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RESUMO

O complexo de enfezamentos do milho representa um desafio fitossanitario crescente no
Brasil, incluindo a regido Oeste do Parand, onde se tem observado uma crescente pressao do
vetor e aumento na severidade da doenga. Este estudo teve como objetivo avaliar a incidéncia
de doengas causadas por Spiroplasma kunkelii, maize bushy stunt phytoplasma e maize
rayado fino virus (MRFV), monitorar a infestagdo da cigarrinha do milho (Dalbulus maidis) e
realizar a detec¢do molecular desses patdgenos em cultivos de primeira e segunda safra no
Oeste do Parana. Para isso, foram monitoradas 16 areas agricolas, utilizando armadilhas
adesivas para captura do vetor, inspegdes visuais das plantas e analises moleculares para
detecgdo dos patogenos. A maior densidade populacional de D. maidis foi observada na
segunda safra, especialmente nos municipios de Cascavel e Santa Helena. No entanto, a
detec¢dao molecular dos patdgenos e a incidéncia de plantas sintomaticas foram mais elevadas
na primeira safra, especialmente em Santa Helena, onde 43% das plantas avaliadas
apresentaram sintomas tipicos do complexo. S. kunkelii foi o patdgeno mais frequentemente
detectado na primeira safra, enquanto o MRFV predominou nas amostras da segunda safra.
Os dados revelaram variagdes espaciais e temporais expressivas na infestacdo do vetor entre
os municipios, com tendéncia de aumento ao longo do ciclo da cultura, atingindo picos nas
ultimas avaliagdes. Apesar da elevada infestacdo em diversas areas, a ocorréncia de sintomas
nao foi uniforme, e ndo se observou correlagao direta entre a densidade de cigarrinhas e a
incidéncia da doenca. Esses resultados indicam que a ocorréncia do complexo de
enfezamentos ¢ influenciada por multiplos fatores, como a pressdo de indculo, a tolerancia
dos hibridos cultivados e as estratégias de manejo adotadas localmente. A integracdo entre o
monitoramento da infestagcao do vetor, a avaliacao visual de sintomas e o diagnodstico
molecular mostrou-se essencial para compreender a dinamica do complexo de enfezamentos
do milho em nivel local, além de ser fundamental para o direcionamento de estratégias de

manejo regionalizadas e sustentaveis.

Palavras-chave: Zea mays, Dalbulus maidis, Spiroplasma kunkelii, maize rayado fino virus,

Maize bushy stunt phytoplasma.
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ABSTRACT

The corn stunt complex represents a growing phytosanitary challenge in Brazil, including the
western region of Parand, where increasing vector pressure and disease severity have been
observed. This study aimed to assess the incidence of diseases caused by Spiroplasma
kunkelii, maize bushy stunt phytoplasma and maize rayado fino virus (MRFV), monitor the
infestation of the corn leathopper (Dalbulus maidis), and perform molecular detection of these
pathogens in summer and off-season corn crops in western Parana. Sixteen agricultural areas
were monitored using yellow sticky traps for vector capture, visual inspections of plants, and
molecular analyses for pathogen detection. The highest infestation of D. maidis was observed
during the second growing season, particularly in the municipalities of Cascavel and Santa
Helena. However, the molecular detection of pathogens and the incidence of symptomatic
plants were higher during the first season, especially in Santa Helena, where 43% of the
evaluated plants exhibited typical symptoms of the complex. S. kunkelii was the most
frequently detected pathogen in the first season, while MRFV predominated in samples. The
data revealed significant spatial and temporal variation in vector infestation among
municipalities, with a tendency for increasing populations throughout the crop cycle, peaking
during the final evaluations. Despite the high infestation levels in several areas, symptom
occurrence was uneven, and no direct correlation between leathopper density and disease
incidence was observed. These findings indicate that the occurrence of the maize stunting
complex is influenced by multiple factors, such as inoculum pressure, hybrid tolerance, and
locally adopted management strategies. Integration of vector population monitoring, visual
symptom assessment, and molecular diagnosis proved essential for understanding the local
dynamics of the maize stunting complex, as well as for guiding regionally adapted and

sustainable management strategies.

Key words: Zea mays, Dalbulus maidis, Spiroplasma kunkelii, maize rayado fino virus, maize

bushy stunt phytoplasma
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays) € uma das principais culturas agricolas do Brasil, destacando-se por
sua versatilidade e importancia estratégica. Atua como importante fonte de energia e proteina
para a alimentacdo humana e animal, além de ser amplamente utilizada como matéria-prima na
producdo de etanol, contribuindo para a diversificacdo e sustentabilidade da matriz energética.
Suas aplicacdes vao desde produtos alimenticios até racdes e silagens destinadas a pecuaria.
Essa ampla utilizagdo consolida o milho como elemento central da agricultura nacional,
posicionando-o como um dos pilares da seguranca alimentar e energética do pais, com impacto
significativo nos mercados interno e externo. Originario da América Central, este cereal ¢
cultivado em mais de 70 paises (DOWSWELL et al., 2019; GUIMARAES, 2024).

O Brasil ocupa a terceira posicao entre os maiores produtores mundiais de milho, com
uma produgdo de 114,953 milhdes de toneladas no ano agricola de 2024, ficando atras apenas
dos Estados Unidos e da China. Esses trés paises também se destacam como os principais
exportadores globais. No caso do Brasil, a participagdo no mercado internacional tem crescido
de forma significativa, impulsionada sobretudo pela expansdo e consolidacdo da produ¢do da
segunda safra (safra de inverno) (IBGE, 2024; USDA, 2024).

Embora o Brasil figure entre os maiores produtores mundiais de milho, sendo essa uma
das culturas de maior relevancia econdmica e estratégica para o agronegocio nacional, a
produtividade ainda ¢ significativamente afetada por diversos desafios fitossanitarios. Dentre
esses, destaca-se o complexo de enfezamentos do milho, considerado um dos principais fatores
limitantes da producdo nas principais regides produtoras do pais, em fungdo das redugdes
expressivas de rendimento e do impacto sobre a qualidade dos graos. Os enfezamentos causados
por molicutes e as viroses do milho aumentaram em incidéncia, causando prejuizos
significativos na producdo de sementes desse cereal (OLIVEIRA et al., 1998; 2003). O
complexo de enfezamento do milho ¢ composto por doengas vasculares e sistémicas causadas
por dois molicutes — Spiroplasma kunkelii, agente etiologico do enfezamento palido (DAVIS
etal., 1973; WHITCOMB et al., 1986), e maize bushy stunt phytoplasma (MBSP) responsavel
pelo enfezamento vermelho (NAULT, 1980), e por dois virus, o maize rayado fino virus
(MRFV, Marafivirus maydis), causador do raiado fino (GAMEZ, 1969; NAULT et al., 1989),
e virose do mosaico estriado do milho (maize striate mosaic virus - MSMV) (VILANOVA et
al., 2022).

