40 °C iniciais por 5 min, aumentando 5 °C/min
até atingir 150 °C por 1 min e, finalmente, aumentando 20 °C/min até atingir 250 °C, onde
permaneceu por 30 min. A quantificacdo dos compostos foi baseada nas areas dos picos em
relacdo a area do pico do padrdo interno.

Para a identificacdo dos compostos, 2 pl de amostras selecionadas foram injetados
em um GC acoplado a um espectrébmetro de massas (GC-MS; GC-2010QP Ultra, Shimadzu
Corp.) equipado com uma coluna de fase estacionaria nao polar (30 m x 25 pm X 25 mm;
Rxi-1MS, RESTEK). O GC-MS foi ajustado com as mesmas condi¢fes de temperatura do
programa de injecdo e forno usadas na analise por GC-FID. As temperaturas da interface e da
fonte de ions foram ajustadas em 250 °C, com uma faixa de massas escaneadas de 35 - 700
m/z. O hélio foi usado como gas de arraste a 1,3 mL/min com uma velocidade linear de 41,0
cm/s. Uma solucdo de alcanos (C7 - C30; Sigma-Aldrich) também foi injetada para o calculo
do indice de retencdo (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963). Nos cromatogramas, 0S picos
foram integrados usando o software GCMS Solution (versdo 4.20), e os compostos foram
identificados com base nos indices de retengéo (IR), espectros de massa por comparagdo com
bibliotecas NIST e injecdo de padrdes sintéticos quando disponiveis.
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Figura 5. Sistema utilizado para a coleta dos compostos organicos volateis dos genétipos de milho,
por meio de cubas de vidro conectadas ao sistema ARS Volatile Collection System.

3.5 Padrodes sintéticos

Para confirmar e comparar o IR e espectro de massas dos compostos candidatos
identificados pela biblioteca NIST, foram injetados no GC-MS (ajustado nas mesmas
condicBes descritas anteriormente) os padrdes sintéticos: (Z)-3-hexen-1-ol (>98%), a-pineno
(98%), octanal (99%), B-mirceno (90%), (Z)-3-acetato de hexenila (98%), a-felandreno
(>85%), ocimeno (>90%), limoneno (96%), y-terpineno (97%), benzoato de metila (99%),
linalol (>95%), 2-bornanona (>97%), salicilato de metila (>98%), eugenol (99%), farneseno
(mistura de isdomeros) e eucaliptol (99%) obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); e
0s compostos DMNT e TMTT que foram sintetizados a partir do geraniol e (E,E)-farnesol,
respectivamente, por oxidacdo de seus aldeidos correspondentes, seguida por metilenacéo de
Wittig (LEOPOLD, 1990).

3.6 Deteccao molecular do fitoplasma do milho

Para a identificacdo de plantas infectadas com o fitoplasma, o DNA total de amostras
foliares das plantas utilizadas nos bioensaios comportamentais e na coleta de volateis foi
extraido pelo método a base de Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB), conforme
protocolo adaptado de Doyle & Doyle (1987). As amostras foliares foram maceradas com o
auxilio de um almofariz e pistilo de porcelana e 0,5 g do tecido vegetal de cada amostra foram

pesados em balanga analitica. As amostras foram transferidas para microtubos de 1,5 ml e
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foram adicionados 800 uL de solugdo tampao (2x CTAB) e 1,6 uL de p-mercaptoetanol. As
amostras foram homogeneizadas por inversdo por 2 min e incubadas & 60 °C por 30 min,
sendo homogeneizadas novamente em agitador tipo vortex a cada 10 min. Apos a incubacéo,
foram adicionados 600 pL de CIA (cloroférmio e alcool isoamilico, 24:1) em cada amostra,
as quais foram novamente homogeneizadas por inversdo por 2 min e centrifugadas (12.000
rpm) por 10 min a 25 °C. O sobrenadante (500 pL) de cada amostra foi transferido para um
novo microtubo de 1,5 mL, e adicionado igual volume de isopropanol (-20 °C). As amostras
foram homogeneizadas por inversdo durante 2 min e incubadas overnight no freezer para
precipitagdo dos &cidos nucleicos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (12.000 rpm)
por 20 min a 20°C e o sobrenadante foi descartado, mantendo apenas o pellet. O processo de
lavagem do pellet foi realizado duas vezes com 1 mL de etanol a 80% e deixado em repouso
por 5 min a cada lavagem. Posteriormente, foram adicionados 500 puL de NaCl em cada
amostra, as quais foram homogeneizadas no vértex e incubadas por 30 min a 4 °C. As
amostras foram centrifugadas (12.000 rpm) por 10 min a 4 °C, e o sobrenadante (450 uL) foi
transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e adicionado o0 mesmo volume de isopropanol.
Em seguida, foram homogeneizadas novamente por inversdo (2 min) e incubadas por 15 min
em ultra freezer (-80 °C). Uma nova centrifugacéo foi feita (12.000 rpm) por 10 mina 4 °C e
depois adicionou-se 600 uL de etanol 80% e as amostras foram incubadas por 10 min. O
etanol foi descartado preservando o pellet precipitado, que foi seco em estufa a 40 °C por 20
min e, por fim, o pellet foi diluido em 100 pL de solucdo tampéo TE.

