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Enfezamentos vermelho e péalido: Doencas em milho causadas por molicutes

Maize bush stunt and corn stunt: Diseases of corn caused by molicutes

Nelson Sidnei Massola Junior?!

Resumo : Os enfezamentos vermelho e palido sdo doencas do milho causadas, respectivamente, por um fitoplasma
(“maize bushy stunt phytoplasma”) e pelo Spiroplasma kunkelii, organismos restritos ao floema das plantas infectadas.
Ambas sdo transmitidas pela cigarrinha Dalbulus maidis. Sdo doengas bastante destrutivas, podendo causar sérios
prejuizos aos agricultores. A importancia dessas doengas aumentou muito nos dltimos anos, devido principalmente
aos cultivos “safrinha”, que perpetuam o milho, os patdégenos e o vetor no campo durante o ano todo. As plantas doentes
exibem reducgdo de crescimento, avermelhamento ou amarelecimento, proliferagdo excessiva de espigas pequenas e
improdutivas, além de outros sintomas. No entanto, esses sintomas dependem do agente causal, condi¢des climaticas
e gendtipo do milho. A diagnose correta tem sido feita por testes de ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) e
por PCR (“polymerase chain reaction”), devido a complexidade da sintomatologia. Nas areas onde ocorrem, o controle
dessas doengas baseia-se principalmente no uso de genotipos resistentes de milho.

Palavras-chave : Enfezamento, molicutes, milho, Spiroplasma kunkelii, phytoplasma.

Abstract : Maize Bushy Stunt and Corn Stunt are diseases of corn caused respectively by a phytoplasma (maize bushy
stunt phytoplasma) and by Spiroplasma kunkelii. Both agents are restricted to the floem vessels of diseased plants. The
leafhopper Dalbulus maidis is the vector of the diseases. The diseases are very harmfull to corn crops and can cause
severe losses. Their importance increased very much in the last years mainly due to the continuous crops, which allow
the perpetuation of corn, pathogens and vector over the year. Diseased plants show shortening, redening or yellowing
and excessive proliferation of ears, among others symptoms. However, symptoms are variable according to the causal
agent, environmental conditions and corn genotype. Correct diagnosis of the diseases has been reached with ELISA
(“enzyme-linked immunosorbent assay”) and PCR (“polymerase chain reaction”). The use of resistant genotypes of corn
is the main strategy of control of the diseases.
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ultimos anos. Atualmente, esse sistema de cultivo
atinge cerca de 2,2 milhBes de hectares e contribui
com 5 milhdes de toneladas de gréos, representando
aproximada-mente 19% da producéo nacional de milho.
O Parana é o maior produtor nessa modalidade onde
contribui com 28% da producéo total do Brasil, seguido

1 Situacéo Atual da Producéo de Milho no
Brasil

O milho é uma das principais culturas do Brasil,
onde contribui com mais de um terco de toda a producéo
de cereais e oleaginosas (PINAZZA, 1993). E amplamente
distribuida e tem mostrado significativos aumentos,

tanto na produtividade como em area cultivada (ALMEIDA,
1993; MAGALHAES et al., 1995). A &rea cultivada apre-
sentou um aumento de 20% nos ultimos 20 anos,
passando dos 10 milhdes de hectares em 1973 para
aproximadamente 12 milhdes de hectares atualmente.
Nesse mesmo periodo, a producgéo teve um aumento
de mais de 100%, passando de 14 para 30 milhdes de
toneladas em 1993 (ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL,
1975, 1995). Esse acréscimo na producao deveu-se a
utilizacé@o de hibridos mais produtivos, técnicas mais
adequadas para condu-¢&o da cultura e da realizagéo
de plantios adicionais, em épocas ndo convencionais
de cultivo. Os plantios “safrinha”, ou os extemporaneos
de milho, realizados ap6s a retirada da cultura de
primavera-verdo (GERAGE; BIANCO, 1990; DUARTE,
2001), apresentaram aumento de cerca de 100% na
area cultivade e, de mais de 400% na produgdo nos

por S&o Paulo, com 14% (TSUNECHIRO; GODOY, 2001).

