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RESUMO

O milho (Zea mays L.) € um dos principais cereais cultivados no mundo. O Brasil € o
terceiro maior produtor deste grdo ficando atras somente da China e dos Estados
Unidos da Ameérica. A cigarrinha Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae) causa danos diretos a cultura por meio da succédo continua de seiva,
além de ser vetora de fitopatbgenos como o espiroplasma Spiroplasma kunkelli
Whitcomb (CSS) e o fitoplasma Candidatus Phytoplasma asteris (MBSP), molicutes
responsaveis por enfezamentos nas lavouras. O uso do controle quimico dessa
espécie apresenta baixa eficiéncia por se tratar de um inseto com alto grau de
disperséo. A utilizacdo de genadtipos resistentes a pragas agricolas € uma estratégia
valiosa e compativel com as demais ferramentas do manejo integrado de pragas
(MIP). O presente estudo objetivou avaliar 32 gendtipos de milho néo-Bt e Bt sob
condi¢cbes de campo, visando caracterizar a expressao de antixenose e a incidéncia
de molicutes. Foram realizados dois experimentos, sendo o primeiro na “safrinha”
(2018) e 0 segundo na “safra de verao” (2018/2019). Para a constatacdo da presenca
do espiroplasma e do fitoplasma, foi realizada anélise PCR na “safra de verao”
(2018/2019). Posteriormente, avaliou-se a possivel expressdo de resisténcia por
antixenose e/ou antibiose em 11 genoétipos de milho previamente selecionados no
ensaio conduzido a campo (Capitulo 1), sobre D. maidis em casa de vegetacdo. Os
parametros biolégicos avaliados foram: duracdo dos estadios e do periodo ninfal,
viabilidade por instar e total da fase ninfal e longevidade de adultos. Adicionalmente,
foram feitas analises morfologicas e fisicas dos gendtipos (densidade de tricomas,
dureza da folha e nervura), visando estabelecer correlagbes com as categorias de
resisténcia. Nos ensaios conduzidos a campo, ndo houve diferenga significativa
quanto a infestacdo por adultos nos gendtipos estudados em ambas as safras;
contudo, XB 8018, XB 8018 Bt, XB 8030, XB 8030 Bt, XB 9003, 90XB06 Bt, JM 2M60,
60XB14, XB 7116 Bt, 30F53 HR e SCS 154 Fortuna se destacaram com menores
valores absolutos de adultos de D. maidis sobre suas plantas, sugerindo a presenca
de fatores antixendéticos de resisténcia. Os gendtipos 90XB06 Bt, 30F53 VYHR, SCS
156 Colorado, IAC 8046, 30F53 YH, DKB 310 VTPRO3 nao foram infectados por
fitoplasma e espiroplasma durante a safra de verdo. No ensaio da biologia, constatou-
se que os genotipos 90XB06, IAC 8390, XB 9003 e DKB 310 PRO3 expressaram



antixenose sobre D. maidis, reduzindo a oviposi¢cao do inseto. Os gendtipos 60XB14,
90XBO06, IAC 8046, XB8018 e IAC 8390 expressaram antibiose e/ou antixenose sobre
a cigarrinha, reduzindo a viabilidade ninfal. A dureza das nervuras esta provavelmente
associada a resisténcia de alguns dos gendtipos avaliados e configura-se como
importante defesa morfologica contra D. maidis. Os resultados podem auxiliar os
programas de melhoramento genético de milho focando resisténcia a D. maidis e os

patdgenos associados e contribuindo com o MIP da cultura.

Palavras-chave: Zea mays L. Cigarrinha-do-milho. Antixenose. Antibiose. MIP.



ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is one of the main cereals grown in the world. Brazil is the third
largest producer of this grain behind only China and the United States of America. The
leafhopper Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) causes
direct damage to the crop through the continuous suction of sap, in addition to being a
vector of phytopathogens such as the Spiroplasma kunkelli Whitcomb (CSS) and the
phytoplasma Candidatus Phytoplasma asteris (MBSP), responsible for red stunt. The
use of chemical control of this species has low efficiency because it is an individual
with a high degree of dispersion. The use of genotypes resistant to agricultural pests
is a valuable strategy and compatible with other integrated pest management (IPM)
tools. The present study aimed to evaluate 32 no-Bt and Bt corn genotypes under field
conditions, aiming to characterize the expression of antixenosis and the incidence of
molicutes. Two experiments were carried out, the first in the second harvest (2018)
and the second in the first harvest (2018/2019). To contact the presence of
spiroplasma and phytoplasma, PCR analysis was performed in the first harvest
(2018/2019). Subsequently, the possible expression of resistance by antixenosis and
/or antibiosis was evaluated in 11 corn genotypes previously selected in the field trial
(Chapter 1), on D. maidis in a greenhouse. The biological parameters evaluated were:
duration of the stages and the nymphal period, viability per instar and total of the
nymphal phase and adult longevity. Additionally, morphological and physical analyzes
of the genotypes (trichome density, leaf hardness and rib) were carried out, aiming at
establishing correlations with the resistance categories. In field trials, there was no
significant difference in infestation by adults in the genotypes studied in both harvests,
however XB 8018, XB 8018 Bt, XB 8030, XB 8030 Bt, XB 9003, 90XB06 Bt, JM 2M60,
60XB14, XB 7116 Bt, 30F53 HR and SCS 154 Fortuna stood out with lower absolute
values of D. maidis adults on their plants, suggesting the presence of antixenotic
resistance factors. The genotypes 90XB06 Bt, 30F53 VYHR, SCS 156 Colorado, IAC
8046, 30F53 YH, DKB 310 VTPRO3 were not infected by phytoplasma and
spiroplasma during the first harvest. In the biology test, it was found that the genotypes
90XB06, IAC 8390, XB 9003 and DKB 310 PRO3 expressed antixenosis on D. maidis,
reducing the oviposition of the insect. The genotypes 60XB14, 90XB06, IAC 8046,

XB8018 and IAC 8390 expressed antibiosis and / or antixenosis on leafhoppers,



reducing nymphal viability. The hardness of the ribs is probably associated with the
resistance of some of the evaluated genotypes and is an important morphological
defense mechanism against D. maidis. The results can help maize breeding programs
by focusing on resistance to D. maidis and associated pathogens and contributing to
the IPM of the crop.

Keywords: Zea mays L. Corn leafhopper. Antixenosis. Antibiosis. MIP.
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INTRODUCAO GERAL

O cultivo do milho (Zea mays L.) tem crescido exponencialmente nas ultimas
décadas em todo o mundo, tornando-se a maior cultura agricola e ultrapassando a
marca de 1 bilhdo de toneladas produzidas ao ano (CONTINI et al., 2019; USDA,
2019). Esse gréo tem grande importancia econémica e social, uma vez que apresenta
alto valor nutricional e é utilizado intensamente para alimentacdo humana e animal,
além de servir como matéria-prima nas industrias. Do ponto de vista social, € um
alimento de baixo custo, pela viabilidade de cultivo em grande e/ou pequena escala
(GALVAO et al., 2014). No mercado mundial, cerca de 60% do milho é destinado
principalmente a producao animal, 13,4% para o consumo humano e 15,5% para a
producdo de biocombustivel (OECD-FAO, 2018). Existem mais de 150 produtos
industrializados utilizando esse grdo como matéria-prima na elaboracdo de dleos,
amido, adocgantes, xaropes, lisina, combustiveis, farmacos, vitaminas entre outros
(STRAZZI, 2015; VELJKOVICA et al., 2018).

