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RESUMO 

Respostas comportamentais da cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (Hemiptera: 

Cicadellidae), a plantas infectadas pelo fitoplasma do milho 

Bactérias fitopatogênicas podem influenciar o comportamento do 

inseto vetor, induzindo mudanças fisiológicas nas plantas hospedeiras, com 

possíveis implicações na sua disseminação. Nesta pesquisa investigou-se o 

efeito da infecção pelo fitoplasma do milho no comportamento de seleção 

hospedeira da cigarrinha vetora, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott). 

Ensaios de livre-escolha contrastando folhas de milho (Zea mays L.) sadias 

(‘mock-inoculated’) vs. infectadas foram conduzidos durante a fase 

assintomática e sintomática da infecção da planta, com machos ou fêmeas 

de cigarrinhas previamente expostos a plantas infectadas (bacterilíferas) ou 

não. Em cada ensaio, 40 adultos foram liberados em arenas de escolha onde 

apenas as folhas de duas plantas de cada tratamento foram oferecidas aos 

insetos. Os insetos pousados nas folhas foram contados após 1, 2, 3, 5, 7, 9, 

11 e 23 h da liberação. Durante a fase assintomática, observou-se efeito 

apenas em fêmeas bacterilíferas, que preferiram folhas de plantas sadias. A 

fase sintomática desencadeou um efeito ‘pull-push’ em fêmeas não 

bacterilíferas, que foram primeiro atraídas por folhas sintomáticas (assim 

como machos), mas horas depois mudaram para folhas sadias, enquanto 

machos não bacterilíferos se distribuíram igualmente entre os tratamentos. 

Machos e fêmeas bacterilíferos inicialmente não discriminaram entre folhas 

sadias e sintomáticas, mas apenas as fêmeas movimentaram-se para folhas 

sadias 9 h após a liberação. A oviposição foi drasticamente reduzida nas 

folhas sintomáticas. Esses resultados foram corroborados por experimentos 

de escolha envolvendo apenas pistas visuais, em que o pouso das 

cigarrinhas foi avaliado sobre folhas de plantas sadias ou sintomáticas e por 

experimento de comportamento alimentar, em que os insetos foram 

confinados sobre folhas dos mesmos tratamentos. A coloração das plantas 

infectadas sintomáticas foi mais atrativa para o pouso independende do 

gênero e da infectividade dos insetos. Já a taxa de ingestão de seiva por 

cigarrinhas, medida indiretamente pela taxa de excreção de honeydew, foi 

reduzida em plantas sintomáticas no caso de fêmeas, mas não para os 

machos. O estudo mostra que o fitoplasma do milho otimiza sua 

disseminação primária e secundária, mediante alterações no 

comportamento de seleção hospedeira da cigarrinha vetora.  

Palavras-chave: Cigarrinha-do-milho, Enfezamento do milho, Molicute 

fitopatogênico, Manipulação do vetor 
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ABSTRACT 

Behavioral responses of the corn leafhopper, Dalbulus maidis (Hemiptera: 

Cicadellidae), to plants infected with Maize Bushy Stunt Phytoplasma 

Plant pathogenic bacteria may influence insect vector behavior by 

inducing physiological changes in host plants, with possible implications 

on their spread. The effects of infection by maize bushy stunt phytoplasma 

(MBSP) on the host selection behavior of the leafhopper vector, Dalbulus 

maidis (DeLong & Wolcott), was investigated in this research. Choice assays 

contrasting leaves of healthy (mock-inoculated) vs. infected maize (Zea 

mays L.) were conducted during the asymptomatic and symptomatic phase 

of plant infection, with leafhopper males or females previously exposed to 

infected plants (bacteriliferous) or not. In each assay, 40 adults were 

released in choice arenas where only the leaves of two plants from each 

treatment were offered and visible; the insects landed on the leaves were 

counted at 1, 2, 3, 5, 7, 9, 11 and 23 h after release. During the asymptomatic 

phase, an effect was observed only on bacteriliferous females, who 

preferred leaves of healthy plants. The symptomatic phase triggered a pull-

push effect on non-bacteriliferous females, who were first attracted to 

symptomatic leaves (like males) but hours later moved to healthy leaves, 

whereas non-bacteriliferous males became equally distributed between 

treatments. Bacteriliferous males and females initially did not discriminate 

between healthy and symptomatic leaves, but only the females tend to 

move to healthy leaves 9 h after release. Oviposition was drastically 

reduced on symptomatic leaves. These results were corroborated by choice 

experiments involving only visual cues, in which leafhopper landing was 

evaluated on healthy vs. symptomatic maize leaves, and by feeding 

behavior experiments, in which the insects were confined on leaves of the 

same treatments. The coloration of symptomatc MBSP-infected maize 

leaves was more attractive for leafhopper landing, regardless of the insect 

gender and infectivity. The leafhopper ingestion rate, indirectly measured 

by the honeydew excrection rate, was reduced on symptomatic leaves for 

females, but not for males. The study shows that MBSP optimizes its 

primary and secondary spread by manipulating the host selection behavior 

of the leafhopper vector. 

Keywords: Corn leafhopper, Corn stunt, Phytopathogenic mollicute, Vector 

manipulation 
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1. INTRODUÇÃO 

A seleção hospedeira, processo no qual insetos fitófagos buscam a planta 

adequada para alimentação, colonização e/ou oviposição, desempenha papel 

fundamental na disseminação de fitopatógenos transmitidos por insetos vetores 

(Powell et al. 2006, Mauck et al. 2016). Diversas pistas emitidas pelas plantas 

influenciam esse processo. Antes do pouso, os estímulos visuais e olfativos são 

fundamentais para o comportamento pré-pouso e escolha da planta (Powell et al. 

2006). Após o pouso, as pistas tácteis e gustativas orientam o comportamento 

alimentar do inseto, indicando se a planta é adequada para alimentação e/ou 

reprodução (Backus, 1988).  

A maioria dos insetos que transmitem fitopatógenos são hemipteroides 

(Hemiptera e Thysanoptera), com aparelho bucal sugador labial (Perilla-Henao & 

Casteel, 2016; Eigenbrode et al. 2018). Curiosamente, mudanças no comportamento de 

seleção hospedeira desses insetos vetores podem ser induzidas pela infecção do 

fitopatógeno, que podem ser mecanismos adaptativos do fitopatógeno para 

otimização de sua própria disseminação (hipótese da manipulação vetor) (Ingwell et 

al. 2012). Essas alterações podem ser promovidas diretamente, pela presença do 

fitopatógeno no corpo do vetor ou indiretamente, por alterações fisiológicas e/ou 

morfológicas na planta hospedeira infectada (Ingwell et al. 2012; Mauck et al. 2012; 

Carmo-Souza et al. 2014).  

Alterações nas características das plantas induzidas pela infecção foram 

documentadas para “Candidatus (Ca.) Phytoplasma” (fitoplasmas), que são bactérias 

fitopatogênicas Gram-positivas sem parede celular, pertencentes à da classe Mollicutes 

(Sugio et al. 2011a; Pecher et al. 2019). Estudos têm mostrado que os fitoplasmas 

podem influenciar o processo de seleção de plantas hospedeiras em seus vetores 

(Orlovskis et al. 2015). Plantas de Malus domestica Borkh. (Rosaceae) infectadas com o 

fitoplasma da proliferação da macieira (Ca. P. mali) foram mais atrativas para a 

alimentação dos adultos recém-emergidos do psilídeo vetor, Cacopsylla picta (Foerster) 
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(Hemiptera: Psyllidae), devido à emissão do composto volátil β-cariofileno (Mayer et 

al. 2008a; Mayer et al. 2008b; Mayer et al. 2011). Estudos com o fitoplasma do amarelo 

do aster, estirpe Witches’ Broom (AY-WB) (Ca. P. asteris), detectaram a presença de 

várias proteínas potencialmente efetoras. Duas delas, denominadas SAP11 e SAP54, 

tiveram efeito na regulação hormonal, em mecanismos de defesa e de 

desenvolvimento da planta hospedeira, Arabidopsis thaliana (L.) (Brassicaceae), o que 

afetou a biologia e o comportamento da cigarrinha vetora, Macrosteles quadrilineatus 

Forbes (Hemiptera: Cicadellidae) (Sugio et al. 2011b; Orlovskis & Hogenhout, 2016).  

O milho (Zea mays L.) é uma cultura de grande importância, que tem sido 

afetada por epidemias do fitoplasma do milho (Ca. P. asteris), maize bushy stunt 

phytoplasma (MBSP), em vários países do continente americano (USDA, 2020). Esse 

fitoplasma induz sintomas de descoloração foliar (avermelhamento ou 

amarelecimento), nanismo, ramificação lateral e proliferação de espigas, sendo 

transmitido pela cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) 

(Hemiptera: Cicadellidae), que é um inseto monófago, específico do milho (Nault, 

1980; Orlovskis et al. 2017). O fitoplasma do milho está intimamente relacionado com 

AY-WB (ambos pertencem a Ca. P. asteris) e tem uma proteína efetora (SAP11MBSP) 

homóloga a SAP11 de AY-WB, que é conhecida por induzir a ramificação axilar e afetar 

o desenvolvimento da inflorescência feminina no milho, mas não tem impacto na 

fecundidade de D. maidis (Pecher et al. 2019).  

 Apesar do potencial destrutivo de MBSP no milho, há informações limitadas 

sobre o impacto de plantas doentes no comportamento de seleção hospedeira de D. 

maidis. Garcia-Gonzalez et al. (2018) relataram maior aceitação de plantas infectadas 

durante a fase assintomática por adultos de D. maidis para o estabelecimento, mas essa 

aceitação foi revertida quando os sintomas do fitoplasma do milho se desenvolveram. 

Como o estudo foi realizado oferecendo plantas inteiras aos insetos em ensaios de 

livre-escolha, não está claro se o efeito foi devido a possíveis diferenças em tamanho 

entre plantas sadias e doentes, ou a fisiológicas causadas pela doença. Também não se 

sabe se o sexo do inseto vetor ou sua infecção pelo fitoplasma interfere na escolha.  
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O presente estudo foi delineado para avaliar o efeito do sexo de D. maidis e da 

infecção pelo fitoplasma do milho no comportamento do inseto em folhas de plantas 

de milho infectadas ou não com o fitoplasma, durante as fases assintomática e 

sintomática da doença. Também foi avaliado o efeito da coloração de folhas 

sintomáticas na atração e alimentação do vetor. Finalmente, realizou-se um teste para 

verificar se o vetor é capaz de adquirir o fitoplasma durante o período relativamente 

curto em que mostra preferência por plantas infectadas sintomáticas, e se pode, 

posteriormente, transmitir o patógeno para plantas sadias. Essas informações são 

fundamentais para um melhor entendimento da epidemiologia da doença e elaboração 

de táticas de controle. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis 

A cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera: 

Cicadellidae) é uma importante praga do milho, presente no continente americano. 