Esse sistema de cultivo tem gerado problemas de
ordem sanitaria, anteriormente ndo observadas ou de
menor ocorréncia, quando eram realizadas semea-
duras, apenas na época convencional. Considerando o
classico triangulo de doengas de plantas, onde hospe-
deiro, patégeno e ambiente estdo em intima relacao,
tem sido demonstrado inmeras vezes que qualquer
alteracdo num desses componentes leva a mudancas
no patossistema como um todo. Com a cultura do milho
nao seria diferente. A presenca da cultura no campo,
durante praticamente o ano todo, alterou o comporta-
mento de determinadas doencas, expondo os produtores
a situagOes até entdo inexistentes (SILVA et al., 2001).
Essa afirmacdo é verdadeira principalmente para
aquelas doencas cujos agentes sdo transmitidos por
insetos, a exemplo dos enfezamentos vermelho e pélido.
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A maior importancia dessas doencas nos cultivos
tardios e “safrinha”, esta relacionada com o aumento
da populagdo do inseto vetor nessa época (FERNANDES;
BALMER, 1990; SILVA et al., 1991; WAQUIL, 1997). Esta
situacéo se acentua quando a cultura anterior também
era o milho. Nessa condicéo, a populacdo dos vetores
€ maior e migra para as culturas mais novas, causando
severas epidemias dos enfezamentos nesses cultivos
tardios.

2 Distribuicdo Geogréfica e Importancia dos
Enfezamentos

O primeiro registro dessas doencas foi na década
de 40, no estado norte-americano do Texas (ALTSTATT,
1945). Atualmente, além dos Estados Unidos, existem
relatos no México (DAVIS, 1973; GORDON et al., 1985;
BAJET; RENFRO, 1989), Nicardgua (HRUSKA et al.,
1996), Venezuela (LASTRA; TRUJILLO, 1976), Peru
(NAULT et al., 1979; NAULT et al., 1981) e Paraguai
(LEZCANO; MACHADO, 1997). No Brasil, s&o conhecidas
desde o inicio da década de 70 (COSTA et al., 1971),
guando foram consideradas de importancia secundaria.
Entretanto, ja naquela época alertava-se para 0s sérios
prejuizos que poderiam causar caso o milho fosse
plantado tardiamente. Essa tendéncia de maiores danos
em plantios tardios foi verificada por Altstatt (1945) desde
a primeira descricao feita por esse mesmo autor. A partir
de entdo, ambos os enfezamentos tém causado epide-
mias nos Estados Unidos (BRADFUTE et al., 1981),
Nicardgua (HRUSKA et al., 1996) e Brasil (OLIVEIRA et
al., 1998). Os prejuizos podem chegar a 100%,
dependendo da suscetibilidade dos genotipos semeados
(SCOTT etal., 1977; OLIVEIRA et al., 1998). No Brasil,
estudos recentes, em condi¢des de campo, revelaram
gue, quanto mais cedo se manifestem os sintomas nas
plantas, maiores sdo os prejuizos. Esses mesmos
estudo mostraram que, para cada 1% de aumento na
incidéncia dessas doencas, em hibridos suscetiveis,
ocorre 0,8% de reducéo na produgéo (MASSOLA JUNIOR
et al., 1999a). Em estudos realizados em condi¢tes
de telado a prova de insetos, um hibrido suscetivel teve
sua producéo reduzida em 64% quando inoculado, com
0 Spiroplasma kunkelii, agente causal do enfezamento
palido, por meio de insetos infectivos aos 10 dias apos
a emergéncia (MASSOLA JUNIOR et al., 1999b). Os
resultados indicam que essas enfermidades podem
reduzir de maneira significativa a producéo do milho.