Esses patogenos sdo transmitidos pela cigarrinha do milho (Dalbulus maidis) (DeLong



& Woicott) (Hemiptera: Cicadellidae) um inseto vetor amplamente distribuido nas regides
tropicais e subtropicais das Américas que utiliza o milho e os teosintos como seu hospedeiro
para reproducao (BRADFUTE et al., 1981; GAMEZ, 1969; HRUSKA et al., 1996; KUNKEL,
1948; OLIVEIRA et al., 2020; 2022; 1998). A infeccdo pode ocorrer de forma isolada ou
simultanea, dificultando o diagnéstico visual, uma vez que os sintomas variam de acordo com
fatores ambientais, estddio fenologico da planta e suscetibilidade da cultivar utilizada
(GALVAO et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2023).

O MRFYV induz pontos clordticos nas nervuras secunddarias e terciarias, que coalescem
em riscas esbranquigadas, visiveis quando a folha ¢ observada contra a luz. Os sintomas
causados pelo MRFV costumam surgir por volta do estadio vegetativo V4 e tendem a se agravar
na fase reprodutiva. O periodo de incubagdo ¢ de aproximadamente 14 dias, durante os quais a
planta permanece assintomatica (GAMEZ, 1969, 1973; GONZATTO et al., 2023; POZEBON
et al., 2022). O enfezamento palido caracteriza-se por estrias clorédticas esbranqui¢adas ou
palidas que se estendem da base ao apice das folhas, acompanhadas de clorose, avermelhamento
das margens, encurtamento de entrends, reducdo da altura da planta e formacdo de espigas
pequenas. Ja o enfezamento vermelho manifesta-se por avermelhamento intenso, por vezes com
tonalidade purpura nas folhas mais velhas, além da proliferacdo de perfilhos e brotagdes
axilares, encurtamento de entrenods e espigas malformadas (NAULT, 1980; SABATO et al.,
2018).

Os molicutes sdo bactérias desprovidas de parede celular, caracteristica que lhes confere
morfologia pleomorfica e elevada capacidade adaptativa. Apds a inoculagdo no floema pela
alimentacdo da cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis), esses patdgenos colonizam
sistemicamente os tecidos floematicos da planta hospedeira. Durante o periodo de laténcia,
multiplicam-se e, posteriormente, obstruem os vasos condutores, comprometendo a
translocagdo de fotoassimilados (NAULT, 1980). Essa obstrucdo interfere diretamente na
distribuicao de agua, nutrientes e agucares, resultando em desequilibrios metabolicos, acimulo
de acucares nas folhas, alteracdes hormonais e toxicidade celular. Como consequéncia, a planta
degrada a clorofila, reduz sua taxa fotossintética e manifesta sintomas caracteristicos do
complexo de enfezamentos, como amarelecimento e avermelhamento foliar, encurtamento de
entrenos, proliferacao de espigas, superbrotamento e desenvolvimento de espigas improdutivas
(NAULT, 1980; SABATO et al, 2018; OLIVEIRA et al., 2022).

Além disso, a infeccdo compromete o crescimento da planta, reduz a inser¢do e o
enchimento das espigas e diminui significativamente o potencial produtivo. Plantas afetadas

também se tornam mais vulneraveis a infec¢des secundarias, como podridoes de colmo e



espiga, o que agrava os prejuizos agrondmicos e pode resultar em morte prematura, fragilidade
do colmo e maior suscetibilidade a fungos oportunistas. O tombamento de plantas e a perda de
espigas em campo favorecem o surgimento de plantas voluntarias (tigueras) na safra seguinte,
contribuindo para a perpetuagao dos patogenos e de seu vetor, dificultando o controle da doenga
(SABATO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2005, 2002 b).

A cigarrinha do milho dissemina os patogenos ao migrar de lavouras adultas infectadas
para areas recém-plantadas com plantulas sadias (OLIVEIRA et al., 2002 a). Os adultos
apresentam coloragdao amarelo-palha, com duas manchas circulares escuras na cabecga, sendo
comumente encontrados nos cartuchos das plantulas (TRIPLEHORN et al., 1985; WAQUIL et
al., 1999). A transmissdo dos molicutes (S. kunkelii ¢ MBSP) ocorre de forma persistente e
propagativa, ou seja, apos o inseto vetor, D. maidis, alimentar-se de uma planta infectada
(periodo de aquisi¢do), os patdgenos atravessam o canal alimentar e se multiplicam em
diferentes 6rgdos internos, principalmente nas glandulas salivares (ALIVIZATOS et al., 1986;
NAULT, 1980). Apo6s o periodo de laténcia, o inseto torna-se permanentemente infectivo, sendo
capaz de transmitir os patdgenos por toda a sua vida. Esse processo inclui quatro fases
principais: (1) periodo de aquisi¢ao, (2) periodo de laténcia, (3) periodo de acesso a inoculagao
e (4) fase de retencdo (MOYA-RAYGOZA et al., 1998; NAULT, 1997, 1980). Em contraste, o
MRFV apresenta modo de transmissdo classificado como persistente circulativo ndo
propagativo. Apds a aquisi¢do, o virus atravessa o intestino do inseto e circula pela hemolinfa
até atingir as glandulas salivares, sem se multiplicar no organismo do vetor (GAMEZ, 1969;
PANIAGUA et al., 1976).

A biologia de Dalbulus maidis contribui substancialmente para sua eficiéncia como
vetor dos patdgenos associados ao complexo de enfezamentos do milho. Essa espécie apresenta
alta taxa de reproducdo e ampla capacidade de dispersdo, o que favorece a manutencdo e
dissemina¢do dos patogenos em diferentes regides produtoras. Além disso, seu comportamento
alimentar especializado, com preferéncia por tecidos floematicos, possibilita a aquisi¢do e a
inoculagdo eficiente de molicutes e virus durante a alimentacdo. A longevidade do inseto e a
capacidade de reter os patdgenos por toda a vida aumentam ainda mais o potencial de
transmissdo e o impacto epidemiologico dessa espécie nas lavouras de milho (Nault, 1980;
Oliveira et al., 2023; 2022). Trata-se de um inseto hemimetabolo, que passa pelos estagios de
ovo, ninfa e adultos (NAULT, 1980). As fémeas realizam oviposi¢cao endofitica, inserindo os
ovos no interior das folhas do milho, onde permanecem protegidos. As ninfas, desenvolvem-se
no cartucho da planta, alimentando-se da seiva. Os adultos apresentam colora¢do amarelo-palha

e comprimento variando entre 3,7 mm e 4,3 mm, sendo as fémeas geralmente maiores que os



machos. Morfologicamente, distinguem-se por possuirem quatro fileiras longitudinais de
espinhos nas tibias posteriores e duas manchas circulares escuras na cabega, caracteristicas uteis
para identificacdo em campo (OLIVEIRA, et al. 2018 b; TRIPLEHORN et al., 1985; WAQUIL
et al., 1999).