O mix da reagdo padrdo de PCR ficou estabelecido para um volume final de 25 pL
com o0s seguintes reagentes e concentracdes finais: 10 mM Tris-Cl + 50 mM KCI (PCR buffer
10x, Sinapse); 1,5 mM MgClz; 0,2 mM dNTP (Sinapse); 0,5 pM para cada iniciador; 1 U de
Tagq DNA Polimerase (Invitrogen [5 U/ uL]); 17,55 pL de agua ultrapura e 1 uL do DNA
template (1 ng/uL). Foram utilizados 0S iniciadores P1
(5’AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT'3) forward e AYint
(5 TACAATTTGCAAGCAAGTTAC 3) reverse, desenhados a partir da regido 16s rDNA do
fitoplasma (SMART et al., 1996), amplificando um inserto de 1.500 nucleotideos. Cada
ensaio realizado no termociclador era composto por uma amostra de controle positivo (DNA
de plantas infectadas com o fitoplasma do enfezamento-vermelho ja identificados por PCR),
alem das amostras das plantas de interesse. A reacdo de amplificacdo foi realizada em
termociclador nas seguintes condigdes: desnaturagdo inicial por dois minutos a 94 °C; 35
ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo, a 94 °C por 1 min, 56 °C por 1 mine 72 °C

por 2 min respectivamente, finalizando a reacdo com uma etapa de extensao adicional a 72 °C
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por 5 min. Os fragmentos de DNA amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1%, utilizando-se marcador de massa molecular de 1000 pb (DNA Ladder 1000 bp —
Invitrogen). A observacdo e documentacdo da eletroforese foram realizadas em

fotodocumentador com coloracdo das amostras via Dye (SYBR® Green | - ThermoFisher).

3.7 Anélise estatistica

A resposta de D. maidis nos bioensaios de olfatometria foi analisada aplicando-se
Modelos Lineares Generalizados (GLM - Generalized Linear Models) com distribuicéo
binomial. O teste log-likelihood ratio foi utilizado para comparar as fontes de odor. A
qualidade do ajuste foi determinada através de um grafico semi-normal com um envelope de
simulacéo.

A normalidade (Shapiro-Wilk) e a homogeneidade das variancias (Bartlett) dos
COVs liberados pelas plantas de milho foram testados e como ndo apresentaram normalidade
nem homogeneidade, foram utilizados GLM com distribuicdo Gama e/ou Gaussiana inversa,
conforme a necessidade de cada caso. As comparagdes foram feitas utilizando a funcao
“emmeans” e os p-valores corrigidos por Bonferroni. A qualidade dos modelos foi
determinada através de um grafico semi-normal com um envelope de simulacéo.

As analises foram feitas no ambiente R 4.0.3 (R Core Team, 2019) utilizando os
pacotes Ime4 (BATES et al., 2015), emmeans (SEARLE, SPEED, & MILLIKEN, 1980) e
hnp (MORAL, HINDE & DEMETRIO, 2017).