3 Etiologia

Desde o primeiro relato, acreditou-se que essas
doencas fossem de etiologia viral (MARAMOROSCH,
1958). Por volta de 1970, descobriu-se que os agentes
causais eram dois molicutes, sendo o enfezamento
palido (“Corn Stunt”) causado pelo espiroplasma
Spiroplasma kunkeliie o enfezamento vermelho (“Maize
Bushy Stunt”) associado a um organismo do tipo mico-
plasma, atualmente chamado de fitoplasma (GRANADOS,
1969; CHEN; GRANADOS, 1970; DAVIS et al., 1972;
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CHEN; LIAO, 1975; WILLIAMSON; WHITCOMB, 1975).
Ambos sdo organismos sem parede celular, com
apenas uma membrana unitaria envolvendo o citoplas-
ma. S&8o encontrados restritos ao floema de plantas
doentes e sensiveis a tetraciclina, porém nao a penici-
lina (BEDENDO et al., 1995; AGRIOS, 1997).

O S. kunkeliiagente causal do enfezamento péalido
foi encontrado pela primeira vez em 1972, em plantas
infectadas (DAVIS et al., 1972), sendo essa a primeira
constatacao de organismos com morfologia helicoidal
em plantas (Figura 1). Um ano mais tarde, o termo
“spiroplasma” foi proposto para designar tais organismos
(DAVIS; WORLEY, 1973). Mas somente em 1986, apés
estudos detalhados de morfologia, requerimentos nutri-
cionais, bioquimica, sorologia e anélise genémica, o
nome da espécie foi homologado como sendo
Spiroplasma kunkelii (WHITCOMB et al., 1986). Seu
isolamento em meio de cultura e o preenchimento dos
postulados de Koch foi realizado simultaneamente por
duas equipes, em 1975 (CHEN; LIAO, 1975; WILLIAMSON,;
WHITCOMB, 1975). Nos anos subsequentes, estudos
sobre isolamento e composi¢cao adequada do meio de
cultura foram realizados, o que possibilitou a pesquisa-
dores do mundo todo, o cultivo desse organismo (JONES
etal., 1977; LIAO; CHEN, 1977; DAVIS et al., 1984; LEE;
DAVIS, 1984; ALIVIZATOS, 1988; LEE; DAVIS, 1989).

Ao contrario do S. kunkelii, o fitoplasma associado
ao enfezamento vermelho ainda néo foi cultivado in vitro.
Foi relatado pela primeira vez em plantas de milho, por
meio de microscopia eletrdnica, em 1969 (GRANADOS,
1969). Pelo fato de ndo poder ser cultivado em meios
de cultura, os postulados de Koch ainda ndo foram
preenchidos para essa doenca. Desse modo, estudos
de caracterizacao desse agente ainda estao restritos a
testes moleculares e biolégicos, envolvendo hospedeiros
e vetores.

Figura 1 (A) — Micrografia eletrdnica de varredura, de folha de
milho criofraturada, mostrando um vaso de floema com inimeros
espiroplasmas (barra: 2mm).
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Figura 1 (B) — Detalhe da morfologia helicoidal do S. kunkelii
(barra: 500 mm). Fotos: Nelson S. Massola Jr. e Elliot W. Kitajima.