Esses insetos se distribuem do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina. São 

insetos ágeis, pequenos, com 3,7 a 4,3 mm de comprimento, de coloração amarelo 

pálida. Possuem uma fileira de espinhos nas pernas posteriores e duas manchas negras 

na cabeça. As fêmeas são maiores que os machos (Triplehorn & Nault 1985; Oliveira, 

1996). Possuem um ciclo de ovo-adulto de cerca 25-30 dias e a longevidade média é de 

60 dias (Waquil et al. 1999; Zurita et al. 2000).    

Esse inseto é considerado uma importante praga do milho principalmente pelo 

dano indireto, pois os danos diretos são mínimos (Waquil, 1997; Toffanelli & Bedendo, 

2002; Oliveira et al. 2003). É vetor de duas bactérias fitopatogênicas que colonizam os 

vasos do floema, o fitoplasma do milho (Candidatus Phytoplasma asteris) e o 

espiroplasma do milho (Spiroplasma kunkelli), causadoras do enfezamento vermelho e 

do enfezamento pálido, respectivamente (Nault, 1980). Além disso, D. maidis transmite 

o vírus da risca do milho, maize rayado fino virus (MRFV), também restrito ao floema 

(Nault et al. 1980). Esses fitopatógenos podem colonizar tanto o milho como a 

cigarrinha (Oliveira et al. 2007; Oliveira et al. 2015; Sabato, 2017; Coelho et al. 2017).   

Dalbulus maidis é uma cigarrinha especialista que possui o milho como sua 

principal planta hospedeira, mas pode se reproduzir em outras gramíneas do gênero 

Zea. Também pode utilizar plantas do gênero Tripascum como hospedeiro de 

alimentação (Triplehorn & Nault 1985). No Brasil, D. maidis tem somente o milho como 

hospedeiro. Pouco se sabe a respeito dos mecanismos de sobrevivência da cigarrinha 

em períodos de entressafra, na ausência de plantas de milho. A baixa variabilidade 

genética entre populações de regiões diferentes, a detecção de D. maidis em regiões 

isoladas no Mato Grosso do Sul e a captura de indivíduos acima da camada limite de 
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voo, são indicativos de que a migração pode ser uma forma de sobrevivência nos 

períodos de entressafra (Oliveira et al. 2013). Outra possibilidade para a sobrevivência 

dessa cigarrinha em regiões onde ocorre a entressafra é a sobrevivência em milho 

tiguera.   

Atualmente existem 14 ingredientes ativos de inseticidas químicos pertencentes 

à cinco grupos químicos diferentes (neonicotinoides, piretroides, organofosforados, 

carbamatos e fenilpirazois) e dois fungos entomopatogênicos (Beauveria bassiana e 

Isaria fumosoroseae) registrados para o controle de D. maidis (MAPA, 2020). O controle 

da cigarrinha é feito basicamente pelo controle químico e pela eliminação do milho 

tiguera, porém essa estratégia parece ter pouco efeito sobre a incidência de 

enfezamento na cultura do milho (Oliveira & Sabato, 2017). 

 

2.2. Enfezamento vermelho do milho 

Dentre os gêneros de bactérias que colonizam o floema, Ca. Phytoplasma é sem 

dúvida a de maior importância econômica (Pérez-López et al. 2016; Kumari et al. 2019). 

Esses organismos são parasitas intracelulares obrigatórios, pleomórficos e não 

apresentam parede celular (Bertaccini & Lee, 2018). De forma geral, os sintomas 

apresentados pelas plantas colonizadas são amarelecimento, nanismo, proliferação de 

ramos, filodia (conversão de órgãos florais em folhas) e virescência (flores com 

coloração verde) (Bertaccini & Lee, 2018; Kumari et al. 2019)  

Centenas de doenças de plantas são associadas à fitoplasmas, desde plantas 

herbáceas a arbóreas, muitas de grande importância econômica (Bertaccini et al. 2014). 

Muitas doenças associadas à fitoplasmas são desconhecidas, sendo esse um grupo de 

doenças emergentes. Somente na América Latina, uma média de sete novas doenças 

associadas à fitoplasmas tem sido descritas anualmente (Pérez-López et al. 2016).   

No Brasil, a doença de maior importância associada à fitoplasma é o 

enfezamento vermelho do milho, dada a importância da cultura para o país. O Brasil 

ocupa hoje o posto de terceiro maior produtor mundial de milho perdendo apenas 
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para Estados Unidos e China, em primeiro e segundo lugar, respectivamente (USDA, 

2020). Na safra de 2019/2020 estima-se que a produção brasileira foi de 102,5 milhões 

toneladas (CONAB, 2020). Porém, o rendimento da produção de milho brasileira é de 

5,51 toneladas/hectare, muito abaixo do rendimento de países como Estados Unidos 

(10,51 t/ha), Canadá (9,24 t/ha), Argentina (8,10 t/ha) e da União Europeia (7,50 t/ha) 

(USDA, 2020). Boa parte desse baixo rendimento é justificada, pois muitas doenças são 

negligenciadas e poucos estudos são realizados sobre o impacto na produção de milho.  

O enfezamento vermelho foi uma doença negligenciada por muito tempo, porém, 

atualmente vem ocupando posição de destaque devido aos surtos epidêmicos recentes 

e a perdas consideráveis que provocam na cultura (Toffanelli & Bedendo, 2002; 

Oliveira et al. 2003).  

O fitoplasma associado ao enfezamento vermelho do milho (Ca. Phytoplasma 

asteris, Grupo I, subgrupo B) é transmitido por cigarrinhas do gênero Dalbulus (Nault, 

1980). Esse fitoplasma induz sintomas de descoloração foliar (avermelhamento ou 

amarelecimento), nanismo, ramificação lateral e proliferação de espigas, é transmitido 

no Brasil pela espécie D. maidis. O controle do enfezamento vermelho do milho é 

realizado pelo controle da população do vetor, que requer uso intensivo de inseticidas, 

e destruição do milho tiguera (Oliveira & Sabato, 2017). Garcia Gonzalez et al. (2018) 

estudando o efeito da infecção do fitoplasma do milho observou que plantas 

assintomáticas colonizadas pelo fitoplasma do milho foram preferidas para 

alimentação e oviposição pelo vetor D. maidis, enquanto plantas sintomáticas são 

rejeitadas em testes de livre-escolha com plantas sadias. Um melhor entendimento do 

comportamento de D. maidis que pode ter influência na disseminação do fitopatógeno 

pode auxiliar no desenvolvimento de modelos epidemiológicos mais precisos e na 

redução do uso de agrotóxicos. Contudo, o conhecimento dos efeitos promovidos pelo 

fitopatógeno no comportamento de seleção hospedeira do vetor é ainda pouco 

conhecido. 
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2.3. Seleção hospedeira  

A seleção hospedeira é um processo particularmente importante para 

patógenos que dependem de insetos vetores para sua disseminação (Mauck et al. 

2016). Durante a seleção hospedeira, o inseto se utiliza de pistas visuais, olfativas, 

tácteis e gustativas para selecionar a planta adequada (Powell et al. 2006). Muitos 

patógenos, ao modificarem a fisiologia da planta, afetam a coloração, expressão de 

voláteis e metabólitos que são pistas utilizadas pelos vetores (Eigenbrode et al. 2002; 

Fiebig et al. 2004; Fereres et al. 2016). Essas modificações podem desencadear 

comportamentos no vetor que favoreçam ou não a transmissão (Mauck et al. 2012).  

Nesse processo, o inseto emprega mecanismos sensoriais e comportamentais 

para a localização da planta hospedeira adequada para a alimentação e/ou reprodução 

(Powell et al. 2006, Döring, 2014). É possível definir uma série de estágios ou fases 

sucessivas na seleção hospedeira. Sempre que o estímulo adequado é alcançado em 

um dos estágios, o próximo estágio é iniciado. Se o estímulo adequado não é alcançado, 

o comportamento é finalizado e a planta abandonada, iniciando novamente o processo 

no primeiro estágio. Podem ser definidos na seleção hospedeira 3 estágios: 1) 

Comportamento pré-pouso; 2) Contato inicial e avaliação da superfície foliar; 3) 

Comportamento alimentar (Backus, 1988; Powell et al. 2006).  

No comportamento pré-pouso, o inseto busca a planta de forma ativa, o que 

diferencia esse comportamento de um voo de dispersão (Döring, 2014). Nessa fase, o 

inseto se orienta ou responde a pistas que podem ser detectadas a distância; pistas 

visuais e olfativas. Pistas visuais são detectadas a distâncias maiores que pistas 

olfativas. Devido ao baixo número de sensilas olfativas nas antenas de hemípteros, 

pistas olfativas atuam mais próximas a planta e podem ter efeito de atratividade ou 

repelência (Bromley et al. 1979; Bromley et al. 1980; Onagbola et al. 2008; Stacconi & 

Romani, 2012; Zhang et al. 2018). Os hemipteros são atraídos por coloração verde-

amarela com respostas mais intensas ao amarelo (Kieckhefer et al. 1976; Meyerdirk & 

Moreno, 1984; Todd et al. 1990a). Ao contrário de pistas visuais, as olfativas dão 
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informações mais específicas sobre a planta para pouso (Chapman et al. 1981; 

Nottingham & Hardie, 1993).   

A interação entre voláteis também foi observada. A presença do monoterpeno 

carvone aumentou a captura de Cavariella aegopodii (Scopoli) (Hemiptera: Aphididae), 

porém, quando esse composto foi colocado juntamente com outro monoterpeno, 

linalol, houve redução no número de insetos capturados (Chapman et al. 1981). A 

mistura de voláteis da planta hospedeira, Vicia faba L. (Fabaceae), e uma não 

hospedeira, Tanacetum vulgare L. (Asteraceae), mascarou o efeito atrativo dos voláteis 

de V. faba à Aphis fabae Scop. (Hemiptera: Aphididae). Na presença de um alvo, voláteis 

da planta hospedeira não tiveram efeito sobre o comportamento de A. fabae, porém, 

quando expostos simultaneamente aos voláteis de T. vulgare e V. faba, maior resposta 

foi observada sobre o alvo exposto aos voláteis da planta hospedeira. O mesmo efeito 

não foi observado quando expostos aos voláteis de outra planta não hospedeira 

Satureja hortensis L. (Lamiaceae) (Nottingham & Hardie, 1993).   

Além dos voláteis emitidos pelas plantas, pistas presente no ambiente como 

umidade relativa, intensidade luminosa e velocidade do vento, guiam o inseto durante 

o voo. Numa série de estudos envolvendo Empoasca devastans Dist. (Hemiptera: 

Cicadellidae) foi observado que essa cigarrinha é atraída para plantas não hospedeiras 

quando a umidade relativa próxima a essas plantas é maior que em plantas 

hospedeiras (Saxena & Saxena, 1974; Saxena & Saxena, 1975a; Saxena & Saxena, 1975b). 