A dispersdo de Dalbulus maidis pode ocorrer tanto por voo ativo quanto de forma
passiva, por meio de correntes de vento, sendo também favorecida pela proximidade entre areas
cultivadas. Durante a entressafra, o inseto pode sobreviver em plantas voluntarias de milho
(tigueras) e utilizar a braquidria e outras gramineas como plantas abrigo temporarias; contudo,
apenas o milho permite a conclusdo completa de seu ciclo biologico (NAULT, 1990; 1980;
OLIVEIRA et al., 2020; 2013; 2002 a; 2002 b).

No Brasil, a cigarrinha foi registrada pela primeira vez em 1930. Entretanto, a partir da
safra 1980, a expansdo dos cultivos de milho denominados segunda safra, associada
posteriormente ao uso de sistemas de irrigagdo, como o pivo, possibilitou a manutengdo da
cultura no campo durante praticamente todo o ano e em extensas areas de producdo. Essa
alteracdo no calendario e na disponibilidade continua de hospedeiros promoveu mudangas
significativas na dindmica de diferentes patossistemas, sobretudo aqueles mediados por insetos
vetores. Como consequéncia, registrou-se um aumento expressivo na incidéncia de doengas,
inicialmente em estados como Minas Gerais, Goias e Sao Paulo, com posterior avango para as
regides Sul do pais (OLIVEIRA et al., 1998; 2003 a; SABATO, 2018).

Desde a safra 2013/2014, o Brasil enfrenta uma epidemia persistente do complexo de
enfezamentos do milho, intensificada por fatores agrondmicos como a expansdo da segunda
safra, o cultivo de milho em sucessdo a soja, a auséncia de um vazio sanitario € a presenca
recorrente de plantas voluntdrias de milho (tigueras) nas lavouras (HRUSKA et al., 1996;
POZEBON et al., 2022; VIRLA et al., 2010). A manifestagdo da doenga estd relacionada a
interacdo entre os trés patdgenos envolvidos cuja composi¢ao especifica pode variar de uma
regido para outra. Os danos provocados as plantas ndo seguem um padrdo uniforme, sendo
influenciados pelo agente predominante, pelo estddio fenoldgico no momento da infec¢do e
pela suscetibilidade genética do hibrido utilizado (OLIVEIRA et al., 2022; TOFFANELLI et
al., 2002).

A infeccdo por patdégenos do complexo de enfezamento, sobretudo em estadios
vegetativos iniciais, pode resultar em perdas expressivas de produtividade (SABATO et al.,
2018 a). Em regides como o Oeste do Parand, onde a incidéncia dessas doengas tem se
intensificado, torna-se fundamental adotar praticas agricolas sustentaveis, integradas ao

monitoramento populacional da cigarrinha do milho e ao uso de ferramentas epidemiologicas.



Essa abordagem ¢ essencial para reduzir os impactos econdmicos causados pelo complexo de
enfezamentos (OLIVEIRA et al., 2003).

Para o monitoramento e a compreensdo da distribuicdo dos patogenos, técnicas
laboratoriais tém se mostrado ferramentas valiosas para detec¢ao em plantas de milho e em
vetores. Entre os métodos utilizados, destacam-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
para a deteccdo do DNA dos molicutes (S. kunkelii e MBSP), testes soroldgicos, microscopia
eletronica e RT-PCR, empregados na identificagdo do MRFV (DOYLE, 1991; HARRISON et
al., 1996; LEE et al., 1993). Essas abordagens laboratoriais permitem nao apenas confirmar a
presenga dos agentes etiologicos, mas também mapear sua ocorréncia em diferentes regides,
subsidiando estratégias de controle mais direcionadas.

O manejo eficaz do complexo de enfezamento requer a adogdo integrada de boas
praticas agricolas, como a escolha de hibridos com resisténcia genética, o tratamento quimico
de sementes, a defini¢do de épocas adequadas para o plantio, o controle rigoroso das infestagdes
do vetor, a eliminagdo de plantas voluntarias e a colheita em tempo adequado. A implementacao
combinada dessas medidas ¢ essencial para a mitigagdo dos danos causados pelas doencas
associadas ao complexo de enfezamentos do milho (ALVES et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2022).

Diante da crescente relevancia do complexo de enfezamentos no Brasil, torna-se
essencial compreender seus aspectos epidemioldgicos em diferentes regides, incluindo a
dindmica populacional da cigarrinha do milho e a incidéncia das doencas ao longo das safras
de verdo e inverno. Nesse contexto, este estudo tem como objetivo gerar subsidios técnicos e
cientificos que apoiem o aperfeicoamento das praticas de manejo, promovendo maior

sustentabilidade e eficiéncia na produgdo de milho ao longo de todo o ciclo da cultura.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Estudar os aspectos epidemioldgicos do complexo de enfezamento do milho em cultivo de

primeira e segunda safra no Oeste do Parana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Avaliar a incidéncia do complexo de enfezamento do milho em propriedades rurais no
Oeste do Parand, nos cultivos de primeira e segunda safra.

2. Determinar o nivel de infestacdo da cigarrinha do milho em propriedades rurais no Oeste
do Parand, nos cultivos de primeira e segunda safra.

3. Estimar a prevaléncia regional dos patégenos associados ao complexo de enfezamento do

milho durante os periodos da primeira e segunda safra no Oeste do Parana.



MATERIAL E METODOS

1.1. Areas selecionadas e hibridos de milho avaliados

A incidéncia de doengas associadas a molicutes e a0 MRFV em cultivos de milho,

bem como o monitoramento da infestacao de adultos da cigarrinha do milho, foram avaliados

em parcelas experimentais distribuidas em oito propriedades rurais localizadas na regido

Oeste do estado do Parana. O estudo foi conduzido em dois periodos distintos de cultivo:

primeira safra (plantios realizados entre setembro e outubro) e segunda safra (plantios

estabelecidos entre janeiro e fevereiro). Ao todo, foram monitorados oito locais durante a

primeira safra e oito locais durante a segunda safra, sendo que algumas areas apresentaram

sobreposi¢do espacial, ou seja, foram utilizadas nos dois periodos de cultivo (Figura 1; Tabela

1) (GOOGLE EARTH, 2025).
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Figura 1. Mapa de localiza¢do dos pontos de monitoramento no Oeste do Parana.

As cores dos marcadores representam o periodo de cultivo do milho: azul indica primeira

safra, vermelho indica cultivo no periodo primeira/segunda safra, e verde representa a

segunda safra.

Imagem elaborada a partir de dados geograficos coletados em campo e sobrepostos a uma



imagem de satélite obtida no Google Earth.

Tabela 1. Localizagao geografica dos municipios avaliados no estado do Parana.