4. RESULTADOS
4.1 Testes comportamentais

As fémeas de D. maidis ndo discriminaram os odores das plantas dos tratamentos
P4285VYHR “mock” (Hm) e P4285VYHR infectado (Hi) quando contrastados com ar limpo
(GLM: %% 0,2668, gl = 1, P = 0,6054; GLM: %2 0,2668, gl = 1, P = 0,6054, respectivamente)
(Figura 6 A). No entanto, os insetos preferiram os volateis das plantas Hi quando
confrontados com Hm (GLM: ¥? 4,6810, gl = 1, P = 0,0305) (Figura 6 A). Ao comparar
SCS156 Colorado infectado (Ci) com ar limpo e SCS156 Colorado “mock” (Cm), ndo houve
preferéncia significativa pelo inseto-vetor (GLM: y® 1,4335, gl = 1, P = 0,2312; GLM: y?
1,0698, gl = 1, P = 0,3010, respectivamente) (Figura 6 B). Porém, as fémeas preferiram os

odores das plantas Cm quando contrastados com ar limpo (GLM: y? 9,8739, gl = 1, P =



32

0,0016) (Figura 6 B). Ao comparar os tratamentos entre os genotipos, Cm vs. Hm e Ci vs. Hi,
o inseto ndo apresentou preferéncia em nenhuma das duas situagdes (GLM: y2 1,0698, gl = 1,

P = 0,3010; GLM: 20,0571, gl = 1, P = 0,8111) (Figura 6 C).
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Figura 6. Resposta olfativa de fémeas sadias de Dalbulus maidis aos compostos organicos volateis de
genotipos de milho infectados ou ndo pelo fitoplasma do enfezamento-vermelho. A. Resposta aos
odores do gend6tipo P4285VYHR. B. Resposta aos odores do gen6tipo SCS156 Colorado. C. Resposta
ao contraste dos odores dos dois genotipos. Ndo escolha indica a porcentagem de individuos testados
gue ndo fizeram nenhuma escolha. Asterisco indica diferenca significativa entre as fontes de odor,
onde: * 0,05 > P > 0,01 e ** 0,01 > P > 0,001. ns.: ndo significativo. P4285VYHR infectado (Hi),
P4285VYHR “mock” (Hm), SCS156 Colorado infectado (Ci) e SCS156 Colorado “mock” (Cm).
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4.2 Composicao do perfil de volateis dos gendtipos de milho infectados e “mock”

Ao comparar as plantas falsamente inoculadas (“mock™) com as plantas infectadas,
observou-se que o perfil de voléateis mudou, tanto quantitativamente quanto qualitativamente.
Foram identificados 34 compostos, dos quais 16 s&o comuns a todos 0s quatro tratamentos
(Tabela 1). A producdo média de volateis totais diferiu entre os tratamentos, aumentando de
forma significativa nas plantas infectadas em relacao as plantas “mock™ de seus respectivos
genodtipos (P4285VYHR: GLM, ¥ 9,1259 gl = 1, P = 0,00252; SCS156 Colorado: GLM, y?
6,1628 gl = 1, P = 0,0130) (Tabela 2). Tal separacdo é claramente observada nos gréaficos
gerados pela PCA (Figura 7).

No genoétipo P4285VYHR, a infeccdo induziu a emissdo de eucaliptol, B-guaieno
indol, a-muroleno, octanal e TMTT; aumentou significativamente a liberacdo de ciclosativeno
DMNT, cis-B-farneseno, a-guaieno, linalol, B-mirceno, cis-f-ocimeno, ylangeno e 3-ylangeno
(Tabela 1); e suprimiu a liberacdo de D-limoneno. A primeira e a segunda componentes da
PCA explicaram 71,4 % da variabilidade dos dados para os tratamentos P4285VYHR
infectado ¢ “mock”. Os seguintes compostos estdo mais correlacionados com o tratamento
P4285VYHR infectado: DMNT, eucaliptol, eugenol, a-guaieno, B-guaieno, indol, linalol, p-
mirceno, a-muroleno, cis-B-ocimeno, octanal, salicilato de metila e TMTT; enquanto 0s
compostos trans-2-decenol, D-limoneno e sulcatona estdo mais correlacionados com
P4285VYHR “mock” (Figura 7 A).

O gendtipo SCS156 Colorado também teve seu perfil de volateis alterado pela
infec¢do, induzindo a emissdo de a-acetato de terpineol, trans-p-ocimeno e octanal; e
aumentando de forma significativa a liberacdo de benzoato de metila e linalol (Tabela 1).
Nesse caso, a primeira e a segunda componentes da PCA explicaram 53% da variabilidade
dos dados. Os compostos que mais se correlacionaram com o tratamento SCS156 Colorado
infectado foram: (3E) -acetato de hexenila, a-acetato de terpineol, benzoato de metila, (+) 2-
bornanone, indol, linalol, B-mirceno, cis-p-ocimeno, trans-p-ocimeno, octanal, e salicilato de
metila. J& para o tratamento SCS156 Colorado “mock”, foram os compostos DMNT, a-
felandreno, a-guaieno, metileugenol e sulcatona (Figura 7 B).