O Brasil € o terceiro maior produtor de milho, ficando atrds somente dos
Estados Unidos da América (EUA) e China. Estima-se que a area plantada com esse
cereal no pais, incluindo-se a primeira e segunda safras, seja de aproximadamente
17.537,0 mil hectares. A média estimada de producédo € de 26.293,3 e 70.936,5 mil
toneladas para a primeira e segunda safras de 2019/2020, com uma produtividade
média de 5.508 kg/ha. Na safra de verdo de 2019 verificou-se menor
representatividade da cultura, uma vez que em relacdo a outros anos, esta
relacionado a mudanca na preferéncia de plantio por produtores, que optaram pelo
cultivo de soja (CONAB, 2019). Por outro lado, o aumento da produtividade em
territdrio nacional tem sido relacionado ao desenvolvimento e expansdo das areas
agricolas, avancos nas areas da tecnologia e biotecnologia e a adesao por boa parte
dos produtores, a sementes com altos indices de produtividade. Essa mudanca de
cenario fez saltar a producédo nos ultimos 40 anos que era de 20 milhdes de toneladas
na safra de 1976/77 para 97,8 milhdes de toneladas na safra 2016/2017 (CONTINI et
al., 2019).

Durante o cultivo de milho existe continua preocupacédo dos produtores com
relacdo as perdas ocasionadas por doencas e pelo ataque de artropodes-praga, 0S
quais podem provocar prejuizos de até 100% nas lavouras. Dentre as pragas que

geralmente estdo associadas a cultura, destacam insetos da ordem Lepidoptera:
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Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (lagarta-do-cartucho-do-milho), Helicoverpa zea
(Boddie) e Helicoverpa armigera (Hubner) (lagartas-das-espigas). S8o também
comuns insetos da ordem Coleoptera, tais como: Diabrotica speciosa (Germar) (larva-
alfinete), Cyclocephala spp. (Dejean) e Diloboderus abderus (Sturm) (corés), além de
algumas espécies de Hemiptera: Dichelops melacanthus (Dallas) (percevejo barriga-
verde), Euschistus heros (Fabricius) percevejo-marrom, Rhopalosiphum maidis (Fitch)
(pulgdo-do-milho) e Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (cigarrinha-do-milho)
(BIANCO, 2012; CRUZ, 2012; NAULT,1980; WAQUIL et al., 1999).

Fatores como a sucessdo continua de culturas como soja, milho e algodao,
aplicacdoes excessivas de defensivos, presenca de plantas invasoras nas areas
adjacentes ao cultivo, aliados ao uso de métodos inadequados de manejo, tém
proporcionado a ocorréncia de surtos populacionais de espécies-praga anteriormente
consideradas secundarias (SANTOS et al., 2009; SOUZA et al., 2014). Durante
décadas, especialmente antes da liberacao comercial do milho transgénico, a cultura,
demandava muitas pulverizacdes de inseticidas para o controle de insetos
mastigadores (principalmente S. frugiperda), controlando involuntariamente

organismos néo-alvo (CRUZ, 2012).

O plantio de culturas com biotecnologia vem aumentando expressivamente nas
Ultimas décadas e tem sido amplamente adotado por produtores em todo o mundo,
proporcionando beneficios para agricultura, economia, além de reducao no impacto
ambiental, pela diminuicdo do nimero de pulverizacdes com inseticidas. Estima-se
gue a area acumulada plantada com plantas transgénicas nos ultimos 20 anos seja
de 2,15 bilhdes de hectares, sendo 1,04 bilhdes destinados para soja, 0,64 bilhdes
para o cultivo de milho, 0,34 bilhdes para o algoddo e 0,13 bilhGes para a canola,
distribuidos em 24 paises (ISAAA, 2017).