Primeira Safra Segunda Safra

Municipios Latitude Longitude Latitude Longitude
Alto Piquiri -23.915798 -53.505495
Braganey -24.859583 -53.137944 -24.859583 -53.137944
Cafelandia -24.700463 -53.395632 -24.700463 -53.395632
Cascavel -24.901205 -53.563173 -24.901205 -53.563173
Km408 -25.086528 -53.236417
Rio da Paz -25.14297 -53.52333
Santa Helena -24.81519 -54.33222 -24.81519 -54.33222
Toledo -24.808888 -53.670391
Vera Cruz -25.02443 -53.87628 -25.02443 -53.87628
Corbélia -24.849167 -53.325000

-24.808880 -53.670391

Santa Tereza do Oeste

Nas areas monitoradas, foi realizado o levantamento do historico de cultivo com

énfase nos hibridos de milho utilizados em cada propriedade, com o objetivo de caracterizar o

perfil genético dos materiais utilizados durante os dois periodos de avaliagdo. Para tal, foram

obtidas informagdes junto a produtores e técnicos responsaveis pelo manejo das areas,

referentes aos hibridos implantados na primeira e segunda safra do ano agricola 2024/2025.

Posteriormente, os hibridos foram classificados quanto ao seu nivel de resisténcia ao

complexo de enfezamentos do milho, com base em informagdes técnicas fornecidas pelas

empresas detentoras do germoplasma. As categorias fitossanitarias adotadas seguiram quatro

niveis de resposta: Tolerante (T), Moderadamente Resistente (MR), Moderadamente

Suscetivel (MS) e suscetivel (S) (Tabela 1).

Tabela 2. Susceptibilidade dos hibridos de milho ao complexo de enfezamento utilizados nas
propriedades monitoradas na safra 2024/2025

Hibridos/Classificacdo ao complexo de enfezamento

Regides Primeira safra Segunda safra
Alto Piquiri SX7341VIP3 (MS) -

Braganey SHS7990PRO2 (MS) SHS7990PRO2 (MS)
Cafelandia P3016VYHR (MS) P3322PWU (MR)
Cascavel B2782 (MS) P3322PWU (MR)
Km408 P3707VYH (MR)

Rio da Paz P3016VYHR (MS)

Santa Helena KWS7510VIP3 (MS) KWS7510VIP3 (MS)
Toledo AS1800PRO3 (MS)
Vera Cruz MGS593PWU (MR) MGS593PWU (MR)
Corbélia - P3322PWU (MR)
Santa Tereza do Oeste - B2702VYHR (MR)

Tolerante (T), moderadamente resistente (MR), moderadamente suscetivel (MS) e suscetivel (S).



1.2. Monitoramento da cigarrinha do milho

Durante o experimento, foi instalado um suporte fixo e ajustavel em altura para o
monitoramento da cigarrinha do milho. Esse suporte foi instalado a 10 metros da borda do
talhdo, no mesmo dia da semeadura.

O monitoramento foi realizado por meio de armadilhas entomoldgicas amarelas do modelo
Colortrap (30 x 10 cm), cuja coloracao ¢ atrativa para insetos vetores. A superficie da
armadilha ¢ recoberta com cola entomologica, responsavel pela retencao dos insetos
capturados.

As armadilhas foram substituidas a cada 15 dias. Em cada troca, a altura do suporte foi
ajustada para manter a armadilha adesiva proxima as folhas jovens das plantas de milho,
locais onde se observa maior presenca do vetor. O niimero de cigarrinhas capturadas foi
contado com o auxilio de uma lupa de mao, permitindo estimar a infestagdo do vetor na area
monitorada. A contagem foi realizada em todos os quadrantes da armadilha, considerando

ambos os lados.

1.3. Avaliacao de incidéncia da doenca

Durante o ano agricola de 2024/2025, foram realizadas avalia¢des da incidéncia de
doencgas em plantas de milho por meio de inspe¢des visuais dos sintomas associados ao
complexo de enfezamento do milho. Em cada propriedade agricola monitorada, foram
demarcados quatro pontos amostrais proximos ao suporte de monitoramento da cigarrinha do
milho, constituidos por parcelas com cinco linhas de cultivo, cada uma contendo 20 plantas.

Assim, cada repeticao foi composta por 100 plantas, totalizando quatro repeti¢des por
local e um total de 400 plantas avaliadas por propriedade. As avaliagdes foram realizadas em
trés periodos distintos: aos 30, 60 e 90 dias ap0ds o plantio.

Para a avaliacdo da incidéncia, foram consideradas sintométicas as plantas que
apresentavam sinais caracteristicos de enfezamento palido, enfezamento vermelho, raiado fino
ou a combinagdo entre essas doengas. Os sintomas tipicos do enfezamento palido incluem
clorose generalizada, estrias esbranquicadas que se estendem da base ao apice das folhas,
encurtamento de entrenos e reducdo no porte da planta. O enfezamento vermelho manifesta-se
principalmente por avermelhamento intenso das folhas mais velhas, proliferagao de perfilhos
e brotagdes axilares, além de espigas pequenas e malformadas. O raiado fino, por sua vez,

caracteriza-se pela inducdo de pontuagdes clordticas nas nervuras secundarias e terciarias, que
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evoluem para estrias esbranquigadas (NAULT, 1980; SABATO et al., 2018).

Devido a similaridade e sobreposi¢do dos sintomas no campo, nao foi possivel
distinguir entre as trés doengas. Assim, a presenca de qualquer um desses sintomas,
isoladamente ou em combinagao, foi considerada indicativa de infec¢ao pelo complexo de
enfezamentos do milho.

A incidéncia foi calculada como a propor¢ao entre o nimero de plantas sintomaticas e

o total de plantas avaliadas, sendo expressa em porcentagem.

1.4. Coleta de amostra foliar e cigarrinha do milho

Durante a ultima avaliacdo de incidéncia, realizada aos 90 dias apds o plantio, foram
coletadas amostras para confirmagao dos diagndsticos em campo. Nas areas que apresentaram
plantas sintomaticas, coletaram-se trés folhas com bainha da parte superior das plantas,
incluindo tanto folhas com presenca de sintoma quanto regides assintomaticas. Essas amostras
foram acondicionadas em sacos de papel e encaminhadas ao laboratoério logo ap6s a coleta
para a realizag¢do de analises moleculares. Em cada propriedade, a amostragem foi realizada
em trés a quatro pontos distintos, totalizando 10 folhas por local avaliado.

Nas propriedades onde nao foram observados sintomas caracteristicos da doenga e
cuja avaliacdo de incidéncia foi igual a zero, coletaram-se 10 individuos de cigarrinhas, que
foram conservados em éalcool absoluto para posterior analise. Ao total, foram realizadas oito

analises de amostras referentes a primeira e a segunda safra (SILVA et al., 2021).

1.5. Analise molecular

As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratorio Agrondmica, localizado
em Porto Alegre/RS, para a realizagdo das analises moleculares.

As extragdes do RNA total e DNA total para detecgao dos trés patogenos foram realizadas
conforme o protocolo de Doyle (1991), com modificacdes.