Em relacdo as classes quimicas, no genotipo P4285VYHR a doenca induziu a
emissdo de aldeidos e arométicos e aumentou a liberacdo de monoterpenos, homoterpenos e
sesquiterpenos. No genotipo SCS156 Colorado, a doenga também induziu a emissdo de
aldeidos e aumentou a liberacdo de monoterpenos (Tabela 2). Ao comparar todos 0s
tratamentos entre si (independente do genotipo), observou-se que a quantidade media de
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volateis totais e homoterpenos produzida por Hm foi menor (Figura 8 A e G,
respectivamente), e Hi liberou uma maior quantidade de volateis de folhas verdes (Figura 8 B)
em relacdo a Ci e Cm. Por sua vez, Ci teve uma maior emissao de monoterpenos, aldeidos,

ésteres e aromaticos que Hi (Figura 8 C, E, F e I, respectivamente).
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Tabela 1. Quantidade média (+ SE) de compostos organicos volateis emitidos (ng/8 h) por genétipos de milho infectados ou ndo pelo fitoplasma do

enfezamento-vermelho.

N°  Compostos IR" Hi Hm P Ci Cm P

1 (2)-3-Hexen-1-ol 848 1,73+0,39 1,19+0,36 0,326

2 a-Pineno 932 7,07+£1,04 5,51+ 0,96 0,282
3 Sulcatona 968 8,89+ 1,06 11,37+ 0,68 0,065 7,66+ 1,77 7,56+1,34 0,964
4 Octanal 980 1,52 +£0,25 3,35+£0,38

5 B-Mirceno 984 56,39 + 8,57 33,47 £ 4,28 0,009 55,567 £ 9,91 24,87 £ 12,28 0,201
6 (3E)-Acetato de hexenila 991 10,73+ 4,54 6,48 + 1,56 0,302 3,79+0,58 2,31+0,59 0,098
7 a-Felandreno 995 2,46 + 0,66 2,00+ 0,26 0,489
8 0-Cimeno 1011 12,69+ 1,70 12,02 + 1,56 0,77
9 Eucaliptol 1018 16,65 + 2,64

10  D-Limoneno 1020 8,77+0,73 14,86 + 1,88 <0,001 16,96 + 3,89 12,25+ 1,96 0,244
11  trans-B-Ocimeno 1029 4,24 + 0,89

12 cis-B-Ocimeno 1040 7,23+1,49 2,57 +£0,43 <0,001 30,73 £ 9,30 22,77 £9,46 0,56
13 y-Terpineno 1049 4,37 £ 0,87 3,89+ 0,96 0,714
14 Benzoato de metila 1069 11,66 + 6,46 2,20+ 0,19 0,005
15 Linalol 1085 553,30 £+ 105,08 278,43 £ 45,10 0,006 1187,53 £ 294,44 294,05 + 77,88 < 0,001
16 DMNT 1106 166,73 £ 74,94 28,58 + 7,29 0,001 101,83 £ 30,54 72,71 £ 15,89 0,365
17  (+)-2-Bornanona 1119 7,89+ 1,36 6,29 + 0,87 0,303 5,04 + 0,70 4,79+ 0,94 0,83
18  Citronelol 1151 4,76 £1,03 6,33+1,78 0,42
19  Terpinen-4-ol 1161 4,21 +0,52 3,90 £ 0,86 0,763
20  Salicilato de metila 1168 37,39+ 7,10 22,78 £ 5,76 0,119 185,98 + 93,78 102,96 + 41,44 0,363
21  trans-2-Decenol 1185 37,70 £ 6,47 42,95 +5,11 0,532

22 Indol 1256 31,90 £ 9,69 118,04 £ 43,09 47,02 + 19,37 0,1
23 Eugenol 1330 10,11+ 1,77 6,06 +1,18 0,051 11,94+ 2,34 8,00 £ 1,90 0,195
24  a-Acetato de terpineol 1332 3,43+2,58

25  Ciclosativeno 1368 202,01 +50,58 98,78 + 15,77 0,017 55,07 £ 45,14 158,42 + 35,54 0,224
26  Ylangeno 1370 93,28 + 23,09 46,91 + 8,11 0,024 27,38 £ 18,45 81,67 + 18,48 0,133
27  Metileugenol 1372 19,81 + 5,65 10,91 + 4,97 0,270 8,20 + 4,30