O Brasil ocupa o segundo lugar entre os paises que mais implementam culturas
com biotecnologia, com uma area de aproximadamente 50,2 milhdes de hectares,
sendo 15,6 milhdes de hectares destinados ao milho de primeira e segunda safras
(ISAAA, 2017). Assim como verificado em outros paises, 0 aumento no plantio de
areas com tecnologia Bt proporcionou reducdo significativa na aplicacdo de
inseticidas, causando uma mudanca no status econdmico das pragas associadas a
lavoura, especialmente para insetos sugadores e que anteriormente ndo eram

considerados pragas-chave (CRUZ, 2012).
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Dentre os insetos sugadores da cultura do milho, a cigarrinha D. maidis
destaca-se pelos prejuizos significativos que tem acarretado as plantacdes de milho
(OLIVEIRA et al., 2002a). Esse inseto ocorre em toda a regido neotropical, sendo a
Unica espécie do género que ocorre em plantacdes de milho no Brasil (NAULT, 1985;
OLIVEIRA et al., 2004). O sistema de cultivo de primeira e segunda safra do milho no
Brasil, funciona como uma “ponte verde”, permitindo a sobrevivéncia desse inseto e
dos patdégenos associados tornando ineficiente a rotacdo de culturas, que outrora
impedia que o inseto completasse o ciclo e a permanéncia na area (SILVA et al.,
2017). Outro fato comumente associado, deve-se a presenca do milho voluntario
(tiguera), que permite a sobrevivéncia da D. maidis e patdgenos associados que

ocasionam enfezamentos, no milho (CAROLINI et al., 2013).

Dalbulus madis € uma espécie que se adapta rapidamente a hovos ambientes.
Apresenta corpo pequeno, ciclo bioldgico curto, podendo ter varias geragcdes no ciclo
da planta hospedeira, multiplicando-se rapidamente, sendo caracterizada como
espécie estrategista r. Os adultos da cigarrinha-do-milho apresentam 3,7 mm a 4,3
mm de comprimento, com coloragdo amarelo palha, a cabeca possui tamanho médio
de 0,6-0,75 mm, com duas manchas circulares negras. A coloracao da cigarrinha-do-
milho pode variar de regido para regido, em tonalidades mais claras ou mais escuras
(TRIPLEHORN; NAULT, 1985; WAQUIL et al., 1999). O periodo embrionario de D.
madis pode variar de cinco a 12 dias, em temperaturas entre 23 e 26°C (MARIN et al.,
1987; WAQUIL et al., 1999). E uma espécie hemimetabdlica apresentando cinco
estagios ninfais com duracéao de 3,8; 3,1; 2,8; 3,3; e 2,7 dias, em temperatura de 26°C.
O periodo médio de ovo a adulto pode variar de 24,5 a 27,1 dias (WAQUIL et al., 1999;
ZURITA et al., 2000).

O periodo de pré-oviposicao das fémeas da cigarrinha é de 8,5 dias e o periodo
de oviposicéo é de 29,6 dias (MARIN et al., 1987). Os ovos medem 1,3 mm, séo de
coloracdo branca e possuem o corion transparente. As fémeas inserem
individualmente os ovos nos tecidos das plantas sob a camada epidérmica do limbo
foliar, ou na nervura central da folha, em posi¢ao horizontal, os quais ficam em linhas
paralelas as nervuras da folha. A deposicéo dos ovos pode ser isolada, em pares, ou
em grupos de cinco ou seis ovos (HEADY; NAULT, 1984; HEADY; MADDEN; NAULT,
1985; WAQUIL et al., 1999).
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A cigarrinha-do-milho € considerada um dos principais hemipteros-praga da
cultura, além de ser vetora de patdogenos do milho nas Américas, causando necroses,
alteracdes fisiologicas severas devido a injecdo de saliva toxica ou posturas
endofiticas e, principalmente, pela inoculagdo de patdbgenos que provocam
enfezamentos (NAULT, 1980; WAQUIL et al., 1999; LOPES; OLIVEIRA, 2004). No
Brasil, sua ocorréncia foi registrada em mais de 143 municipios pertencentes a 17
estados e no Distrito Federal. Estudos realizados em territério nacional de
levantamento da abundéancia de espécies de cigarrinhas revelaram que a espécie D.
maidis representou 90,1% das cigarrinhas coletadas pertencentes a familia
Cicadellidae (OLIVEIRA; QUERINO; FRIZZAS, 2017). Esse inseto tem alta
capacidade de dispersdo, podendo percorrer distancias maiores que 20 km,
contribuindo para a sobrevivéncia, e dispersdo, de individuos para outras areas
(OLIVEIRA; LOPES; NAULT, 2013).