Para a andlise vegetal (folha), foi formada uma amostra composta por 10 folhas, sendo
retirado um disco de aproximadamente 3 mm da nervura central de cada folha, com o auxilio
de um furador de papel. As amostras foram transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo
600 pL de tampao de extracdo a base de fosfato (pH 7,4), composto por dietanolamina
(Dieca) e polivinilpirrolidona (PVP). O material foi macerado com pistilo esterilizado. Em
seguida, 200 uL do macerado foram transferidos para microtubos estéreis para a extracao de

acidos nucleicos. Nessa etapa, as amostras foram novamente maceradas em 700 pL de tampao
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CTAB, composto por 2% de CTAB, 2% de PVP, 1,4 M de NaCl, 100 mM de Tris-HCI (pH
8,0) e 50 mM de EDTA, em tubos de 2 mL. Esse tampao promove a lise celular, inativa
nucleases e complexa polifenois, contribuindo para a integridade do DNA. Apos maceragao,
os tubos foram agitados em vortex e incubados por 15 minutos a 65 °C. Em seguida,
adicionaram-se 520 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), com nova agitagdo em vortex
por 1 minuto e centrifugagdo a 13.000 rpm por 5 minutos.

O sobrenadante (500 pL) foi transferido para outro tubo, ao qual se adicionaram 500
uL de isopropanol e 250 uL de acetato de amonio 7,5 M. A mistura foi homogeneizada por
inversdo e incubada a -20 °C por 15 minutos. Apos centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos,
o sobrenadante foi descartado, e o pellet lavado com 1 mL de etanol a 70%, seguido de nova
centrifugacdo a 13.000 rpm por 2 minutos. O etanol foi descartado, os tubos foram secos ao
ar, e o pellet ressuspendido em 50 pL de dgua ultrapura. As amostras foram armazenadas a -
20 °C até o uso.

As reacdes de RT-qPCR foram conduzidas visando a deteccao especifica dos
patdgenos associados ao complexo de enfezamentos do milho. A deteccdo do MRFV foi
realizada utilizando oligonucleotideos especificos direcionados a regido codificadora da
proteina do capsideo (CP). Para os molicutes, a identificagdo do MBSP e do S. kunkelii foi

realizada com primers e sondas especificos previamente descritos na literatura (Tabela 2).

Tabela 3. Primers e sondas utilizadas nas reacdes de RT-qPCR para detec¢dao de maize rayado
fino virus (MRFV), Spiroplasma kunkelii e maize bushy stunt phytoplasma (MBSP).

Patogeno Oligonucleotideo Sequéncia (5°-3”) Fluoréforo
maize rayado fino virus TCG GAT CTT CGA CGT GAA
MRFV-CP FW* -
(MRFV) GC
GCG CAATGG AGT GTG ATT
MRFV-CP RV* -
CT
TET-TGC AAG CTT TGC TCG
MRFV-CP Probe TET
CTT TGG C-BHQI1**
Maize bushy stunt GCC ATC TTA GCT GGT GGT
CPN60-FW -
phytoplasma (MBSP) AA
CTT GAG TGC CAA CGT GTC
CPN60-RV -

TT
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Patégeno Oligonucleotideo Sequéncia (5°-3”) Fluoréforo
FAM-TGC CGG CTT GAG
CPN60-Probe FAM
GAG TTG TGG T-BHQI
Spiroplasma kunkelii GAA GAAACT GGG TGG
SPIRALIN-FW -
(SK) CAATGC
GTA CGG TCC TTA GCG TTG
SPIRALIN-RV -
GAT
SPIRALIN- JUN-CTT GGC TGG TTC GAG
Probe GAG TTC TTC G-BHQI

*FW = primer senso; RV = primer antissenso/ **BHQ1 = Black Hole Quencher 1.
As reagdes foram realizadas conforme protocolos otimizados previamente, com parametros

especificos de temperatura e tempo de amplificacao.

As reacdes foram realizadas em volume final de 20 pL, utilizando o0 GoTaq® Enviro
RT-gPCR System (Promega, Madison, EUA), em termociclador StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, EUA). A anélise foi feita com o StepOne™ Software
v2.6.0, adotando-se como critério de positividade os valores de Cq inferiores a 40 ciclos.
Para as amostras de cigarrinhas do milho, trés individuos foram macerados diretamente no
tampao de extragdo, seguindo os mesmos procedimentos posteriores aplicados ao material

foliar.

1.6. Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas no software R (R: THE R PROJECT FOR
STATISTICAL COMPUTING, 2025). Foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem
de plantas com sintomas de enfezamento e niimero de cigarrinhas do milho para as épocas de
cultivo de primeira e segunda saftra.

Os dados foram ajustados por meio de Modelos Lineares Generalizados (GLMs), com
a escolha da distribuicao estatistica apropriada para cada tipo de variavel. Os dados de
infestacdo do vetor foram modelados pela distribuigdao de Poisson, enquanto os dados de
incidéncia foram ajustados com a distribui¢ao Binomial (AGRESTI et al., 2025; DOBSON et
al., 2018).

A selegao dos modelos considerou critérios de qualidade de ajuste, incluindo a
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inspec¢do dos residuos e a anélise do Critério de Informacao de Akaike (AIC). A significancia
estatistica dos efeitos foi determinada por meio de testes de razdo de verossimilhanga
(Likelihood Ratio Test), adotando-se um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

As comparagdes multiplas entre tratamentos e localidades foram realizadas com o
auxilio dos pacotes emmeans, multcomp e multcompView. O pacote emmeans foi utilizado
para a estimativa das médias marginais ajustadas (médias esperadas) e suas respectivas
comparacoes; o multcomp forneceu ferramentas para testar hipoteses lineares generalizadas; e
o multcompView foi empregado para gerar os agrupamentos de médias com base em letras,
permitindo a visualizagdo das diferengas significativas entre os tratamentos.

Para a apresentagdo dos dados referentes ao monitoramento da infestagao do vetor, incidéncia
dos patdgenos e resultados da diagnose molecular, foram elaborados graficos de barras no
Microsoft Excel, possibilitando uma analise comparativa entre as épocas de cultivo e entre os
diferentes agentes etioldgicos detectados nas areas avaliadas. Complementarmente, foi
construido um mapa de calor por meio da plataforma Google Looker Studio (LOOKER
STUDIO, 2025), representando espacialmente a distribuicao da infestacdo de D. maidis e a
incidéncia dos fitopatdgenos associados ao complexo de enfezamento do milho nas
localidades monitoradas. Os contornos verdes dispostos no mapa representam raios gerados a
partir dos pontos de coleta, utilizados com o intuito de indicar a area geografica aproximada
associada a cada amostragem. A coloracdo interna desses circulos varia do verde ao vermelho
e reflete a densidade relativa de infesta¢ao do vetor D. maidis e a porcentagem de incidéncia
dos fitopatogenos, sendo que os tons mais préximos ao vermelho indicam maior concentragao