4 Transmissao

Os dois patdgenos séo transmitidos pela cigarrinha
do milho (Dalbulus maidis DeLONG & WOLCOTT), de
maneira persistente propagativa (NAULT, 1980). Este
tipo de relacdo entre patdgeno e vetor €, geralmente,
caracterizado pela existéncia de periodos bem definidos
envolvendo esta associacdo. O periodo de aquisicdo
€ definido como sendo o tempo necessario para que o
vetor adquira o patdgeno, ao se alimentar na planta fonte
infectada; o periodo de incubacdo ou de laténcia é
0 tempo necessario para que o patégeno colonize os
tecidos internos do vetor, até atingir as glandulas
salivares, momento em que o inseto estara apto a
transmiti-lo; o periodo de inoculacdo € o tempo que
o vetor deve se alimentar numa planta sadia para que
haja transmissé&o do patégeno e, finalmente, o periodo
deretencdo refere-se ao tempo em que o inseto perma-
nece capaz de transmitir o patdbgeno (NAULT, 1997).
Na associagao entre 0s agentes causais dos enfeza-
mentos e a cigarrinha D. maidis, os periodos de aquisi-
¢do, incubacéo e inoculacdo, variam, respectivamente,
de 4 a7 dias, 13 a 24 dias e 2 a 7 dias. O periodo de
retencéo € longo, e o inseto normalmente transmite os
agentes por toda a vida. Entretanto, a eficiéncia na
transmissao pode decrescer com o0 aumento da idade
do vetor (DAVIS, 1974; TSAI, 1979; NAULT, 1980;
MADDEN; NAULT, 1983). A duracéo dos periodos de
aquisicdo, incubacédo e inoculagao influencia na
proporcao final de insetos infectivos e na transmisséo.
No geral, a medida em que sdo aumentados os periodos
de aquisicéo e incubacao, aumenta-se a proporcéo de
insetos infectivos e, a medida que se aumenta o periodo
de inoculagéo, ocorre um aumento na taxa de trans-
misséo (ALIVIZATOS; MARKHAM, 1986; LEGRAND;
POWER, 1994). Além da cigarrinha D. maidis, principal
vetor, tem-se demonstrado, experimentalmente, que
outras espécies, a exemplo de Dalbulus eliminatus, D.
gelbus, D. guevarai, D. quinquenotatus, D. tripsacoides,
Baldulus tripsaci, Exitianus exitiosus, Graminella
nigrifons e Stirellus bicolor, s&o capazes de transmitir, com
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eficiéncia variavel, os agentes dessas doencas
(GRANADOS; WHITCOMB, 1971; CHOUDHURY;
ROSENKRANZ, 1973; NAULT, 1980; MADDEN; NAULT,
1983). No Brasil, Dalbulus maidis tem sido relatada
como a Unica espécie do género encontrada em milho
(OLIVEIRA, 1996). Como essa espécie € vetora dos dois
agentes causais, € comum encontrar plantas exibindo
ambas as doengas ao mesmo tempo no campo, e assim
a designacao de “complexo enfezamento” para esses
casos.

5 Sintomas

O sintoma inicial de infecéo por espiroplasma ou
fitoplasma é uma clorose, nas margens das folhas do
cartucho, com algum grau de avermelhamento das
pontas das folhas mais velhas. A partir deste, aliteratura
registra diferencas nos sintomas entre plantas infectadas
com espiroplasma (enfezamento pélido) e fitoplasma
(enfezamento vermelho). Sintomas mais adiantados do
enfezamento palido surgem como pontos e estrias
cloréticas bem delimitadas, proximas a base das folhas.
Sintomas como avermelhamento foliar e perfilhamento
da planta sdo associados ao fitoplasma. Outros sintomas,
como reduc¢édo no tamanho da planta e proliferacéo de
espigas sao atribuidos a ambos os patégenos indistinta-
mente (SHURTLEFF, 1986). Entretanto, Nault (1980)
demonstrou que o quadro sintomatoldgico das plantas
afetadas pelos enfezamentos, além dos agentes causais,
depende do gendtipo do hospedeiro e do ambiente. Com
excecao dos sintomas de estrias cloréticas na base
das folhas, que invariavelmente estdo associados ao
espiroplasma, os demais sintomas néo permitem uma
associacdo segura com o agente causal. Confirmando
essa constatacéo, Bajet e Renfro (1989), verificaram a
presenca de S. kunkelii em plantas com sintomas de
avermelhamento ou amarelecimento foliar. Aparente-
mente, o fitoplasma é predominante sobre o espiroplas-
ma na manifestacéo de sintomas. Silva et al. (2001)
relataram que, em plantas com infec¢do dupla, os sinto-
mas mais evidentes geralmente séo os do enfezamento
vermelho, apesar da presenca simultanea dos dois pato-
genos. O mesmo pode ocorrer em relagéo aos danos a
producdo. Massola Junior et al. (1999) verificaram
reducdes de aproximadamente 70%, 50% e 20% na
producdo em plantas inoculadas, respectivamente, com
fitoplasma, fitoplasma + espiroplasma e espiroplasma.