A atratividade de voláteis da planta hospedeira só ocorreu em alta intensidade 

luminosa para Empoasca vitis (Göthe) (Hemiptera: Cicadellidae) (Cai et al. 2015). 

Também foi observado por Chapman et al. (1981) maior número de pulgões da espécie 

C. aegopodii capturados com ventos a velocidades abaixo de 1 m.s-1. Dessa forma, é 

possível concluir que o voo em direção a uma determinada planta está condicionado 

a configuração de plantas no ambiente (Basedow et al. 2006; Yarou et al. 2020), bem 

como, à fatores abióticos como umidade relativa, intensidade luminosa, velocidade do 

vento e da interação entre esses fatores.   
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Na segunda fase ou estágio ocorre o contato inicial com o pouso do inseto e a 

avaliação da superfície foliar. Após o pouso, o inseto caminha sobre a planta e toca a 

superfície foliar com a parte distal do labium (‘labial dabbing’). Afídeos e psilídeos ainda 

movem as antenas vigorosamente tocando a superfície foliar (Backus, 1988). O toque 

com o labium e o movimento das antenas avalia pistas químicas (ceras epicuticulares 

e exudatos) e físicas (textura) presentes na superfície foliar (Backus, 1988; Powell et al. 

1999; Powell et al. 2006). Essas diferentes estratégias adotadas por esses grupos de 

insetos se devem possivelmente pelo porte das antenas. Cigarrinhas possuem o porte 

reduzido das antenas (Stacconi & Romani, 2012; Ranieri et al. 2016) quando 

comparados a moscas-branca, psilídeos e pulgões o que impediria ou dificultaria o 

toque da superfície foliar (Bromley et al. 1979; Bromley et al. 1980; Mellor & Anderson, 

1995; Onagbola et al. 2008). Outro fator possível para essa diferença de comportamento 

após o pouso seria a ausência de sensilas gustativas no labium de pulgões (Wensler, 

1977; Tjallingii, 1978), o que necessitaria da coleta de pistas por meio de 

quimioreceptores das antenas. No entanto, recentemente foram detectadas proteínas 

odorantes (‘odorant-binding proteins’) com possível função quimioreceptora em 

algumas sensílas no labium desses insetos (De Biasio et al. 2015; Bruno et al. 2018).  

  Pistas visuais e olfativas detectadas no comportamento pré-pouso continuam 

tendo efeito sobre o comportamento do inseto após o pouso. Em Homalodica coagulata 

Say (Hemiptera: Cicadellidae), a coloração aumentou o tempo de ‘labial dabbing’ 

enquanto a presença de voláteis da planta hospedeira estimulou o início do 

comportamento alimentar (Patt & Sétamou, 2014). Apesar das pistas presentes sobre a 

superfície foliar serem avaliadas pelos insetos e estimularem o comportamento 

alimentar, esse comportamento parece ser desencadeado pelo contato dos tarsos com 

qualquer superfície sólida mesmo sob a presença de voláteis repelentes (Griffiths et al. 

1982; Phelan & Miller, 1982; Powell et al. 1999).  

O início do comportamento alimentar ocorre quando o inseto pressiona o 

labium contra a superfície foliar e insere os estiletes nos tecidos da planta (Backus, 

1988). Esse comportamento pode ser dividido em três subfases: picadas de prova, 
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caminhamento estiletar e alimentação floemática. As picadas de prova e o 

caminhamento estiletar se alternam ao longo do comportamento alimentar até a 

chegada ao floema. Afídeos iniciam o comportamento alimentar com picadas de prova 

nas células da epiderme, posteriormente inserem os estiletes entre as células da 

epiderme e penetram nos tecidos mais profundos da planta de forma intercelular 

(Tjallingii, 1985; Kimmins, 1986; Tjallingii & Esch, 1993). Moscas-branca também 

caminham os estiletes de forma intercelular, porém fazem um menor número de 

picadas de prova e essas picadas são realizadas após o início do caminhamento 

estiletar (Janssen et al. 1989; Johnson & Walker, 1999). As picadas de prova avaliam 

compostos nutricionais e metabólitos secundários, e podem determinar a recusa e o 

abandono da planta (Mayoral, et al. 1996; Gabrys et al. 1997; Lei et al. 2001; Hewer et 

al. 2010). Ao chegar no floema, os estiletes fazem picadas de provas curtas (‘short 

probes’) nas células parenquimáticas, células companheiras e nos vasos crivados até 

aceitarem um dos vasos crivados com uma alimentação sustentada (>10 minutos) 

(Tjallingii, 1994; Jiménez et al. 2018).  

Outros insetos da subordem Sternorryncha, como Diaphorina citri Kuwayama 

(Hemiptera: Liviidae) antes considerado da família Psyllidae e Cacopsylla pyri L. 

(Hemiptera: Psyllidae), não realizam picadas de prova. Esses insetos caminham os 

estiletes diretamente para o floema. Ao chegarem no floema, testam vários vasos 

crivados até iniciarem uma alimentação sustentada (Bonani et al. 2010; Civolani et al. 

2011). O caminhamento dos estiletes de D. citri, assim como pulgões e moscas-branca, 

ocorre de forma intercelular (Bonani et al. 2010), no entanto em C. pyri foi observado 

caminhamento inter e intracelular (Civolani et al. 2011).   

 Cigarrinhas, de outro modo, tem um comportamento mais destrutivo aos 

tecidos da planta. Esses insetos não fazem picadas de prova na epiderme e caminham 

os estiletes de forma intracelular diretamente ao mesofilo, onde irão ingerir o conteúdo 

celular destruindo as células avaliadas. A dieta parece ser balanceada entre o mesofilo 

foliar, xilema e floema dependendo da espécie. Circulifer tenellus (Baker) (Hemiptera: 

Cicadellidae), vetora de diversos vírus de floema, teve maior alimentação no xilema 
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do que no floema de beterraba (Stafford & Walker, 2009). Nephottetix virecens (Distant) 

(Hemiptera: Cicadellidae) durante um período de 3 horas permaneceu cerca de 65 

minutos no floema e 25 no xilema em arroz (Rapusas & Heinrichs, 1990). D. maidis 

permaneceu 77% do tempo de alimentação nos vasos do floema e menos de 9% do 

tempo ingerindo nas células do mesofilo ou no xilema (Carpane et al. 2011). Em 

Scaphoideus titanus Ball (Hemiptera: Cicadellidae), foi observado que grupos distintos 

de S. titanus balanceram a dieta entre mesofilo, floema e xilema de forma diferente, 

além disso, diferenças nos tempos de alimentação entre esses tecidos em machos e 

fêmeas também foram observadas (Chuche et al. 2017). Ademais, cigarrinhas da 

subfamilia Typhlocybinae (Hemiptera: Cicadellidae) ingerem principalmente no 

mesofilo foliar e muito pouco no xilema e floema (Jin et al. 2012; Saguez et al. 2015; 

Yorozuya, 2016).   

 

2.4. Transmissão de fitopatógenos por Hemiptera 

Os hemípteros constituem o principal grupo taxonômico de vetores de 

fitopatógenos, sendo responsáveis pela transmissão de cerca de 55% dos vírus de 

plantas atualmente descritos (Hougenhout et al. 2008; Bendix & Lewis, 2018). Embora 

não exista uma estimativa atual, o número de bactérias fitopatogênicas ttransmitidas 

por Hemiptera sendo identificadas vem aumentando consideravelmente (Pérez-López 

et al. 2016; Bendix & Lewis, 2018).  

Conhecer as características de interação de fitopatógenos com seus vetores é 

essencial para entender como ocorre a manipulação do vetor e/ou seleção de fenótipos 

que maximizem a transmissão. É essa relação fitopatógeno-vetor que parece moldar a 

indução de comportamentos no vetor que maximizam a transmissão (Mauck et al. 

2012; Eigenbrode et al. 2018). As interações ou modos de transmissão são divididas em 

três grupos: não-persistentes, semi-persistentes e persistentes (circulativa e 

propagativa) (Nault, 1997; Gray & Banerjee, 1999; Fereres & Raccah, 2015; Orlovskis et 

al. 2015; Perilla-Henao & Casteel, 2016).   
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Nos modos de transmissão não-persistente e semi-persistente, os fitopatógenos 

se aderem à cutícula da parte anterior do canal alimentar do inseto. No modo não-

persistente, a adesão do fitopatógeno é na parte distal dos estiletes, onde ocorre a fusão 

do canal alimentar e do canal salivar (Blanc et al. 2014). Esses fitopatógenos colonizam 

tecidos superficiais das plantas e são adquiridos e inoculados em segundos a minutos 

durante as picadas de prova que o vetor realiza na planta. Após a aquisição, o tempo 

de retenção, isto é, o tempo que o vetor ao adquirir o fitopatógeno é capaz de inocula-

lo, é um período curto de apenas alguns minutos. Longos períodos de alimentação 

diminuem a eficiência de transmissão desses fitopatógenos, pois uma alimentação 

sustentada no floema carrega as partículas virais que se aderiram a parte distal do 

estilete durante a picada de prova para dentro do trato digestivo diminuindo a carga 

viral aderida (Nault, 1997; Gray & Banerjee, 1999; Fereres & Raccah, 2015).  

Os fitopatógenos semi-persistentes se aderem a uma região chamada cibário na 

parte anterior do trato digestivo (Blanc et al. 2014). São adquiridos e inoculados em 

minutos a horas e tem um tempo de retenção de horas a alguns dias. Ao contrário dos 

fitopatógenos não-persistentes, longos períodos de alimentação aumentam a eficiência 

de transmissão, pois são adquiridos e inoculado em tecidos mais profundos como o 

mesofilo foliar e o floema (Nault, 1997; Gray & Banerjee, 1999; Fereres & Raccah, 2015).  

  Diferente dos modos de transmissão não-persistente e semi-persistente, nos 

quais os fitopatógenos se aderem a cutícula, no modo de transmissão persistente a 

adesão ocorre no mesêntero, seguida pela invasão da cavidade corporal do inseto 

(Blanc et al. 2014). Após a invasão, o fitopatógeno circula pela hemolinfa e atinge as 

glândulas salivares. Somente ao atingir as glândulas salivares que o inseto será capaz 

de inocular o fitopatógeno. Uma vez adquiridos, podem ser transmitidos durante toda 

a vida do vetor (Nault, 1997; Gray & Banerjee, 1999; Blanc et al. 2014). O tempo entre 

a aquisição e o início da capacidade de inoculação é chamado de período de latência. 

Esse período não ocorre nas transmissões não-persistentes e semi-persistentes. Assim 

como os fitopatógenos semi-persistentes, longos períodos de alimentação aumentam 
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a eficiência de transmissão, pois fitopatógenos persistentes são adquiridos e 

inoculados no floema (Nault, 1997; Gray & Banerjee, 1999).   

A transmissão persistente ainda pode ser dividida em circulativa, quando o 

fitopatógeno apenas circula pelo corpo do inseto e propagativa, quando o ocorre a 

multiplicação em diversos órgãos do inseto e nas glândulas salivares (Nault, 1997; 

Gray & Banerjee, 1999; Hogenhout et al. 2008).   