de individuos e maior incidéncia da doenca nas localidades avaliadas.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados obtidos neste trabalho evidenciaram variagdes expressivas na infestagdo da
cigarrinha do milho entre os municipios monitorados no Oeste do Parana durante a primeira e
a segunda safra do ano agricola 2024/2025 (Figura 2). Conforme esperado, as menores
infestagdes foram observadas na primeira safra (Figura 2), resultado atribuido a menor
disponibilidade de plantas hospedeiras durante o periodo de entressafra. Um padrao
semelhante também foi observado em um periodo de dois anos no estado de Minas Gerais,
onde as infestagdes de cigarrinha do milho foram maiores na segunda safra de milho em

compara¢do com o milho de verdo (OLIVERIA et al., 2015).
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Figura 2. Numero médio de adultos de cigarrinha do milho (Dalbulus maidis) capturados
em armadilhas amarelas em diferentes municipios do Oeste do Parana na primeira e segunda
safra. Letras minusculas distintas indicam diferengas significativas entre épocas (primeira e
segunda safra) dentro de cada municipio, enquanto letras maiusculas distintas indicam
diferencas entre municipios dentro de cada época (modelo linear generalizado — GLM,
familia Poisson, comparac¢des por EMMeans com ajuste de Tukey, p < 0,05).

* indica que o municipio foi avaliado apenas em uma das duas safras.
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Uma tendéncia de aumento progressivo na infestagcao da cigarrinha foi observada ao

longo das avaliagdes na primeira safra, sendo os maiores valores totais registrados na ultima

coleta na maioria das localidades (Figura 2). As maiores médias de infestagao foram

registradas em Santa Helena (50,9 £+ 7,4) e Cafelandia (49,0 £+ 7,3), que diferiram

estatisticamente das demais localidades. Por outro lado, as menores médias foram observadas

em Rio da Paz (14,7 = 4,0) e Km408 (18,1 £4,5). Considerando-se apenas as médias dessas

regides extremas, verifica-se que a infestacdo de cigarrinhas em Santa Helena e Cafelandia foi

aproximadamente trés vezes superior a observada em Rio da Paz e Km408 (Figura 2).

Na localidade de Santa Helena na primeira safra (Figura 3), foi registrado um pico de

infestacdo de cigarrinha do milho aos 45 dias apo6s o transplantio, padrao que divergiu do

observado nas demais regides avaliadas. Embora n3o haja uma explicacdo para esse

comportamento, ¢ possivel que fatores como falhas ou escapes no manejo regional na area

tenham contribuido para o aumento pontual na infestacao do inseto vetor.

Na primeira safra, os maiores valores totais de adultos capturados ao longo do ciclo da

cultura foram registrados nos municipios de Santa Helena (356 individuos) e Cafelandia (343

individuos), indicando elevada infestacdo do vetor nessas regides. Em contrapartida, os

menores totais foram observados no municipio de Rio da Paz (103 individuos), o que sugere

baixa infestacdo do inseto nesse local durante o periodo avaliado (Figura 4 A).
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Figura 3. Evoluc¢dao temporal do numero de cigarrinha do milho (Dalbulus maidis) em

diferentes municipios do Oeste do Parana durante a primeira safra.

Na segunda safra, também foram observadas variacdes significativas na infestagao da
cigarrinha do milho entre os municipios monitorados. A soma total de individuos capturados ao
longo do ciclo da cultura revelou maiores infestacdes nos municipios de Cascavel (1.963
individuos) e Santa Helena (1.258 individuos), ambos se destacando em relacdo as demais
localidades. Em contraste, o municipio de Corbélia apresentou baixa infestagao, com apenas

212 individuos capturados, indicando reduzida pressdo do vetor nessa regido (Figura 4 B).

Com base nos dados de infestagao obtidos nas duas safras, foram elaborados mapas de
calor por meio da plataforma Looker Studio, possibilitando a visualizacdo espacial da
distribuicdo da cigarrinha do milho entre os diferentes municipios e épocas de cultivo (Figura

4AeB).
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Figura 4. Mapa de calor gerado na plataforma Looker Studio, representando o nimero médio
de cigarrinhas do milho (Dalbulus maidis) capturadas por armadilha amarela em diferentes
municipios do Oeste do Parana, durante as épocas de cultivo de primeira (A) e de segunda safra
(B). O contorno verde indica a localizag¢do geografica, e a intensidade da coloragdo (verde ao
vermelho) reflete a concentracdo do inseto vetor, com base nos dados obtidos por meio do

monitoramento em campo.

Uma tendéncia semelhante a observada na segunda safra foi registrada ao longo do



ciclo, com aumento progressivo na infestacao e pico na ultima avaliagdo (Figura 5). A maior
média de infestagdo foi observada em Cascavel (245,4 + 15,1), valor estatisticamente
superior ao das demais regides (Figura 2). Por outro lado, Corbélia apresentou a menor média
(26,5 = 5,0), correspondendo a uma infestacdo aproximadamente nove vezes inferior a
verificada em Cascavel (Figura 2). Essa variagdo espacial da infestagdo do vetor pode estar
relacionada a diferentes fatores, como as condi¢des meteoroldgicas locais, uma vez que
microclimas com maior umidade relativa do ar sdo considerados desfavordveis ao
desenvolvimento da cigarrinha do milho, conforme relatado por Meneses et al., 2016.

Conforme relatado por Santana et al., (2019) a temperatura desempenha papel
determinante nas projecdes da distribuicdo espacial da cigarrinha do milho, sendo
responsavel por 86,1% da variagdo explicada no modelo de D. maidis (importancia de
permutacdo). Em consonancia, estudos prévios sugerem que a espécie apresenta maior
afinidade por ambientes com invernos relativamente quentes, precipitagdo anual moderada a
baixa e esta¢des de chuva e seca bem definidas. De acordo com Van Nieuwenhove et al.,
(2016), a faixa o6tima de temperatura para a cigarrinha do milho situa-se entre 20 e 30 °C, o
que contribui para explicar o aumento das infestagdes da praga.

Além disso, mudancas no sistema de producdo de milho no Brasil ao longo das
ultimas décadas, como a expansdo de areas irrigadas, t€ém proporcionado aos agricultores o
cultivo sucessivo de milho ao longo do ano onde favorece o aumento da infestagdo do vetor,
uma vez que seus hospedeiros permanecem continuamente disponiveis, proporcionando
condi¢gdes para sua sobrevivéncia, permanéncia e multiplicagdo em ambientes favoraveis
durante todo o ciclo anual (FORESTI et al., 2022). Portanto, a irrigacdo possibilita a
manutencdo de plantas hospedeiras mesmo em periodos de escassez hidrica, favorecendo a
continuidade do ciclo bioldgico do inseto (FORESTI et al., 2022).