6 Diagnose

Pela complexidade na sintomatologia, a diagnose
correta dos enfezamentos palido e vermelho necessita
de testes refinados. Estudos tém revelado a utilidade
da microscopia 6tica, associada ao uso de deter-
minados corantes, para fins de diagnose (DEELEY et
al., 1979; OVERMAN et al., 1992). Porém, esses estu-
dos apenas confirmam a infec¢cdo por molicutes, sem
entretanto identificar se 0 agente causal é o espiroplasma
ou o fitoplasma. A microscopia eletrdnica de transmis-
séo ou varredura, pelo seu poder de resolucao, tem
auxiliado na deteccdo precisa desses organismos
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(KITAJIMA; COSTA, 1979; BRADFUTE et al., 1981,
KITAJIMA; NAZARENO, 1985; KITAJIMA, 1994; MASSOLA
JUNIOR; KITAJIMA, 1997). Entretanto, a distribuicdo
irregular dos patégenos nos tecidos da planta infectada
(DAVIS, 1995b; GUSSIE et al., 1995), mais a pequena
seccao de tecido utilizada, tornam a microscopia
eletrdnica, método pouco pratico para diagnose em larga
escala. Assim, outros métodos de diagnose tem sido
desenvolvidos com essa finalidade.

Como o espiroplasma pode ser cultivado em meios
sintéticos, torna-se facil a obtencéo de antisoro para este
agente, fazendo com que o teste ELISA (“enzyme-linked
immunosorbent assay”) seja largamente utilizado para
a sua deteccao (RAJU; NYLAND, 1981; EDEN-GREEN,
1982; GORDON et al., 1985). Para os fitoplasmas, o teste
ELISA ndo tem sido muito empregado, pela dificuldade
na obtencado do antisoro. Entretanto, alguns estudos
envolvendo antisoro monoclonal tém permitido diagno-
ses seguras (LIN; CHEN, 1985; CHEN; JIANG, 1988).

Desde a descoberta dos fitoplasmas (previamente
conhecidos como “mycoplasmalike organisms” —MLOSs)
por uma equipe de pesquisadores japoneses, em 1967
(DOl et al., 1967), a diagnose desses agentes de doen-
¢as de plantas tém sido feitas por meio de microscopia
eletrbnica e, testes biolégicos, a exemplo, gama de
hospedeiros vetores e sintomas em diferentes espécies
vegetais etc. Entretanto, as propriedades biologicas
desses agentes podem levar a conclusdes enganosas.
Modernas técnicas biotecnoldgicas, particularmente
aguelas envolvendo amplificacdo de determinadas
seqliéncias do RNA ribossémico, tém auxiliado na
solucdo desse problema (DAVIS, 1995a, 1995b). A
técnica de PCR (“polymerase chain reaction”), por ser
relativamente simples e muito sensivel, tem sido
largamente utilizada pelos pesquisadores na deteccéo
de fitoplasmas em plantas e vetores (DAVIS; LEE, 1993;
VEGA et al., 1993; LEE et al., 1993; HARRISON et al.,
1996; LOPES et al., 1997). Recentemente foi verificado,
por meio de PCR e RFLP, que o fitoplasma que causa o
enfezamento vermelho do milho no Brasil é genetica-
mente similar ao agente da doenca conhecida como
“Maize Bushy Stunt” (MBS) nos EUA (BEDENDO et al.,
1997).