Os enfezamentos sdo causados por dois fitopatégenos da classe Mollicutes:
Spiroplasma kunkelii, conhecido por ‘corn stunt spiroplasma’, e Candidatus
Phytoplasma asteris, conhecido por ‘maize bushy stunt phytoplasma’ (MBSP).
Adicionalmente, D. maidis também pode transmitir o virus Maize rayado fino virus
(MRFV), que ocasiona pontos cloréticos, manchas ou linhas-curtas distribuidas de
forma uniforme nas folhas do milho (NAULT, 1980, 1990). Os molicutes sé&o
geralmente conhecidos como espiroplasma e fitoplasma; sédo seres procariontes, sem
parede celular definida e a sua transmisséo ocorre de forma persistente-propagativa
por espécies de cigarrinhas (NAULT, 1980).

O espiroplasma ocasiona o enfezamento-palido do milho. Os sintomas
caracteristicos da presenca patdgeno sdo manchas cloréticas e independentes,
produzidas na base das folhas e que, posteriormente, coalescem e formam bandas
grandes; os entrends se desenvolvem menos e a planta tem a altura reduzida, dando
o aspecto de “enfezada”. Ainda, formam-se brotos nas axilas das folhas e o colmo e
as folhas adquirem a cor avermelhada. O fitoplasma ocasiona o enfezamento-
vermelho e os sintomas assemelham-se aos do espiroplasma, exceto pela severidade
e a maior intensidade da cor vermelha, que chega a ser purpura em folhas mais
velhas, e por abundante perfilhamento nas axilas foliares e na base das plantas
(NAULT, 1980; SABATO, 2017).

Plantas de milho que apresentam infec¢des ocasionadas por espiroplasma ou

fitoplasma tém a capacidade de absor¢cdo de nutrientes comprometida e, como
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consequéncia, mostram reduc&o no crescimento e na producdo de graos (OLIVEIRA
et al., 2002b), com perdas de até 70% na produtividade (OLIVEIRA et al., 2005). Para
0 manejo das doencas associadas a estes patégenos no milho, recomenda-se a
utilizacao de cultivares resistentes, além do controle do vetor por meio de aplicacbes
com inseticidas sintéticos sistémicos, via foliar ou o tratamento de sementes
(CASELA; KRATTIGER, 1998; LOPES; OLIVEIRA, 2004; COTA et al., 2018).

Entretanto, o uso indiscriminado de inseticidas e de misturas de ingredientes
ativos pode ocasionar impactos irreversiveis ao meio ambiente, prejudicando
organismos ndo-alvo, além de alterar o agroecossistema (SANCHEZ-BAYO;
TENNEKES,; GOKA, 2013; MAHMOOD et al., 2016), e selecionar individuos
resistentes, reduzindo a eficiéncia dessa pratica de controle (NAUEN et al., 2012;
HAFEEZ et al., 2018).

O uso de cultivares resistentes a insetos pode ser uma alternativa eficiente para
a reducédo no uso de inseticidas nas lavouras, além de ser compativel com as demais
taticas previstas no Manejo Integrado de Pragas (MIP). A resisténcia de plantas a
determinadas espécies de pragas esta relacionada com suas caracteristicas fisicas,
guimicas e morfolégicas, que podem alterar a preferéncia e a biologia do inseto
contribuindo para diminuicdo da populacdo do mesmo e mantendo-a em niveis que
ndo causam prejuizos econdmicos, além de contribuir para a conservacdo do
agroecossistema e proporcionar maior rentabilidade ao produtor (PAINTER, 1951;
BALDIN et al., 2019). Com relacdo ao manejo das doencas do milho, a utilizacdo de
cultivares resistentes a patégenos € também considerada o método mais eficiente
para a reducao das perdas nas lavouras (TEXEIRA; SABATO et al., 2017).