A presenca de plantas abrigo, como gramineas e espécies vegetais espontaneas ou
cultivadas no entorno das lavouras, representa um fator relevante por atuarem como fontes
secundarias de alimento e abrigo para a cigarrinha do milho, além de potenciais reservatorios
temporarios dos fitopatogenos associados ao complexo de enfezamentos. Essas plantas
contribuem para a manutencdo do vetor durante a entressafra, elevando a pressdo de indculo

entre os ciclos produtivos do milho (FORESTI et al., 2022).
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Figura 5. Evolucido temporal do nimero de cigarrinhas do milho (Dalbulus maidis) em

diferentes municipios do Oeste do Parana durante a segunda safra.

Na primeira e segunda safra, foram realizadas avaliagdes de incidéncia aos 30, 60 e 90
dias ap0s o plantio (DAP). No entanto, os dados referentes as avaliacdes realizadas aos 30 e
60 dias foram desconsiderados na andlise final, por apresentarem incidéncia igual a zero ou
muito baixa. Esse resultado pode estar relacionado a biologia dos patdégenos envolvidos no
complexo de enfezamentos, considerando-se o tempo necessario para a multiplicagdo do
agente causal no interior da planta e a manifestacao visual dos sintomas, que ocorre de forma
mais evidente a partir dos estadios reprodutivos da cultura (OLIVEIRA et al., 2020;
POZEBON et al., 2022).

Portanto, conforme os resultados de Oliveira et al. (2023) ¢ fundamental evitar
elevadas populagdes de cigarrinhas no cultivo de milho, especialmente durante os estadios
vegetativos. O atraso nas medidas de controle do vetor, com consequente incremento
populacional, pode resultar em perdas expressivas na producao do cereal em funcao das

doencas associadas.

A incidéncia de complexo dos enfezamentos do milho apresentou variagdes expressivas
entre as localidades avaliadas nas duas épocas de cultivo durante o ano agricola de 2024/2025,

na regido Oeste do Parand (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem de plantas com sintomas caracteristicos de enfezamento do
milho em diferentes municipios do Oeste do Parana na primeira e segunda safra. Letras
minusculas distintas indicam diferencas significativas entre épocas (primeira ¢ segunda
safra) dentro de cada municipio, enquanto letras maiusculas distintas indicam diferencas
entre municipios dentro de cada época (modelo linear generalizado — GLM, familia
binomial, comparag¢des por EMMeans com ajuste de Tukey, p <0,05).

* indica que o municipio foi avaliado apenas em uma das duas safras.

A maior incidéncia de sintomas de enfezamento em plantas de milho foi registrada na
localidade de Santa Helena, com 43,0 + 6,8%, diferindo significativamente das demais
regides avaliadas. Nas localidades de Cascavel, KM408, Rio da Paz e Vera Cruz do Oeste,
ndo foram observados sintomas da doenca (Figura 6). E importante considerar que a area de
Santa Helena, localizada as margens de um lago, apresentou condigdes ambientais favoraveis
a proliferacdo do vetor e ao desenvolvimento da doenca, destacando-se as temperaturas
elevadas. Essa foi a Ginica 4rea com cultivo de milho de verdo na regido, o que pode ter
favorecido o aumento da infestacdo de cigarrinha do milho. Em Cafelandia, as condi¢des
climaticas também se mostraram favoraveis, com temperaturas elevadas e chuvas regulares,
propiciando o desenvolvimento dos patogenos e do vetor. Além disso, cabe ressaltar que

Cafelandia foi a ultima regido a iniciar o cultivo do milho, o que possivelmente favoreceu a



20

migracgdo do vetor de dreas com cultivo mais tardio para areas recém semeadas.

Na segunda safra, a incidéncia de enfezamento do milho foi menor em comparacao a
primeira safra. Apenas os municipios de Cafelandia, Cascavel e Santa Helena apresentaram
plantas com sintomas da doenga. Os maiores percentuais de plantas sintomaticas foram
observados nos municipios de Santa Helena (9,5 + 4,0%) e Cascavel (6,2 + 3,3%), diferindo
estatisticamente das demais regides avaliadas, exceto Cafelandia, que apresentou uma
incidéncia de 0,5 £ 0,9%; as demais localidades nao apresentaram plantas sintomaticas
(Figura 6).

Ao analisar os dados de infesta¢do da cigarrinha do milho no mesmo periodo (Figura
2), observou-se a maior média de individuos em Cascavel (245 + 15,1), seguida por Santa
Helena (157,2 £ 12,1), ambas significativamente superiores aos demais municipios (Figura 2).
Embora ndo haja uma relacdo direta entre a infestagdo de cigarrinhas e a incidéncia do
complexo de enfezamento do milho, conforme também relatado por Oliveira et al. (2023), a
permanéncia prolongada das plantas no campo pode favorecer o aumento da populacio do
vetor, que encontra condi¢cdes ambientais propicias, como temperatura adequada e
disponibilidade continua de hospedeiros, elevando a probabilidade de aquisi¢do e transmissao
dos patégenos (MENESES et al., 2016; SABATO et al., 2018). Esse cenario pode estar
relacionado a variagdes climaticas e a praticas de manejo na segunda safra, que influenciam
diretamente a sobrevivéncia, dispersao e incidéncia da doenca (SABATO et al., 2018;
SANTANA et al., 2019). De acordo com os dados observados por Istchuk (2025), a
frequéncia e a severidade dos sintomas de enfezamento nas plantas ndo apresentam relagao
direta com o nimero de cigarrinhas coletadas ao longo do ciclo da cultura. Além disso, a
incidéncia e a gravidade do complexo de enfezamento do milho demonstram variabilidade
entre diferentes safras, refletindo a influéncia de fatores ambientais e agrondmicos sobre a
dinamica da doenga.

Na segunda safra, cuja semeadura ocorreu entre o final de janeiro e meados de
fevereiro de 2025, houve maior investimento em praticas de manejo preventivo. Os
produtores priorizaram a utilizagdo de hibridos com maior tolerancia ao complexo de
enfezamentos, realizaram o tratamento de sementes com inseticidas e fungicidas e adotaram
esquemas calendarizados de aplicagdo de defensivos. Em média, foram realizadas de duas a
trés aplicagdes de fungicidas e inseticidas, sendo que em areas com maior pressao de
cigarrinha do milho foram registradas até cinco aplicagdes de inseticidas (Lannate® BR CI e
Connect) e uma aplicag@o de produto bioldgico (Beauveria SR) com agao inseticida.

Aproximadamente 70% dos produtores acompanhados no projeto adotaram esse pacote de
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manejo integrado, o que resultou em lavouras visualmente sadias. Mesmo com a captura
expressiva de vetores nas armadilhas, ndo foram observados sintomas tipicos do complexo de
enfezamentos do milho, como cloroses, avermelhamentos, encurtamento de entrends ou
nanismo.