7 Controle

Os cultivos de milho “safrinha”, geralmente s&o mais
afetados por essas doencas devido a fatores predispo-
nentes no inicio da implantacdo dessas culturas, como
elevadas temperaturas e populagées do vetor. Assim,
uma das medidas de controle preconizadas consiste
em evitar este tipo de plantio. No entanto, a “safrinha” &
pratica amplamente adotada nas principais regides
produtoras do Brasil. O emprego de gendtipos resistentes
tem sido a melhor recomendacéo para minimizar os
prejuizos causados pelas duas formas do enfezamento
(ULLSTRUP, 1978; SHURTLEFF, 1986; PEREIRA, 1997,
BASSO; MIRANDA FILHO, 2001). A resisténcia de
genatipos de milho aos enfezamentos foi estudada por
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alguns pesquisadores por volta de 1970 e parece ser
condicionada por varios genes. Grogan e Rosenkranz (1968)
observaram que ndo houve dominancia para resisténcia
ou suscetibilidade ao enfezamento, porém os efeitos
aditivos foram evidentes. Nelson e Scott (1973), através
de cruzamentos dialélicos entre 5 linhagens suscetiveis
e 5 resistentes, verificaram que os efeitos aditivos na
heranca da resisténcia ao enfezamento foram muito
mais pronunciados que a dominancia. Numa escala de
avaliacdo de 1 (resistente) a 6 (altamente suscetivel),
obtiveram valores médios de 1,6, 2,4 e 3,5 para 0s
cruzamentos resistente X resistente, resistente X
suscetivel e suscetivel X suscetivel, respectivamente.
Em outro estudo, Scott e Rosenkranz (1974) observa-
ram que os genes que condicionam resisténcia aos
enfezamentos e ao mosaico ando do milho, doenca
causada por virus, ndo sdo 0s mesmos. A resisténcia
a estas duas doencas foi herdada independentemente.

Além do emprego de gendtipos resistentes, estudos
para controle do enfezamento baseados em outras
medidas tem sido realizados. Préticas agricolas tém
sido avaliadas, a exemplo das altera¢cfes no nivel de
nitrogénio, densidade de semeadura e emprego de
outras culturas em consorcio com o milho. Estas
préaticas baseiam-se na hipétese de que o nivel de
nitrogénio, a densidade de semeadura e a presenca de
culturas intercalares, modificam o ambiente de cultivo
o qual influencia na abundancia, atividade e movimento
dos insetos vetores. Como consequéncia, a disperséo
dos patégenos veiculados por D. maidis também seria
influenciada. Entretanto, os escassos estudos realiza-
dos para avaliar essa hipétese ndo tém mostrado efeitos
pronunciados na reducao da incidéncia dos enfeza-
mentos. Estudos realizados na Nicaragua (POWER,
1987; 1989), mostraram tendéncias para menores
populacbes de D. maidis em parcelas com niveis
menores de nitrogénio e maiores densidades de
semeadura. Nessas parcelas, a incidéncia de enfeza-
mento também apresentou tendéncia em ser menotr,
porém, a analise estatistica dos resultados mostrou
gue muitas destas tendéncias n&o foram significativas.
Estudos conduzidos na Costa Rica (CASTRO et al.,
1992), mostraram que, nem a densidade de plantio nem
apresenca de uma cultura intercalar exercem influén-
cia marcante no movimento de D. maidis e na disse-
minacao de patdgenos veiculados por este vetor.

O controle quimico do inseto vetor foi estudado no
inicio da década de 70, com emprego de inseticidas
sistémicos aplicados no sulco de semeadura (BHIRUD;
PITRE, 1972). Entre os inseticidas avaliados, carbofuran
foi 0 mais eficiente, em casa de vegetacdo e no campo.
O controle de D. maidis com este inseticida, em campo,
levou a uma reducéo de cerca de 84% na incidéncia do
enfezamento nas plantas. Embora Oliveira et al. (1997)
citem que é possivel o controle quimico de D. maidis,
especialmente em campos de producéo de sementes,
s&0 escassos os estudos dessa natureza nas condi-
¢Oes do Brasil.
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