Esta classificação foi inicialmente proposta a partir de estudos de transmissão 

com vírus e insetos da ordem Hemiptera. Existem cinco grupos de bactérias 

fitopatogênicas que são transmitidas por hemipteras, Ca. Phytoplasma, Candidatus 

(Ca.) Liberibacter, Arsenophonus, Spiroplasma e Xylella (Bressan, 2014; Orlovskis et al. 

2015; Perilla-Henao & Casteel, 2016). Com exceção de Xylella, todas as outras bactérias 

são transmitidas de forma persistente, propagativa e colonizam os vasos do floema. 

Xylella tem um modo de transmissão que se diferencia dos modos descritos acima. 

Essa bactéria, apesar de ser persistente e propagativa, não invade o corpo do inseto, 

pois se adere e se multiplica por meio de um biofilme na cutícula do cibário. Além 

disso, coloniza os vasos do xilema em vez do floema, como ocorre com os outros 

grupos de bactérias (Orlovskis et al. 2015; Perilla-Henao & Casteel, 2016). 

O grupo Ca. Phytoplasma é transmitido na natureza exclusivamente por 

psilídeos e cigarrinhas de forma persistente e propagativa (Perilla-Henao & Casteel, 

2016). Esses organismos colonizam e são adquiridos e inoculados nos vasos do floema, 

o que requer um longo tempo de alimentação para que a aquisição e inoculação 

ocorram (horas a dias) (Orlovskis et al. 2015; Perilla-Henao & Casteel, 2016). O vetor, 

ao se alimentar no floema de plantas infectadas, ingere o fitoplasma que será 

conduzido até o mesêntero (Orlovskis et al. 2015). Ao chegar no mesêntero, se adere a 

parede por meio de proteínas presentes em suas membranas que reagem com as 

proteínas actina e miosina da epiderme (Suzuki et al. 2006; Galetto et al. 2011). Após a 

adesão, o fitoplasma invade a cavidade corporal do inseto por meio de endocitose e 

exocitose promovida nas células da epiderme do mesêntero (García-González et al. 

2016). Ao chegar na hemocele, o fitoplasma circula com o fluxo da hemolinfa e infecta 
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e se multiplica em diversos órgãos do inseto vetor. Somente ao invadir e colonizar as 

glândulas salivares é que o fitoplasma poderá ser inoculado em uma nova planta 

quando o vetor salivar nos vasos do floema (Orlovskis et al. 2015; Perilla-Henao & 

Casteel, 2016). Nesse tempo, entre a adesão e a chegada às glândulas salivares, o inseto 

não é capaz de transmitir o fitoplasma. Esses organismos possuem um longo período 

de latência (semanas a meses) quando comparados a vírus como a mesma relação de 

transmissão (Orlovskis et al. 2015).   

 

2.5. Alterações promovidas por fitopatógenos no comportamento do vetor 

O desempenho biológico de vírus e bactérias fitopatogênicas pode ser definido 

como o número de novas infecções que se originam a partir de uma primeira infecção 

(Mauck & Chesnais, 2020). Fitopatógenos, que dependem exclusivamente de vetores 

para sua disseminação, podem ter seu desempenho biológico ligado ao 

comportamento e ao desempenho biológico dos vetores. Ao promoverem mudanças 

fisiológicas e no desenvolvimento de suas plantas hospedeiras também podem 

promover mudanças no comportamento e desenvolvimento do vetor que terão 

impacto sobre seu próprio desempenho e disseminação e consequentemente na 

epidemiologia da doença (Mauck et al. 2016; Eigenbrode et al. 2018).   

Acredita-se que fitopatógenos que dependem de vetores desenvolvam 

características manipulativas e/ou que haja seleção de sintomas decorrentes da 

infecção que estimulem comportamentos no vetor que promovam a disseminação do 

fitopatógeno. Essa evolução seria moldada pela relação de transmissão que o 

fitopatógeno estabelece com o vetor (Mauck et al. 2012; Eigenbrode et al. 2018).   

Em todas as relações de transmissão a planta infectada deve ser atrativa ao 

inseto vetor, uma vez que a aquisição ocorra, o inseto deve abandonar a planta 

infectada (Fereres & Moreno, 2009). No caso de fitopatógenos de relação não-

persistente, a aquisição ocorre rapidamente nas picadas de prova e o tempo em que o 
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inseto é capaz de transmitir o fitopatógeno é de apenas alguns minutos (Nault, 1997; 

Gray & Banerjee, 1999). Nesses casos, é observado que a planta é atrativa ao inseto, 

porém o inseto não se estabelece, abandonando a planta minutos após o pouso (Mauck 

et al. 2012). 

  A infecção em Curcubita pepo L. (Cucurbitaceae) por Cucumber mosaic virus 

(CMV) transmitido de forma não-persistente aumentou a expressão de voláteis e a 

atratividade aos vetores Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae) e Aphis gossypii 

Glover (Hemiptera: Aphididae), porém reduziu o estabelecimento. Esses pulgões 

também tiveram menor desempenho biológico nas plantas infectadas (Mauck et al. 

2010). Por meio de estudos de comportamento alimentar com A. gossypii utilizando a 

técnica de EPG (‘Electrical Penetration Graph’), foi observado que a infecção de CMV 

aumentou o número de picadas de prova e reduziu a alimentação no floema o que 

aumenta a probabilidade de aquisição do vírus pelo vetor (Carmo-Souza et al. 2014). 

Esse aumento no número de picadas de prova seguida do rápido abandono da planta 

infectada pelo vetor são comportamentos de seleção hospedeira que maximizam a 

transmissão de fitopatógenos não-persistentes (Mauck et al. 2010; Mauck et al. 2012; 

Carmo-Sousa et al. 2014). 

Nas relações semi-persistente e persistente a aquisição ocorre em tecidos mais 

profundos na planta como o floema (Nault, 1997; Gray & Banerjee, 1999). Plantas 

infectadas por esses fitopatógenos, além de serem atrativas, estimulam a alimentação 

e o estabelecimento do inseto (Mauck et al. 2012; Eigenbrode et al. 2018). Esse estímulo 

a alimentação pode ocorrer por uma melhora na qualidade nutricional, redução de 

compostos de defesa ou presença de compostos fagoestimulantes (Fiebig et al. 2004; 

Sugio et al. 2011a; Sugio et al. 2011b; Eigenbrode et al. 2018). Ainda nas relações 

persistentes, a infecção do vetor pelo fitopatógeno pode determinar mudanças no 

comportamento de escolha (Ingwell et al. 2012; Rajabaskar et al. 2014; Eigenbrode et 

al. 2018).  

Os estímulos, emitidos pelas plantas, determinam a atratividade e/ou aceitação 

da planta hospedeira, enquanto a infecção do vetor determina a preferência (Powell et 
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al. 2006; Fereres & Moreno, 2009). Os termos, atratividade, preferência e aceitação têm 

sido utilizados de forma conflitante nos trabalhos que avaliam o comportamento de 

vetores em relação a plantas infectadas e sadias (Singer, 2000; Fereres & Moreno, 2009). 

Atratividade pode ser definida como o número de pousos em uma planta em relação 

a outra (Fereres & Moreno, 2009). Preferência são características do inseto que 

determinam a escolha de uma planta e aceitabilidade as características da planta que 

determinam a escolha pelo inseto (Singer, 2000).   

Bactérias fitopatogênicas de relação de transmissão persistente e propagativa 

parecem adotar estratégias diferentes para manipulação do comportamento do vetor 

quando comparadas aos vírus. O fitopatógeno Ca. Phytoplasma mali, que infecta 

macieiras, Malus domestica Borkh. (Rosaceae), torna essas plantas mais atrativas ao 

vetor recém-emergido Cacopsylla picta (Hemiptera: Psyllidae) pela emissão do volátil 

β-cariofileno, porém insetos migrantes em fase reprodutiva não diferenciam plantas 

infectadas de sadias para a alimentação. No entanto, a aceitabilidade da planta para 

oviposição é maior em plantas sadias, já que este fitoplasma é patogênico aos imaturos 

(Mayer et al. 2008a; Mayer et al. 2008b; Mayer et al. 2011). A espécie D. citri, 

bacterilífera ou não, é atraída incialmente para plantas de citrus colonizadas por Ca. 

Liberibacter asiaticus, após um período de cerca de dois dias exposto a alimentação na 

planta infectada este comportamento é revertido e o vetor abandona a planta e 

estabelece a alimentação e oviposição em uma planta sadia (Mann et al. 2012).  

Ca. Phytoplasma asteris estirpe Aster Yellows Witches’ Broom (AY-WB), ao 

colonizar Arabidopsis thaliana L. (Brassicaceae), torna a planta mais aceita e mais 

adequada ao desenvolvimento de seu principal vetor, a cigarrinha Macrosteles 

quadrilineatus (Hemiptera: Cicadellidae). Cigarrinhas que colonizam plantas doentes 

têm sua longevidade e fecundidade aumentadas (Sugio et al. 2011a; Sugio et al. 2011b). 

Estudos que avaliam o efeito da infecção de fitopatógenos sobre o 

comportamento do vetor têm sido realizados principalmente com vírus. Poucos 

estudos foram realizados com bactérias fitopatogênicas e há ainda muito a ser 

explorado. Os principais vetores dessas bactérias são psilideos e cigarrinhas que 
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possuem biologia distinta de moscas-branca e afidios principais de vetores de vírus, 

além de possuirem comportamento alimentar distinto dos vetores de vírus. É preciso 

explorar mais a influência da infecção de bactérias fitopatogênicas sobre o 

comportamento de vetores e do efeito sobre a disseminação. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Produção de cigarrinhas e plantas de milho sadias 

A colônia de laboratório de D. maidis foi estabelecida com insetos coletados em 

milho no município de Jardinópolis, SP, Brasil (20.912931S; 47.896399W). As 

cigarrinhas foram criadas em plantas de milho, em gaiolas de estrutura de alumínio 

[30 × 30 cm (base) por 50 cm (altura)] cobertas com tela anti-afídica, conforme descrito 

por Oliveira et al. (2017). As gaiolas de criação foram mantidas em casa de vegetação 

equipada com sistema de refrigeração por ventilador e aquecedor termostático para 

controle de temperatura (25 °C ± 5 °C), sob luz natural.  

Plantas sadias de milho do híbrido 2B433PW (sementes Brevant®, Corteva 

Agriscience) utilizadas na criação da cigarrinha e nos experimentos foram semeadas 

em vasos plásticos de 200 ml (3-4 sementes/vaso) contendo substrato de casca de 

pinheiro, vermiculita, superfosfato simples e nitrato de potássio (Tropstrato HT, Vida 

Verde, Mogi Mirim, SP). As mudas foram produzidas em uma casa de vegetação 

revestida com tela anti-afídica e foram fertirrigadas três vezes por semana, conforme 

descrito por Esteves et al. (2019).   