28  B-Ylangeno 1415 65,69 + 13,60 37,18 £ 5,44 0.026 35,33 + 16,85 79,36 * 14,05 0,117
29  cis-B-Farneseno 1449 20,33 £ 3,60 11,21+ 2,33 0,031 31,88 + 6,14 28,61 £ 5,13 0,682
30 a-Guaieno 1477 44,28 + 15,84 15,11+ 2,59 0,008 15,36 £ 7,29 59,71 + 25,98 0,073
31  a-Muroleno 1495 14,90 + 2,79

32 3-Cadineno 1518 26,26 + 6,88 13,69 + 3,01 0,059 17,95+ 6,15 28,68 + 8,52 0,304
33  B-Guaieno 1528 2,61+£0,73

34  TMTT 1572 7,72+ 2,88 23,43+ 7,39 25,98 + 10,47 0,839

*Indice de retencao
Valores de P em negrito indicam diferenca significativa entre os tratamentos analisados por GLM com distribuicdo Gama ou Gaussiana inversa e teste Tukey.
P4285VYHR infectado (Hi), P4285VYHR “mock” (Hm), SCS156 Colorado infectado (Ci) e SCS156 Colorado “mock” (Cm).
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Tabela 2. Quantidade média (+ SE) de volateis emitidos (ng/8 h) por gendtipos de milho infectados ou nédo pelo fitoplasma do enfezamento-vermelho de

acordo com o grupo quimico.

Classe quimica Hi Hm P Ci Cm P
Volateis de folhas verdes 12,46 + 4,70 7,66 + 1,46 0,253 3,79+£0,58 2,31+£0,59 0,098
Monoterpeno 660,34 + 116,68 341,67+51,06 0,005 1355,24 + 309,12 404,25 + 86,74 < 0,001
Cetona 8,89 + 1,06 11,37 + 0,68 0,065 7,66 1,77 7,56 £ 1,34 0,964
Aldeido 1,52 £ 0,25 3,35+0,38

Ester 37,39+ 7,10 22,78 £ 5,76 0,119 197,65 + 99,97 105,16 + 41,47 0,329
Homoterpeno 174,45 £ 77,74 28,58 + 7,29 0,001 125,26 + 33,98 98,69 + 24,42 0,517
Alcool 37,70 + 6,47 42,95+5,11 0,532

Aromaético 31,90 £ 9,69 118,04 + 43,09 47,02 £ 19,37 0,100
Sesquiterpeno 469,36 + 111,64 222,87 +36,21 0,011 182,97 £ 91,05 436,45 + 93,85 0,114
Fenilpropanoide 19,81 + 5,65 10,91 + 4,97 0,270 8,20 £ 4,30

Volateis totais 1453,80 + 289,02 688,79+ 98,02 0,003 1989,75 + 382,09 1105,78 £149,74 0,013

*Valores de P em negrito indicam diferenca significativa entre os tratamentos analisados por GLM com distribuicdo Gama ou Gaussiana inversa e teste Tukey.
P4285VYHR infectado (Hi), P4285VYHR “mock” (Hm), SCS156 Colorado infectado (Ci) e SCS156 Colorado “mock” (Cm)
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Figura 7. Andlise de componentes principais (PCA) da composi¢do dos compostos organicos volateis
emitidos por plantas de milho infectadas ou néo pelo fitoplasma do enfezamento-vermelho. A.
Volateis do gendtipo P4285VYHR infectado (Hi) e “mock” (Hm). B. Volateis do gendtipo SCS156
Colorado infectado (Ci) e “mock” (Cm). Os numeros acompanhados da letra C correspondem aos
compostos descritos na Tabela 1.
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Figura 8. Quantidade média (= SE) dos compostos organicos volateis emitidos (ng/ 8 h) por gendtipos

de milho infectados ou ndo pelo fitoplasma do enfezamento-vermelho. Letras diferentes indicam

diferenca significativa entre os tratamentos analisados por GLM com distribuicdo Gama ou Gaussiana
inversa e teste Tukey. P4285VYHR infectado (Hi), P4285VYHR “mock” (Hm), SCS156 Colorado

infectado (Ci) e SCS156 Colorado “mock” (Cm).
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4.3 Resultado da detec¢do molecular do fitoplasma do enfezamento-vermelho do milho

A Figura 9 mostra o resultado das analises PCR para deteccdo de fitoplasma do
enfezamento-vermelho em plantas de milho infectadas com esse fitopatdgeno. Os testes de
PCR foram feitos em todas as plantas consideradas infectadas nos bioensaios
comportamentais e na coleta de volateis utilizadas ainda na fase assintomatica da doenca.