Considerando-se a importancia crescente e o0 expressivo potencial de danos
que D. maidis e os patdgenos associados apresentam para a cultura do milho, este
estudo teve como objetivo selecionar gendtipos de milho Bt e ndo-Bt mais resistentes
frente ao ataque da cigarrinha-do-milho D. maidis, bem como seus patdgenos
associados a campo. Em adicdo, foram avaliados parametros bioldgicos do inseto
confinado a gendtipos de milho selecionados na etapa anterior em casa-de-
vegetacdo. Os objetivos especificos do trabalho foram: a) caracterizar a possivel
expressdo de antixenose sobre D. maidis e resisténcia a molicutes em 32 gendtipos
Bt e ndo-Bt de milho; b) caracterizar a possivel expressdo de antibiose e/ ou

antixenose de gendtipos de milho selecionados sob condi¢gdes de semi-campo.
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A dissertacao foi dividida em dois capitulos visando atingir os objetivos
anteriormente descritos. O primeiro foi intitulado “Avaliacdo de resisténcia de
gendtipos de milho Bt e ndo-Bt a Dalbulus maidis (Hemiptera: Cicadellidae) e
molicutes associados” e foi redigido de acordo com as normas da revista Bragantia.
O segundo, intitulado “Niveis variaveis de antibiose e/ou antixenose de gendtipos de
milho Bt e né&o-Bt sobre Dalbulus maidis (Hemiptera: Cicadellidae), foi redigido
conforme as normas da revista Arthropod-Plant Interactions. Essas informacdes
podem ser Uteis aos programas de melhoramento genético de milho focando

resisténcia a cigarrinha e patdgenos envolvidos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos quanto a resisténcia de plantas a pragas e doengas de importancia
econdmica sdo imprescindiveis para programas de melhoramento genético de plantas
e é uma ferramenta valiosa para 0 manejo integrado de pragas. Neste trabalho foi
avaliado 32 gendtipos submetidos a condi¢cdes de campo e 11 gendtipos avaliados
em casa de vegetacgao.

N&o houve diferenca significativa quanto a infestacao por adultos e ninfas nos
genotipos estudados em ambas as safras, porém os cultivares XB 8018, XB 8018 Bt,
XB 8030, XB 8030 Bt, XB 9003, 90XB06 Bt, JM 2M60, 60XB14, XB 7116 Bt, 30F53
HR e SCS 154 Fortuna se destacaram com menores valores absolutos de adultos de
D. maidis sobre suas plantas, sugerindo a presenca de fatores antixenoéticos de
resisténcia.

As analises de PCR realizadas na “safra de verao” reveleram que os genotipos
90XB06 Bt, 30F53 VYHR, SCS 156 Colorado, IAC 8046, 30F53 YH, DKB 310
VTPRO3 nao foram infectados por fitoplasma e espiroplasma, indicando potencial
para resisténcia aos enfezamentos associados a cigarrinha.

Nos ensaios conduzidos e casa-de-vegetacao os genotipos 90XB06, IAC 8390,
XB 9003 e DKB 310 PRO3 expressaram antixenose sobre D. maidis, reduzindo a
oviposicao do inseto. Os geno6tipos 60XB14, 90XB06, IAC 8046, XB 8018 e IAC 8390
expressaram antibiose e/ou antixenose sobre a cigarrinha, reduzindo a viabilidade
ninfal.

No bioensaio realizado foi observado que a dureza das nervuras esta
provavelmente associada a resisténcia de alguns dos genaétipos avaliados e configura-
se como importante defesa morfol6gica contra D. maidis

Os resultados obtidos no presente trabalho podem contribuir para programas
de melhoramento genético de plantas visando a resisténcia de plantas.
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