A fim de obter uma colônia livre de vírus e molicutes transmitidos por D. maidis, 

cerca de 200 adultos da colônia original foram submetidos a um período de oviposição 

de 2 dias em 3-4 mudas de milho no estágio V3-V4 (3-4 folhas totalmente expandidas). 

Após 8 dias, os ovos foram excisados das folhas com lâmina de bisturi, sob microscópio 

estereoscópico com aumento de 10x. Os ovos excisados foram colocados em placas de 

Petri contendo uma folha de papel filtro umedecido, que foi mantido em estufa a 25 

°C ± 1 °C. O papel de filtro foi umedecido diariamente e as ninfas eclodidas foram 

transferidas para novas mudas sadias de milho. Os adultos saudáveis emergidos 

foram multiplicados dentro de gaiolas de criação conforme descrito acima. 
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3.2. Origem do isolado de fitoplasma do milho e produção de plantas de milho e 

cigarrinhas infectadas 

O isolado de fitoplasma do milho utilizado nos experimentos (denominado R4) 

foi obtido de plantas de milho com sintomas típicos de infecção em Piracicaba, SP, 

Brasil (Orlovskis et al. 2017). Este isolado foi perpetuado em plantas do híbrido 

suscetível 2B433PW através da transmissão pela cigarrinha. Para a perpetuação de 

isolados e produção de cigarrinhas e plantas para os experimentos, o seguinte 

procedimento foi estabelecido. Grupos de 300-400 ninfas de 2º e 3º instares da colônia 

saudável de D. maidis foram confinados em plantas de milho infectadas com o isolado 

R4 (plantas-fonte) por um período de acesso à aquisição (PAA) de 4 dias. Em seguida, 

os indivíduos foram transferidos para plantas sadias de milho por um período de 

latência (PL) de aproximadamente 25 dias (Oliveira et al. 2017). Durante o PL, as 

plantas foram trocadas duas vezes por semana para evitar a eclosão de ninfas de ovos 

depositados por adultos recém-emergidos.  

Após a PL, os adultos previamente expostos a plantas infectadas (denominados 

“bacterilíferos”) foram utilizados em experimentos de livre-escolha ou para inoculação 

de novas plantas de milho com o fitoplasma. Adultos não bacterilíferos da mesma 

colônia recém-emergidos (5-10 dias após a emergência) expostos apenas a plantas 

sadias, também foram utilizados nos experimentos. Antes dos experimentos, os 

insetos foram sexados com auxílio de um microscópio estereoscópico (aumento de 8x); 

os insetos foram imobilizados em uma placa de Petri fria com gelo picado por baixo 

para análise da genitália.  

Para a produção de novas plantas-fonte, os insetos bacterilíferos foram 

confinados em mudas sadias de milho no estágio V1 por um período de acesso à 

inoculação (PAI) de 4 dias (15 insetos/planta), dentro de gaiolas cilíndricas feitas de 

acetato transparente [10 cm de diâmetro por 21 cm (altura)] com duas aberturas 

laterais de 4 cm de diâmetro e a abertura superior selada com tecido ‘voile’ para 

ventilação. Todo o processo de transmissão (PAA, PL e PAI) foi conduzido em sala 
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climatizada a 25 °C ± 5 °C e fotofase de 14 h. As plantas-fonte foram submetidas a um 

novo PAA para perpetuação do fitoplasma quando os sintomas surgiram, cerca de 45 

dias após o PAI.  

A produção de plantas de milho infectadas com fitoplasma do milho e sadias 

(‘mock-inoculated’) para os experimentos seguiu o mesmo procedimento, exceto que as 

mudas de milho no estágio V1 foram expostas a insetos bacterilíferos e não 

bacterilíferos, respectivamente, durante um PAI de 2 dias usando 25 insetos/planta. 

Após o PAI, todas as plantas (incluindo as plantas-fonte) foram pulverizadas com 

lambda-cialotrina (1 mL/L) (Karate Zeon 50 CS, Syngenta) mais óleo mineral (4mL/L) 

(Assist® EC, BASF) e mantidas em casa de vegetação revestida com tela à anti-afídica. 

 

3.3. Ensaios de livre escolha de D. maidis em folhas de plantas de milho sadias 

vs. infectadas com fitoplasma do milho 

Uma série de testes de dupla escolha foi conduzida para avaliar o 

estabelecimento e oviposição de machos e fêmeas bacterilíferos ou não bacterilíferos 

de D. maidis em folhas de plantas sadias (‘mock-inoculated’) vs. folhas de plantas 

infectadas com fitoplasma da mesma idade, exibindo sintomas (45-55 dias após PAI) 

ou não (15-16 dias após PAI).  

Os experimentos foram conduzidos em uma arena cúbica (30 × 30 × 30 cm) (Fig. 

1 e 2). Cada lado da arena foi envolto em fita adesiva branca para evitar que os insetos 

vissem as plantas, permitindo assim a escolha apenas pelas pistas exibidas pelas folhas 

dentro da arena. Duas plantas de cada tratamento tiveram suas folhas expostas em 

uma das aberturas laterais, uma folha de cada planta de cada lado, com os tratamentos 

distribuídos equidistantes e intercalados. A arena experimental foi mantida durante 

todo o período de teste em uma sala com clima controlado (25 °C ± 1 °C, fotofase 14h), 

com fonte de luz de 31,6 ± 0,6 mmol-1 (quatro lâmpadas fluorescentes Philips® TLD 

32W/840NG EcoMASTER), posicionada 1,5 m acima das arenas.  
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Figura 1. Arena de escolha livre 30 × 30 × 30 cm. A — Vista lateral. B — Vista lateral com (a) abertura 

lateral (4 × 20 cm) vedada com tecido “voile” para ventilação. C — Vista superior com (b) aberturas (4 

× 20 cm) para ventilação e (c) tubo “Falcon” de onde os i insetos foram liberados. D — Vista lateral 

interna mostrando as aberturas através das quais as folhas foram inseridas (d) 1,5 × 6,0 cm (e) 1,5 × 7,0 

cm 

 

Experimentos independentes foram conduzidos para avaliar o efeito do gênero 

da cigarrinha e infectividade para plantas de milho sadias vs. infectadas com o 

fitoplasma: 1) com plantas assintomáticas (15-16 dias após PAI); e 2) com plantas 

sintomáticas (45-55 dias após o PAI). O delineamento experimental dos ensaios de 
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livre-escolha foi inteiramente ao acaso com pelo menos 10 repetições por tratamento 

(não bacterilífero ou bacterilífero) e para cada gênero. Em cada repetição, 40 insetos 

sem período de jejum foram liberados por meio um tubo ‘Falcon’ posicionado no topo 

da arena e o número de cigarrinhas pousadas em cada folha foi registrado em 1, 2, 3, 

5, 7, 9, 11 e 23 h após liberação. Ao final do ensaio, as plantas foram mantidas em telado 

à prova de vetores com tela anti-afídica, e os ovos depositados nas folhas expostas 

foram contados 7 dias após o fim do experimento, em microscópio estereoscópico com 

aumento de 10x. Nos ensaios com plantas assintomáticas, após a contagem dos ovos, 

as plantas foram mantidas em telado até o aparecimento dos sintomas do fitoplasma 

para confirmação da infecção. 

 

 

Figura 2. Arena de escolha livre 30 × 30 × 30 cm com plantas inseridas. A — Vista lateral. B — Vista 

superior. 
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3.4. Eficiência de aquisição e transmissão a partir de plantas sintomáticas com 

fitoplasma do milho 

A eficiência de aquisição do fitoplasma do milho em plantas sintomáticas 

durante um período de 6 h e subsequente transmissão por D. maidis foi avaliada 

devido à preferência inicial (até 6 h após a liberação do inseto na arena) de adultos não 

bacterilíferos em plantas com sintomas do fitoplasma no experimento de livre-escolha. 

Para isso, insetos não bacterilíferos recém-emergidos (4-5 dias após a emergência) 

foram confinados em folhas de plantas sintomáticas por um PAA de 6 h. Após o PAA, 

os insetos foram removidos das plantas e mantidos em plantas não infectadas por uma 

PL de 25 dias, durante os quais as plantas foram substituídas semanalmente. 

Posteriormente, os insetos foram engaiolados em seis mudas de milho sadias no 

estágio V1 (25 insetos/planta) por um PAI de 4 dias. Em seguida, os insetos foram 

armazenados em álcool absoluto e mantidos em freezer (-20 °C) para detecção 

molecular do fitoplasma. Para determinar a transmissão, as mudas inoculadas foram 

avaliadas quanto aos sintomas do fitoplama 50 dias após o PAI. Durante PAA e PL, os 

insetos foram confinados nas plantas em gaiolas feitas de tecido de ‘voile’. Durante o 

PAI, os insetos foram mantidos nas gaiolas de acetato descritas anteriormente. O PAA, 

PL e PAI foram conduzidos na mesma sala climatizada descrita para a produção de 

plantas de milho infectadas.  

 

3.5. Comportamento de escolha em relação a pistas visuais 

Para investigar o comportamento de escolha de D. maidis em relação a pistas 

visuais, bioensaios foram realizados seguindo a metodologia proposta por Fereres et 

al. (1999). Os ensaios foram conduzidos em gaiolas do tipo Bugdorm, modelo BD2400F 

(MegaView Science Co., Ltd., Taichung 40762, Taiwan), revestidas de plástico 

transparente e tecido de malha fina, com dimensões de 75 x 75 cm de base e 115 cm de 

altura. As folhas de plantas sadias (‘mock-inoculated’) e infectadas sintomáticas, foram 
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cortadas e distribuídas sobre uma cartolina de cor terra com disposição de quadrados 

latinos. O experimento foi feito em blocos casualizados com número mínimo de 8 

blocos. Foram utilizados três tratamentos, folhas sintomáticas, folhas de plantas sadias 

e o controle (cartolina de cor terra). Acima destas folhas foi colocada uma placa de 

acrílico (60 x 60 x 0,3 cm) na qual foi aplicado cola entomológica de forma uniforme, 

para a adesão dos insetos após o pouso. A gaiola foi mantida em sala climatizada a 25 

°C ± 1 °C com fotoperíodo 14h:10h. Uma fonte de luz já descrita acima (item 3.3) foi 

posicionada 1,0 m acima das gaiolas.  

Antes da liberação os insetos foram sexados segundo método descrito no item 

3.2 e liberados por meio de uma plataforma posicionada no topo da gaiola Bugdorm. 

Foram liberados 300 insetos por gaiola. Após 8 horas, a contar do início da liberação, 

os ensaios foram finalizados e o número de insetos em cada quadrado foi contado. 

Doze repetições foram realizadas para cada sexo e infectividade dos insetos (fêmeas 

não-bacterilíferas e bacterilíferas e machos não-bacterilíferos) com exceção de machos 

bacterilíferos no qual foram realizadas oito repetições. 