N\

- B e E e e e e

Y

Figura 9. Resultados de PCR para detec¢do do fitoplasma do enfezamento-vermelho do milho aos 55
dias apo6s a inoculagéo.

Ao observar a eletroforese em gel (Figura 9) foi possivel confirmar a presenca do
fitoplasma do enfezamento-vermelho em todas as plantas testadas, uma vez que todas as
bandas produzidas na altura de ~1.500 pares de bases (indicadas pelas setas) foram
semelhantes ao controle positivo (Ultima banda de cada linha), ou seja, uma planta em que a

infeccdo por esse fitopatdgeno ja havia sido confirmada por PCR anteriormente.



41

5. DISCUSSAO

A cigarrinha-do-milho, D. maidis, foi capaz de reconhecer e responder aos volateis
emitidos pelos genotipos de milho SCS156 Colorado e P4285VYHR. Para o gendtipo hibrido,
houve preferéncia pelos volateis de plantas infectadas pelo fitoplasma do enfezamento-
vermelho. O mesmo ndo foi observado para o gendtipo SCS156 Colorado, onde a cigarrinha
respondeu preferencialmente aos COVs emitidos pelas plantas mock. Além disso, a cigarrinha
ndo apresentou resposta preferencial quando os volateis dos dois gendétipos foram
contrastados. No entanto, as analises quimicas dos COVs mostraram diferencas gquantitativas
e qualitativas entre 0s genotipos e os tratamentos.

As cigarrinhas e outros membros da subordem Auchenorrhyncha, geralmente, séo
menos responsivas aos COVs no processo de selecdo de planta hospedeira, gquando
comparados com representantes da subordem Sternorrhyncha (TODD, PHELAN & NAULT,
1990). Boa parte dos estudos com cigarrinhas sugere que as pistas olfativas atuam como um
complemento as pistas visuais (COMPTON, 2002; FERERES & MORENO, 2009; LA
GRANGE et al., 2017; ZHANG et al., 2017). Contudo, existem trabalhos onde diferentes
espécies de cigarrinhas podem diferenciar genotipos e/ou encontrar hospedeiros utilizando
unicamente pistas olfativas. E o caso, por exemplo, de Empoasca fabae (Harris), que é capaz
de diferenciar variedades de alfafa a partir dos destilados a vapor de suas folhas (RANGER et
al., 2005); de Cicadulina storeyi, que consegue discriminar os COVs de plantas de milho
infestadas e ndo infestadas (OLUWAFEMI et al., 2011); e D. maidis, em que ja foi observado
uma interacdo de estimulos visuais e olfativos durante a busca hospedeira (TODD et al.,
1990). De acordo, com dois estudos prévios e os resultados do presente trabalho sustentam a
hipGtese de que D. maidis utiliza pistas olfativas, além de possivelmente, outros estimulos
multimodais na localizacdo de plantas hospedeiras (TODD et al., 1990; COLL ARAOZ et al.,
2019, 2020).

Alteracdes no comportamento de selecdo hospedeira de insetos-vetores pode ser
induzida diretamente, pela presenca do fitopatdgeno no corpo do vetor e indiretamente, como
consequéncia das modificagdes fisiologicas causadas na planta pela infec¢do. A dindmica para
otimizar a disseminacdo do fitopatdgeno se encaixa na hipdtese de manipulacdo vetorial
proposta por Ingwell e colaboradores (2012) (MAUCK et al., 2012; CARMO-SOUZA et al.,
2014). Alguns trabalhos documentam alteracfes nas caracteristicas das plantas causadas pela
infeccdo de fitoplasmas (SUGIO, et al., 2011; PECHER et al., 2019; AL SUBHI et al., 2021)
e outros demonstram que os fitoplasmas séo capazes de influenciar a sele¢cdo hospedeira de
seus vetores (MAYER et al., 2008a, 2010; SUGIO et al., 2011; ORLOVSKIS et al., 2015;
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ORLOVSKIS et al., 2016). A escolha preferencial das fémeas sadias de D. maidis por plantas
infectadas com o fitoplasma do enfezamento-vermelho, no caso do gendtipo hibrido,
corrobora a hipotese de manipulacdo vetorial indireta (INGWEL et al., 2012), uma vez que
esse comportamento contribui para o aumento da disseminacéo e transmissdo do fitoplasma
do enfezamento-vermelho para o milho, semelhante ao observado em vetores de virus
fitopatogénicos (MAUCK, DE MORAES & MESCHER, 2010). A preferéncia de fémeas
sadias pela planta infectada pode ser explicada pela dindmica da infeccdo do fitoplasma que é
capaz de modificar os COVs emitidos pelas plantas (FERERES et al., 2016). Nas relac6es
vetor-patdgeno-hospedeiro, os volateis da planta hospedeira sdo os alvos mais provaveis de
manipulagdo (MAUCK, DE MORAES & MESCHER, 2010). Em condigdes de campo, a
movimentacdo de D. maidis em direcdo a planta doente facilita a aquisi¢do do fitoplasma do
enfezamento-vermelho, a oviposicdo e, consequentemente, o desenvolvimento de uma nova
geracgdo na planta infectada, que também pode adquirir o fitoplasma na fase de ninfa, e, assim,
aumentar naturalmente o numero de individuos infectados da populacéo.