 

3.6. Comportamento alimentar de D. maidis em plantas sadias e infectadas pelo 

fitoplasma do milho 

Considerando-se a preferência inicial de machos e fêmeas não-bacterilíferos de 

D. maidis por plantas sintomáticas, postulou-se que o abandono da planta ocorre 

devido a fatores gustativos. Portanto, foi realizado um experimento para avaliar a 

alimentação de machos e fêmeas de D. maidis bacterilíferos e não-bacterilíferos 

confinados sobre folhas de plantas sadias (‘mock-inoculated’) vs. folhas de plantas 

infectadas com o fitoplasma, em regiões foliares com ou sem sintomas. Foram 

realizados experimentos independentes para cada sexo da cigarrinha, em esquema 

fatorial 3x2 (Folhas vs. Infectividade) em delineamento inteiramente casualisado. As 

folhas foram mantidas em gel de agarose em placas de Petri seguindo o método 

descrito abaixo.  
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As folhas de milho desenvolvidas de plantas sadias e sintomáticas foram 

recortadas no diâmetro da placa de Petri (8,5 cm) utilizada e armazenadas entre folhas 

de papel umedecidas para evitar a perda de água e a murcha das folhas. 

Posteriormente, foi preparado solução de ágar 1%. Esta mistura foi feita em béquer e 

aquecida até a fervura em micro-ondas para dissolução total do ágar. Antes de esfriar 

a solução foi despejada nas placas de Petri para formar uma camada de 3-4 mm de 

espessura. Quando a solução estava morna, porém, ainda liquida, foi colocada uma 

folha recortada sobre a superfície do ágar para que a folha “colasse” no ágar. A face 

adaxial foi a face escolhida para entrar em contato com o ágar, dado que D. maidis 

prefere a face abaxial para a alimentação. Após a gelificação do ágar as placas foram 

mantidas com a tampa para baixo. Folhas de papel-filtro foram cortadas e 

posicionadas nas tampas para a coleta do ‘honeydew’. Os insetos foram sexados 

segundo método descrito no item 3.2 e dois insetos foram colocados por placa de Petri 

contendo as folhas e o papel-filtro por um período de 24 horas. Ao fim do período de 

24 horas, os insetos foram retirados e os papéis-filtro contendo o ‘honeydew’ foram 

colocados para secar por 24 horas. Após o período de secagem, foi adicionado 800 μL 

solução de ninidrina 2% em acetona em cada papel-filtro para corar os aminoácidos 

presentes e permitir a quantificação da excreção. Após 24 horas da aplicação da 

solução de ninidrina 2%, os papéis-filtro corados foram escaneados a resolução de 600 

dpi e a área corada quantificada pelo software ImageJ. 

 

3.7. Detecção do fitoplasma do milho em D. maidis 

O DNA dos insetos usados nos experimentos de transmissão foi extraído 

seguindo o protocolo CTAB descrito por Marzachì et al. (1998). As amostras de ácido 

nucléico foram submetidas à reação de polimerase em cadeia - PCR utilizando o 

Dream Taq PCR Master Mix (Thermo Scientific, São Paulo, SP). O conjunto de primers 

P1 e AYint foi desenhado a partir da região 16s do rDNA do fitoplasma por Smart et 

al. (1996). Cada reação continha controles positivos (DNA de plantas já diagnosticadas 
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como positivas em PCRs anteriores) e controles negativos, um representado por água 

Milli-Q® e o outro por DNA de planta sadia. A PCR foi realizada em termociclador 

PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, MA, EUA) programado com ciclo inicial de 

94 °C por 2 min; 35 ciclos de desnaturação a 94 °C por 1 min, anelamento a 56 °C por 

1 min, seguido por extensão a 72 °C por 2 min e 1 ciclo a 72 °C por 5 min. Os fragmentos 

amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1%. Após a 

eletroforese, o gel foi visualizado em transiluminador Compact Digimage System, 

série UVDI, Major Science. 

 

3.8. Análise estatística 

Os dados de número médio de insetos pousados nas plantas nos experimentos 

de livre-escolha com plantas sintomáticas e assintomáticas foram submetidos à análise 

de variância (ANOVA) de acordo com o modelo de medidas repetidas. Os dados 

foram testados para as suposições do modelo; portanto, testes de normalidade e 

esfericidade foram realizados. Nos casos em que os dados não apresentaram 

esfericidade, foi utilizada a correção Greenhouse-Geisser para as comparações. Em 

alguns casos, os pontos utilizados para a construção da curva não apresentavam 

normalidade, nesses casos, não foram considerados na análise estatística. Para a 

comparação das curvas, foram considerados entre cinco e oito pontos, dependendo da 

quantidade de pontos que tiveram que ser descartados por falta de normalidade. O 

teste t de Student também foi realizado para comparar o número de insetos em plantas 

sadias vs. infectadas em dois pontos (períodos de avaliação) dentro da curva; os pontos 

escolhidos foram o primeiro período de tempo em que todos os insetos deixaram o 

tubo de liberação e o terceiro ponto após a estabilização da curva (para o experimento 

com plantas assintomáticas) ou o segundo ponto após a inflexão da curva 

(experimento com plantas sintomáticas). Os pontos de dados submetidos ao teste t de 

Student foram testados quanto à normalidade e homocedasticidade, e apenas um dos 

pontos não apresentou normalidade; os dados foram então transformados em Log (x) 
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e as comparações foram realizadas. A comparação dos dados de oviposição foi 

realizada usando o teste t de Student; quando não houve normalidade, os dados foram 

transformados em Log (x). Nos casos em que mesmo com a transformação dos dados 

não foi possível obter normalidade, foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-

Whitney.  

Os dados dos experimentos de pistas visuais foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA). Esses dados foram testados para normalidade e 

homocedasticidade. Quando não houve normalidade ou homocedasticidade os dados 

foram transformados para Log(x)+1. Após a transformação, os dados foram 

submetidos novamente aos testes de normalidade e homocedasticidade e realizados 

os testes de ANOVA. Quando houve diferença estatística as médias foram testadas por 

meio do teste de Tukey. Os dados de comportamento alimentar por não apresentarem 

normalidade e/ou homocedasticidade foram transformados para ln(x) e submetidos a 

ANOVA. Após a ANOVA foram feitos testes de amplitude de Sidak.  

Para todos os testes estatísticos foi considerado P<0,05 como diferença 

estatística significativa. Todos os testes estatísticos foram realizados com o software 

estatístico IBM® SPSS® Statistics versão 25. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Preferência de D. maidis por folhas de milho sadias vs. infectadas com 

fitoplasma do milho e assintomáticas 

Nos ensaios de livre-escolha contrastando folhas de plantas de milho sadias 

('mock-inoculated') vs. infectadas com fitoplasma do milho durante o estágio 

assintomático da doença, as fêmeas bacterilíferas de D. maidis preferiram pousar em 

folhas de plantas sadias (F = 7,11; df = 1; 13; P = 0,019), enquanto fêmeas não 

bacterilíferas (F = 0,002; df = 1, 14; P = 0,96) machos não bacterilíferos (F = 1,56; df = 1, 

9; P = 0,24) e machos bacterilíferos (F = 0,03; df = 1, 9; P = 0,87) não tiveram preferência 

por nenhum dos tratamentos (Fig. 3 e 4). Não houve diferença na oviposição em folhas 

entre plantas sadias e assintomáticas infectadas pelo fitoplasma para fêmeas não 

bacterilíferas (t = -0,17; df = 28; P = 0,86) e fêmeas bacterilíferas (t = 1,28; gl = 26; P = 0,21) 

(Fig. 5A, B). 
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Figura 3. Número médio (± EPM) de adultos de Dalbulus maidis pousados sobre folhas de plantas de 

milho sadias 'mock-inoculated' (linha sólida) vs. assintomáticas infectadas com o fitoplasma do milho 

(linha pontilhada), em períodos sucessivos após a l liberação dos insetos na arena de escolha.  
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Figura 4. Número médio (± EPM) de adultos de Dalbulus maidis pousados em folhas de plantas de milho 

sadias 'mock-inoculated' (barras brancas) vs. assintomáticas infectadas com o fitoplasma do milho (barras 

pretas), 5 e 11 h após a liberação dos insetos na arena de escolha. Médias com letras diferentes, dentro 

do mesmo período de avaliação, são estatisticamente diferentes pelo teste t-student (P<0,05). 
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Figura 5. Número médio de ovos (± EPM) depositados por fêmeas de Dalbulus maidis bacterilíferas e 

não bacterilíferas em folhas de plantas de milho sadias ‘mock-inoculated’ (barras brancas) vs. infectadas 

com o fitoplasma do milho (barras pretas) durante 24 h dos ensaios de escolha. (A-B) plantas infectadas 

na fase assintomática ou (C-D) infectadas na fase sintomática da doença. Médias com as mesmas letras 

minúsculas não são estatisticamente diferentes pelos testes t student (A-B) e Kruskal-Wallis (C-D) (P 

<0,05). 

 

4.2. Preferência de D. maidis por folhas de milho sadias vs. infectadas 

sintomáticas 

No estágio sintomático da doença, machos (t = -4,24, df = 18, P <0,001) e fêmeas 

(t = -2,71, df = 18, P = 0,014) não bacterilíferos pousaram em maior número em folhas 

sintomáticas nas primeiras 6 h após a liberação na arena de escolha (Fig. 6A, C e 7A, 

C). Posteriormente, houve uma mudança no comportamento: machos não 

bacterilíferos (t = -1,24, df = 18, P = 0,221) foram igualmente distribuídos entre folhas 

sintomáticas e sadias ('mock-inoculated') (F = 7,29; df = 1 , 9; P = 0,024) (Fig. 6C e 7C) e 

fêmeas não bacterilíferas se moveram para as folhas sadias após 9 horas (t = 3,60, df = 

18, P = 0,002) do início do experimento (F = 10,87; df = 1, 9; P = 0,009) (Fig. 6A e 7A). As 
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fêmeas bacterilíferas se distribuíram igualmente entre os tratamentos (sadia vs. 

sintomática) nas primeiras cinco avaliações após a liberação (t = -1,01, df = 18, P = 0,326), 

mas após 9 h elas claramente se acumularam em folhas sadias (t = 4,35, df = 18, P <0,001) 

(Fig. 6B e 7B). Os machos bacterilíferos distribuíram-se igualmente entre folhas sadias 

e sintomáticas, não apresentando diferença entre os tratamentos (Fig. 6D e 7D). A 

oviposição de fêmeas não bacterilíferas (U = 0,000; P <0,001) e bacterilíferas (U = 0,000; 

P <0,001) ocorreu quase totalmente em folhas sadias (Fig. 5C, D). 

 

 

Figura 6. Número médio (± EPM) de adultos de Dalbulus maidis pousados sobre folhas de plantas de 

milho sadias 'mock-inoculated' (linha sólida) vs. sintomáticas infectadas com fitoplasma do milho (linha 

pontilhada), em períodos sucessivos após a liberação dos insetos na arena de escolha. 
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Figura 7. Número médio (± EPM) de adultos de Dalbulus maidis pousados em folhas de plantas de milho 

sadias 'mock-inoculated' (barras brancas) vs. sintomáticas infectadas com o fitoplasma do milho (barras 

pretas), 5 e 11 h após a liberação dos insetos na arena de escolha. Médias com letras diferentes, dentro 

do mesmo período de avaliação, são estatisticamente diferentes pelo teste t-student (P<0,05). 

 

4.3. Eficiência de aquisição e transmissão a partir de plantas sintomáticas com 

fitoplasma do milho 

No experimento de eficiência de aquisição em folhas sintomáticas, o fitoplasma 

foi detectado em 6,67% (N = 30) das fêmeas e em 3,33% (N = 30) dos machos, 

totalizando 5% de todos os insetos testados por PCR para a presença do fitoplasma. 

Das seis plantas inoculadas por esses insetos, 50% foram diagnosticadas com sintomas 

do fitoplasma.  

 

4.4. Comportamento de escolha de D. maidis em relação a pistas visuais 

Machos e fêmeas bacterilíferos e não bacterilíferos pousaram em maior número 

sobre folhas de plantas sintomáticas infectadas pelo fitoplasma do milho. O número 
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de insetos que pousaram sobre folhas de plantas sadias (‘mock-inoculated’) não diferiu 

estatisticamente do controle negativo (cartolina cor terra) em todos os casos (Tabela 1, 

Fig. 8). 

 

Tabela 1. Teste de ANOVA para efeito das pistas visuais sobre o pouso de Dalbulus maidis 

  F  G.L.  P  

Machos Não Bacterilíferos  9,142  33  <0,001* 

Machos Bacterilíferos  10,680  21  <0,001* 

Fêmeas Não Bacterilíferas  5,021  33  0,012* 

Fêmeas Bacterilíferas  10,058  33  <0,001* 

‘*’ representam valores estatisticamente significativos para P<0,05 

 

 

Figura 8. Número médio de insetos pousados sobre folhas de plantas de milho sadias (‘mock-inoculated’) 

(barras brancas), com sintomas de infecção pelo fitoplasma do milho (barras cinzas) e controle (barras 

hachuradas). Letras mostram diferença estatística significativa segundo teste Tukey (P<0,05). 
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4.5. Comportamento alimentar de D. maidis em folhas de plantas sadias vs. 

infectadas 

A alimentação de fêmeas foi reduzida em regiões foliares sintomáticas de 

plantas infectadas (Tabela 2, Fig. 9). Em machos a alimentação foi reduzida apenas nas 

folhas de plantas sintomáticas em regiões sem sintomas, não houve diferença na 

alimentação de machos em folhas sadias (‘mock-inoculated’) e folhas de plantas 

sintomáticas em regiões com sintomas. Em fêmeas houve interação da Infectividade 

vs. Folha, nos machos não houve essa interação. Fêmeas bacterilíferas tiveram a 

alimentação reduzida em regiões das folhas com sintomas quando comparadas as 

fêmeas não bacterilíferas. A infectividade não teve efeito sobre a alimentação de 

machos e fêmeas.   

 

Tabela 2. Teste de ANOVA de duas vias para comportamento alimentar de machos e fêmeas 

de Dalbulus maidis  

  Machos Fêmeas 

 Fatores F  G.L.  P  F  G.L.  P  

Folha  5,304  54  0,010*  24,555  54  <0,001* 

Infectividade  1,314  54  0,257  0,008  54  0,927 

Folha*Infectividade  1,788  54  0,177  3,686  54  0,032* 

‘*’ representam valores estatisticamente significativos para P<0,05  
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Figura 9. Taxa de alimentação de Dalbulus maidis em folhas de plantas de milho sadias ou infectadas 

(com ou sem sintomas) pelo fitoplasma do milho, baseando-se na área média (cm2) corada por excreção 

de 'honeydew'. Letras diferentes sobre as colunas representam diferença estatística significativa, segundo 

o teste de Sidak (P<0,05), entre cada tratamento (maiúsculas) ou entre insetos não bacterilíferos e 

bacterilíferos (minúsculas) dentro de cada tratamento (folha sadia, área da folha com expressão de 

sintomas e área da folha sem expressão de sintomas). 
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5. DISCUSSÃO 

O sucesso da disseminação do fitopatógeno por insetos vetores depende, entre 

outras coisas, do comportamento de seleção hospedeira do vetor, desde a orientação 

do vôo para a planta até sua preferência para alimentação e/ou oviposição (Powell et 

al. 2006; Mauck et al. 2016). Estudos têm mostrado que o comportamento de seleção 

hospedeira pode ser influenciado pela infecção da planta com implicações na 

disseminação do patógeno (Medina-Ortega et al. 2009; Mauck et al. 2010). No presente 

estudo, mostramos que o estágio de infecção do milho (assintomático e sintomático) 

pelo fitoplasma do milho, bem como o status de infectividade do vetor a cigarrinha D. 

maidis, induziu diferentes comportamentos de seleção hospedeira.  

As diferenças observadas no comportamento de pouso, estabelecimento e 

oviposição de D. maidis em folhas de plantas de milho em distintos estágios de infecção 

do fitoplasma do milho (sintomático e assintomático) podem ser explicadas pela 

dinâmica da infecção do fitoplasma na planta, que influencia pistas visuais, olfativas e 

gustativas (Daugherty et al. 2011; Fereres et al. 2016). Devido à resposta diferencial das 

cigarrinhas bacterilíferas e não bacterilíferas, também é possível que a colonização do 

corpo do vetor pelo fitoplasma e/ou a pré-exposição a plantas sintomáticas durante a 

fase imatura possam desencadear as alterações no comportamento de seleção 

hospedeira do vetor, conforme observado para alguns vírus de plantas (Ingwell et al. 

2012; Rajabaskar et al. 2014). Diferentes comportamentos também foram observados 

entre os sexos, provavelmente devido aos diferentes papéis desempenhados no 

processo reprodutivo, uma vez que as fêmeas precisam garantir uma planta adequada 

para a prole e os machos apenas para sua alimentação.  

Na fase assintomática da infecção do milho pelo fitoplasma, machos 

bacterilíferos e não bacterilíferos, bem como fêmeas não bacterilíferas, foram 

igualmente distribuídos em folhas de plantas sadias (‘mock-inoculated’) e infectadas. 

Apenas as fêmeas bacterilíferas preferiram folhas de plantas sadias, comportamento 

consistente com a hipótese de ‘manipulação do vetor’, pois maximiza as chances de 
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transmissão, conforme já proposto para vírus (Mauck et al. 2012) e bactérias (Marucci 

et al. 2005). Ao evitar plantas doentes, as fêmeas bacterilíferas podem inocular um 

número maior de plantas sadias, gerando no campo novas plantas infectadas. Esse 

comportamento pode aumentar a taxa de infecções do fitoplasma durante o processo 

de disseminação primária da doença, quando insetos bacterilíferos de fora da cultura 

espalham o patógeno dentro da cultura, e de disseminação secundária, quando a 

aquisição ocorre em plantas infectadas dentro da cultura (Broadbent, 1957; Perring et 

al. 1999). A escolha de fêmeas bacterilíferas por uma planta sadia deve permitir não só 

a inoculação do fitoplasma do milho, mas também a oviposição na mesma planta, com 

consequente aumento da infectividade natural das cigarrinhas, uma vez que a 

progênie se desenvolverá em plantas assintomáticas e provavelmente irá adquirir o 

fitoplasma.  

Durante o estágio sintomático da infecção do milho pelo fitoplasma, 

comportamentos distintos foram observados entre machos e fêmeas não bacterilíferos. 

Machos e fêmeas não bacterilíferos pousaram preferencialmente em plantas 

sintomáticas nas primeiras horas após serem liberados na arena de escolha, mas a 

maioria das fêmeas posteriormente abandonou as plantas doentes e moveram-se para 

as plantas sadias, enquanto os machos se distribuíram igualmente entre as plantas. Por 

outro lado, machos bacterilíferos não diferenciaram entre plantas sadias e sintomáticas 

ao longo do experimento, enquanto as fêmeas bacterilíferas preferiram as plantas 

sadias após um período inicial de 5-7 h, durante o qual não discriminaram entre os 

dois tratamentos. Esta mudança comportamental das fêmeas de D. maidis, quando 

expostas a plantas de milho infectadas com fitoplasma do milho sintomáticas, é 

consistente com a hipótese da ‘manipulação do vetor’ e provavelmente contribui para 

uma taxa mais rápida de disseminação do fitoplasma nas culturas de milho. O 

comportamento das fêmeas não bacterilíferas de D. maidis encontradas neste estudo é 

semelhante ao relatado para cigarrinhas vetoras em outros patossistemas, por ex. 

clorose variegada dos citros e doença do tungro do arroz (Khan & Saxena, 1985; 

Marucci et al. 2005); ainda assim, nesses estudos não houve sexagem dos insetos e 
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ambos os sexos foram usados nos ensaios de escolha. Uma mudança semelhante no 

comportamento do vetor, que possivelmente favorece a disseminação do fitopatógeno, 

foi observada para Bactericera cockerelli (Šulc) (Hemiptera: Triozidae), quando expostos 

a plantas de tomate Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) infectadas com Candidatus 

(Ca.) Liberibacter solanacearum (Mas et al. 2014).  

Em um estudo anterior com D. maidis foi observado que, na presença de plantas 

sadias e infectadas com fitoplasma do milho, os insetos não bacterilíferos evitam 

pousar e ovipositar em plantas infectadas com sintomas avançados de doença após 48 

h do início do experimento (Gárcia-Gonzales et al. 2018), o que corrobora os resultados 

do presente estudo. Curiosamente, durante a fase assintomática da infecção do milho 

pelo fitoplasma, Gárcia-Gonzales et al. (2018) notaram maior atratividade de plantas 

infectadas a insetos não bacterilíferos. No entanto, seus ensaios de comportamento 

foram realizados sem sexagem dos insetos e com a oferta da planta inteira às 

cigarrinhas, condição diferente da do presente estudo, em que foi oferecida apenas as 

folhas.  

Este é o primeiro estudo que relata diferenças de comportamento entre machos 

e fêmeas de D. maidis em relação ao comportamento de seleção hospedeira, quando 

expostas a plantas de milho sadias e infectadas. Isso pode ser explicado pelo fato de 

que as fêmeas tendem a se estabelecer em plantas nutricionalmente mais adequadas 

para a oviposição e desenvolvimento da progênie, enquanto os machos são menos 

seletivos quanto ao estado nutricional do hospedeiro e tendem a se deslocar com mais 

frequência entre as plantas em busca de fêmeas para acasalar (Beanland et al. 1999; 

Hoy et al. 1999; Canale et al. 2018).  