As analises dos COVs dos dois gendtipos de milho apresentaram diferencas
quantitativas e qualitativas. Plantas infectadas e ndo infectadas do geno6tipo hibrido diferiram
significativamente na quantidade total de volateis liberados e, a maioria dos compostos
identificados, ja haviam sido mencionados em outros estudos com milho (OLUWAFEMI et
al., 2012; ROBERT et al., 2013; POTTER et al., 2015; COLL ARAOZ et al., 2020). A
doenca induziu a liberagcdo de seis compostos (eucaliptol, B-guaieno indol, a-muroleno,
octanal e TMTT) e aumentou a quantidade liberada de nove outros compostos (ciclosativeno
DMNT, cis-B-farneseno, a-guaieno, linalol, B-mirceno, cis-p-ocimeno, ylangeno ¢ f-
ylangeno). J& para o genétipo SCS156 Colorado, a doenca induziu a liberacdo de apenas trés
compostos (a-acetato de terpineol, trans-f-ocimeno e octanal) e aumentou a emissdo de dois
(benzoato de metila e linalol). Dessa forma, a infeccdo induziu maiores alteracées no genotipo
hibrido. Ja foi observado que adultos de D. maidis assentam tanto em plantas de milho
saudaveis quanto naquelas infectadas com o fitoplasma do enfezamento-vermelho com
sintomas iniciais, avancados e assintomaticas (GARCIA-GONZALES et al., 2018). No
entanto, durante o periodo assintomético da doenca, as cigarrinhas sadias preferiram plantas
infectadas, resultado que corrobora com o obtido no presente estudo.

O composto emitido em maior quantidade pelas plantas infectadas e nédo infectadas
dos dois genoétipos de milho (P4285VYHR e SCS156 Colorado) foi o monotereno linalol.
Coll Araoz e colaboradores (2019), ao compararem dois genétipos de milho hibrido,

observaram que o linalol foi liberado em maior quantidade pelo genotipo temperado e a
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emissdo foi quase nula no tropical. Viram ainda que D. maidis preferiu o hibrido temperado
quando comparado com o tropical. No entanto, o linalol puro ndo foi atrativo a D. maidis,
mas ao adiciona-lo a mistura natural de COVs emitidos pelo hibrido tropical, este passou a ser
atrativo para a cigarrinha. Outro estudo de Coll Araoz e colaboradores (2020), utilizando os
mesmos gendtipos (hibrido tropical e temperado), mais uma variedade crioula, infestados
(atacadas) e ndo infestados com D. maidis, mostrou que a cigarrinha-do-milho preferiu os
odores da variedade crioula ndo infestada quando comparado com o0 mesmo gendtipo
infestado. Diferentemente do observado no experimento citado anteriormente, D. maidis ndo
foi capaz de diferenciar os odores dos hibridos temperado e tropical infestado e ndo infestado.
Interessantemente, o linalol foi produzido em quantidades significativamente menores pelas
plantas temperadas infestadas em comparacdo com as ndo infestadas, indicando que ha uma
supressdo na sua liberacdo quando o milho é submetido a herbivoria pela cigarrinha. Estes
resultados sugerem que o linalol, juntamente com outros compostos emitidos pelo milho,
pode ter um papel importante para a localizagdo de hospedeiros por D. maidis. O linalol ja foi
citado em outros estudos como um composto importante para a ecologia quimica de insetos
atuando como atrativo ou repelente (CARROLL, et al., 2006; HUFF & PITTS, 2019).