Considerando que fêmeas não bacterilíferas pousam preferencialmente em 

plantas com sintomas da doença nas primeiras 5-7 h de exposição, investigamos se as 

cigarrinhas poderiam adquirir o fitoplasma nesse período. Ao permitir um PAA de 6 

h em plantas de milho sintomáticas infectadas com fitoplasma do milho, descobrimos 

que 3,3 e 6,7% dos machos e fêmeas, respectivamente, foram positivos por PCR e que 

a transmissão para as plantas-teste ocorreu após o período de latência. Esses resultados 
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mostram que fêmeas de D. maidis são capazes de adquirir o fitoplasma do milho que é 

restrito ao floema durante o período relativamente curto (6 h) em que permanecem em 

plantas sintomáticas, e que podem transmitir esse patógeno quando se movem para 

plantas sadias. Um estudo de comportamento alimentar usando a técnica de EPG 

(‘Electrical penetration graph’) mostrou que 80% dos indivíduos de D. maidis levam cerca 

de 3 horas para ingerir a seiva do floema, quando colocados em plantas de milho 

(Carpane et al. 2011). Legrand e Power (1994) relataram que o PAA mínimo para 

transmissão do fitoplasma é de 2 h, mas maiores eficiências de transmissão foram 

observadas com PAAs mais longos.  

Em relação ao comportamento de seleção hospedeira de D. maidis, é possível 

que o inseto inicialmente selecione plantas influenciado por pistas visuais e olfativas 

('preferência de orientação') e, posteriormente, quando em contato com a planta, por 

pistas gustativas ('preferência alimentar'). De acordo com o modelo proposto por 

Sisterson (2008), se a "preferência de orientação" orienta o vetor em direção a plantas 

infectadas e o número de plantas sadias é maior, as taxas de disseminação do patógeno 

aumentam; em contraste, se o número de plantas infectadas for maior, as taxas de 

disseminação do patógeno diminuem. No entanto, observamos que a aquisição do 

fitoplasma por D. maidis e/ou a exposição prévia a plantas infectadas induz mudanças 

no comportamento do vetor, favorecendo o movimento das fêmeas em direção a 

plantas sadias de milho após algumas horas em plantas doentes, o que deve minimizar 

a importância da proporção entre plantas sadias e infectadas nas taxas de 

disseminação do fitoplasma.  

A exibição de sintomas pelo milho infectado com o fitoplasma desencadeia uma 

estratégia de ‘pull-push’, em que o inseto vetor é estimulado a pousar na planta 

infectada, mas essa planta pode ter estímulos fagodeterrentes que impedem a 

alimentação sustentada (Cook et al. 2007; Carmo-Sousa et al. 2014). Esta estratégia 

também é observada em vírus transmitidos de forma não-persistente (Khan & Saxena, 

1985; Mauck et al. 2012; Carmo-Sousa et al. 2014) e na bactéria Ca. Liberibacter asiaticus 

limitada ao floema; no último caso, entretanto, o vetor permanece na planta infectada 
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por um período muito mais longo (dias) em comparação com pulgões vetores de vírus 

de transmissão não-persistente, que abandonam a planta infectada poucos minutos 

após o pouso (Mann et al. 2012; Mauck et al. 2012; Carmo-Sousa et al. 2014). Esta 

estratégia de ‘pull-push’ no estágio sintomático da doença pode ter impacto na 

disseminação secundária do fitoplasma.   

D. maidis, independente da infectividade e do gênero, foi atraída pela coloração 

amarelada de plantas sintomáticas, o que corrobora com estudos sobre escolha visual 

desse inseto, já que D. maidis responde com mais intensidade a comprimentos de onda 

próximos a 560 nm que são refletidos pela coloração verde-clara e amarela (Todd et al. 

1990a).  

A alimentação em plantas sintomáticas foi reduzida para fêmeas. Fêmeas 

bacterilíferas tiveram uma redução na alimentação mais acentuada que fêmeas não 

bacterilíferas. Isso corrobora com os resultados dos experimentos de livre-escolha. 

Fêmeas bacterilíferas parecem discriminar plantas infectadas de sadias mais 

rapidamente. Não houve efeito na alimentação entre machos não bacterilíferos e 

bacterilíferos. Porém, houve redução na alimentação nas regiões das folhas de plantas 

sintomáticas que não apresentavam sintomas. É provável que a coloração além de 

atrair o inseto para o pouso estimule o comportamento alimentar.  

A atratividade da coloração de folhas sintomáticas e a redução da alimentação 

das fêmeas nas folhas de plantas com sintomas corrobora com os dados obtidos nos 

experimentos de livre-escolha e com a estratégia ‘pull-push’ observada. Dentro de um 

campo de milho talvez o aumento na expressão de voláteis possa ter pouca 

importância na atratividade da planta para o pouso, dado que, na presença de voláteis 

emitidos pelo milho, D. maidis parece não possuir uma resposta orientada em direção 

ao emissor apesar dos voláteis aumentarem a resposta a estímulos visuais e terem 

efeito arrestante após o pouso (Todd et al. 1990b). Outro fator importante é a alta 

densidade de plantas e a quantidade de voláteis presente em um campo de milho, o 

que pode tornar as pistas visuais um fator determinante para maior atratividade.   
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Em relação à teoria proposta por Mauck et al. (2012), apesar do fitoplasma do 

milho ser uma bactéria fitopatogênica transmitida de forma persistente, os sintomas 

não desencadearam o comportamento esperado para vírus de mesma relação de 

transmissão. Isso, talvez, se deva ao fato de a maioria dos estudos de livre-escolha ter 

sido feita com afídeos e moscas-brancas (Mauck et al. 2012; Eigenbrode et al. 2018). Os 

afídeos possuem como comportamento alimentar a picada de prova, na qual avaliam 

a qualidade de planta hospedeira em células de tecidos superficiais sem danificar a 

célula avaliada (Tjallingii, 1985; Kimmins, 1986; Tjallingii & Esch, 1993; Janssen et al. 

1989; Johnson & Walker, 1999). Portanto, qualquer efeito negativo induzido por esses 

vírus pode levar ao abandono da planta antes mesmo que a aquisição ocorra, dado que 

vírus persistentes se localizam em tecidos profundos na planta como o floema e as 

picadas de prova ocorrem em tecidos superficiais, o que não ocorre com vetores como 

cigarrinhas, que podem avaliar a qualidade da planta por pistas e meios diferentes 

(Backus, 1988; Rapusas & Heinrichs, 1990; Carpane et al. 2011; Chuche et al. 2017). 

Cigarrinhas e psilídeos, principais vetores de bactérias fitopatogênicas, possuem 

comportamento alimentar distinto de afídeos e moscas-branca. Psilídeos não fazem 

picadas de prova e caminham os estiletes diretamente ao floema (Bonani et al. 2010; 

Civolani et al. 2011). Alguns grupos de cigarrinhas se alimentam no mesofilo foliar 

destruindo as células, e outros parecem balancear sua dieta entre floema, xilema e 

mesofilo (Rapusas & Heinrichs, 1990; Lett et al. 2001; Carpane et al. 2011; Chuche et al. 

2017). Portanto, os efeitos negativos induzidos por fitopatógenos podem não levar ao 

comportamento de abandono da planta antes da alimentação floemática, como 

observado para afídeos.   

Outro fator importante a ser destacado, é que boa parte desses estudos de livre-

escolha foram realizados com vírus que não se propagam no vetor, como consequência 

quanto maior o tempo de alimentação no floema de planta infectadas para estes vírus, 

maior será o título viral adquirido e maior as chances de transmissão (Mauck et al. 

2012; Eigenbrode et al. 2018). Assim sendo, o estímulo à um longo período de 

alimentação no floema está relacionado a eficiência de transmissão.  
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Fitoplasmas se multiplicam e colonizam diversos órgãos do vetor. 

Consequentemente, adquirir um título bacteriano alto talvez não seja primordial para 

a transmissão (Sugio et al. 2011a). Portanto, se a discriminação da planta adequada 

ocorre durante picadas de avaliação diretamente no floema e dado que:  

PA= NVA x NVI x NTV-1, 

onde PA= probabilidade de aquisição, NVA= número de vasos avaliados, NVI= 

número de vasos infectados, NTV= número de vasos totais, o aumento no número de 

picadas de avaliação no floema, aliado ao aumento na atratividade, podem 

desencadear um aumento na infectividade natural e na disseminação secundária do 

fitoplasma na cultura.  

Considerando que D. maidis invade a cultura nos estágios iniciais do 

desenvolvimento do milho e que a inoculação nos estágios posteriores pode ter pouco 

efeito sobre a produtividade, a disseminação primária parece ter um impacto muito 

mais significativo em regiões onde o milho é cultivado em uma única estação por ano 

(Massola Junior et al. 1999). Portanto, o controle do vetor nos estágios iniciais da 

cultura é essencial para reduzir as perdas de produtividade causadas pela doença. No 

entanto, em regiões onde o milho é cultivado em diferentes épocas do ano, plantas 

infectadas sintomáticas em um plantio mais velho podem servir como fontes de 

inóculo para plantações subsequentes ou sobrepostas. Nesses casos, além do controle 

do vetor, é fundamental evitar plantios escalonados. 

O estudo mostra que o fitoplasma do milho favorece sua disseminação primária 

e secundária ao manipular a preferência hospedeira da cigarrinha vetora, D. maidis. O 

comportamento de seleção hospedeira é influenciado pelo estado de infecção do milho 

e pela expressão dos sintomas, bem como pelo gênero e infectividade da cigarrinha 

com o fitoplasma. Nos estágios iniciais da cultura, as fêmeas bacterilíferas preferem 

pousar e se estabelecer em folhas sadias do que em folhas de plantas infectadas 

assintomáticas, um comportamento que favorece a disseminação primária. À medida 

que a cultura se desenvolve e as plantas infectadas se tornam sintomáticas, machos e 

fêmeas não bacterilíferos inicialmente preferem pousar nas folhas das plantas 
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infectadas, mas algumas horas depois as fêmeas tendem a se mover em direção às 

folhas sadias, uma mudança de comportamento que deve aumentar a disseminação 

secundária. Resta ser determinado se os efeitos observados na seleção hospedeira por 

fêmeas bacterilíferas durante o estágio assintomático da doença estão diretamente 

relacionados à infecção do vetor pelo fitoplasma ou resultam de uma combinação de 

fatores diretos e indiretos como, por exemplo, o desenvolvimento em plantas fonte 

infectadas para aquisição de patógenos. Também é importante enfatizar que os 

resultados foram obtidos utilizando-se um híbrido de milho suscetível e que talvez em 

híbridos mais tolerantes a expressão de sintomas outros comportamentos de seleção 

hospedeira podem ser desencadeados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 
 

 

6. CONCLUSÃO 

• A infecção do fitoplasma do milho desencadeia comportamentos de seleção 

hospedeira em D. maidis, que favorece a disseminação fitopatógeno. 

 

• O comportamento de D. maidis é diferente nas fases assintomática e sintomática 

da doença.  

 

• O comportamento de seleção da planta hospedeira é diferente entre machos e 

fêmeas. 
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