As pistas especificas que provocaram as respostas de D. maidis preferenciais para o
genotipo hibrido infectado ndo foram determinadas, porém, as diferengas entre as misturas
volateis liberadas pelas plantas infectadas e ndo infectadas sugerem possiveis candidatos,
sendo eles: eucaliptol, B-guaieno, indol, a-muroleno, octanal, TMTT, ciclosativeno, DMNT,
cis-p-farneseno, a-guaieno, linalol, B-mirceno, cis-B-ocimeno, ylangeno e -ylangeno. Os seis
primeiros compostos tiveram sua liberacdo induzida pela infeccdo e os demais foram
liberados em maior quantidade em plantas infectadas. No entanto, Oluwafemi e colaboradores
(2011) observaram que os compostos volateis (E)-p-farneseno e TMTT foram repelentes para
C. storeyi, contrapondo o que foi observado no presente trabalho, em que as fémeas sadias de
D. maidis foram atraidas pelo hibrido infectado que teve o composto TMTT induzido e o (E)-
[-farneseno liberado em maior quantidade quando comparado com o hibrido ndo infectado.
Um estudo feito com 6leo essencial de Hemizygia petiolata Ashby (Lamiaceae), que possui
altos niveis de (E)-p-farneseno, o feromonio de alarme para muitas espécies de pulgbes-praga
da subfamilia Aphididae, mostrou ter atividade biolégica contra pulgdes, repelindo-os em
bioensaios de olfatometro e reduzindo de forma significativa seus nimeros em ensaios de
campo (BRUCE et al., 2005).

A resposta preferencial da cigarrinha-do-milho D. maidis provocada pelos compostos

volateis induzidos pela infeccdo do fitoplasma do enfezamento-vermelho precisa ser mais
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amplamente explorada a fim de determinar os compostos especificos responsaveis pelo
comportamento observado no presente estudo. A identificagdo desses compostos especificos
relacionados a resposta do inseto pode ser Gtil no manejo do vetor, com a implementacdo de
uma estratégia ‘push-pull’, por exemplo, que pode ser descrito como a utilizacdo de estimulos
capazes de alterar o comportamento do inseto com o objetivo de manipular sua distribuicdo e
abundancia no campo (COOK et al., 2007). Nesse tipo de estratégia, 0s insetos-praga sdo
repelidos ou afastados (push) da cultura de interesse, sendo ao mesmo tempo atraidos (pull)
para uma cultura armadilha, garantindo assim a protecao da cultura alvo de produgdo (COOK
et al., 2007; HASSANALI et al., 2008). Um exemplo pratico desse tipo de manejo que
utilizou essa estratégia no oeste do Quénia obteve bons resultados. Eles implementaram o
consorcio de milho (planta de interesse) com a planta repelente Desmodium (Desmodium
uncinatum Jacqg.), e acrescentaram uma planta armadilha atraente na bordadura da area de
plantio, o capim Napier, Pennisetum purpureum Schumach (KHAN et al., 2008). Neste
contexto, poderia ser adicionado o semioquimico volatil especifico para atrair o inseto-praga
na planta armadilha alocada na bordadura da area, com o intuito de potencializar o efeito

atrativo.



45

. CONCLUSOES

. A cigarrinha D. maidis reconhece os volateis do milho hibrido P4285VYHR e responde
preferencialmente para a planta infectada;

. A cigarrinha D. maidis reconhece os volateis do milho da variedade de polinizacéo aberta
SCS156 Colorado, mas nesse caso responde preferencialmente para plantas néo infectadas;
. A cigarrinha D. maidis ndo apresentou preferéncia entre os volateis quando confrontado os
gendtipos de milho SCS156 Colorado e P4285VYHR infectados ou ndo com o fitoplasma
do enfezamento-vermelho.

. A doenca causada pelo fitoplasma do enfezamento-vermelho do milho modifica o perfil de
volateis do milho, e no caso especifico do genétipo P4285VYHR a infec¢do atrai o inseto;

. A doenca causada pelo fitoplasma do enfezamento-vermelho do milho provoca um
aumento da producdo média de volateis totais nos dois genétipos de milho avaliados,

modificando o perfil de volateis de forma quantitativa e qualitativa.
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