A elevada infestacdo da cigarrinha do milho registrada nas areas monitoradas reforca a
importancia da continuidade do monitoramento ¢ da manuten¢do de estratégias de manejo
preventivo, mesmo em safras consideradas com baixa pressao de insetos vetores (AVILA et al.,
2022; GONZATTO et al., 2023). Entretanto, a auséncia de sintomas ndo deve ser interpretada
como auséncia de risco epidemioldgico (OLIVEIRA et al., 2003)

Esses dados foram representados em mapas de calor, referentes a primeira e a segunda
safra, permitindo uma analise comparativa da distribui¢ao espacial da intensidade de incidéncia
do complexo de enfezamentos do milho entre as duas épocas nas areas monitoradas (Figura 7

A eB).
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Figura 7. Mapas de calor gerados na plataforma Looker Studio, representando a intensidade da
incidéncia do completo do enfezamento do milho em diferentes municipios do Oeste do Parana,
durante a primeira (A) e segunda safra (B). O contorno verde indica a localizacdo geografica e

a intensidade da coloragdo (verde ao vermelho) reflete a quantidade de plantas sintomaticas.

Além da avaliacao visual dos sintomas, foi realizada a detec¢do molecular dos
patogenos associados ao complexo de enfezamentos do milho em amostras compostas por

folhas e insetos coletados nas areas monitoradas. Na primeira safra, a auséncia de plantas
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sintomadticas em cinco das oito localidades avaliadas impossibilitou o envio de amostras
vegetais, sendo necessario encaminhar exclusivamente insetos adultos para analise. Ressalta-
se que, na localidade de Santa Helena, as amostras foliares coletadas nao se mantiveram
vidveis durante o transporte, exigindo que a analise fosse realizada a partir dos insetos.
Somente nas localidades de Braganey e Alto Piquiri, nas quais foi possivel enviar amostras
foliares, constatou-se a presenca do patogeno S. kunkelii.

Durante as duas épocas de cultivo avaliadas, observou-se varia¢ao na frequéncia de
deteccao molecular dos patdgenos associados ao complexo de enfezamentos do milho (Figura
8). Na primeira safra, o S. kunkelii foi o patdgeno mais frequentemente detectado, com
ocorréncia em cinco localidades: Cafelandia, Cascavel, KM408, Santa Helena e Alto Piquiri.
Dentre essas, nas localidades de KM408 e Santa Helena foram identificadas detecgdes
simultaneas de dois patogenos: S. kunkelii e MBSP em KM408, e S. kunkelii e MRFV em
Santa Helena. O MRFYV foi identificado isoladamente em Rio da Paz e em associa¢do com o
MBSP na mesma localidade. Por outro lado, nas localidades de Braganey ¢ Vera Cruz do
Oeste, todas as amostras analisadas apresentaram resultado negativo para os patdgenos
avaliados (Figura 8).

Na segunda safra, todas as amostras analisadas foram compostas exclusivamente por
insetos coletados em campo. O MRFV apresentou a maior frequéncia de deteccao, sendo
identificado em quatro das oito localidades avaliadas: Braganey, Santa Tereza do Oeste, Santa
Helena e Toledo. A deteccdo simultinea de MRFV, S. kunkelii e MBSP foi observada apenas
na localidade de Santa Tereza do Oeste. Nas demais localidades (Corbélia, Cascavel,
Cafelandia e Vera Cruz do Oeste) todas as amostras analisadas apresentaram resultado

negativo para os patogenos avaliados (Figura 8).
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Figura 8. Porcentagem de areas com deteccdo molecular de maize rayado fino virus
(MRFV), Spiroplasma kunkelii ¢ maize bushy stunt phytoplasma (MBSP) em amostras
vegetais ¢ de insetos coletados durante a primeira e a segunda safra, em diferentes
municipios do Oeste do Parana. Os valores representam a frequéncia de detecgdo por
localidade, com base nos resultados obtidos por meio de diagndstico molecular.

A primeira safra, foram analisadas amostras de insetos provenientes de seis localidades e
amostras foliares de duas localidades (Braganey e Alto Piquiri). Na segunda safra, todas as

amostras analisadas foram compostas exclusivamente por insetos.

Esses resultados corroboram o trabalho de (COTA et al., 2020), que também
identificaram o S. kunkelii como o agente causal predominante nas amostras de folhas
coletadas durante a safrinha de 2019 no estado do Parana, com auséncia de deteccao de MBSP
em localidades de baixa altitude. Ainda segundo Cota et al. (2020), em 50% das amostras
analisadas nao foi detectada a presenca de fitoplasmas ou espiroplasmas, o que reforca a
necessidade do uso de métodos moleculares sensiveis e complementares para diagnostico da
doenga. Os resultados do presente trabalho também apresentam consonédncia com os achados
de Toloy et al. (2024), os quais evidenciaram a dindmica temporal da doenca do enfezamento
do milho e a infec¢ao natural por S. kunkelii em hospedeiros alternativos no bioma Cerrado,
destacando a complexidade envolvida na persisténcia e dispersdao do patdogeno em condigdes

de campo.
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Adicionalmente, os resultados desse trabalho corroboram com as conclusoes de
Oliveira et al. (2023), que indicam que a incidéncia das doengas ndo se relaciona
exclusivamente a abundancia do vetor D. maidis, mas também a efici€éncia na aquisigado e
transmissao dos patogenos, a suscetibilidade dos hibridos cultivados e ao momento da
infeccdo. Conforme discutido por (OLIVEIRA et al., 2023; 2022) a exposicao das plantas a
um maior niumero de insetos vetores pode incrementar a probabilidade de transmissao;
entretanto, condigdes ambientais menos favoraveis durante a segunda safra decorrentes de
variacoes climaticas e manejos diferenciados também podem modular a dispersao dos vetores
e patdgenos.

Ademais, a distribuicao desuniforme dos molicutes nos tecidos vegetais, relacionada a
idade da planta no momento da infec¢ao, pode limitar a deteccao dos patdogenos nas amostras
vegetais, o que reforca a necessidade da integracdo entre o monitoramento do vetor, a
observagao dos sintomas em campo e a analise molecular dos patégenos, conforme apontado
por Oliveira et al. (2020). Essa abordagem integrada permite compreender a complexa
interacdo entre patdgeno, vetor, planta e ambiente, facilitando o direcionamento de estratégias

de manejo mais eficazes para a cultura do milho.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciam que todas as areas avaliadas apresentaram niveis expressivos
de infestacdo pela cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis), com maior intensidade observada na
segunda safra. Verificou-se uma tendéncia de incremento progressivo da infestacdo do vetor ao
longo das coletas, culminando nos maiores valores na ultima avaliacdo. A ocorréncia de
sobreposicdo entre as safras, observada em algumas areas, possivelmente favoreceu o aumento
das infestagdes do inseto, atuando como fator de continuidade para o ciclo do vetor e,
consequentemente, para a disseminagdo dos patdogenos associados. No entanto, a presenga do
inseto ndo se refletiu proporcionalmente na incidéncia da doenga, uma vez que nem todas as
localidades com alta infestagdo apresentaram plantas sintomaticas. A maior frequéncia de
sintomas de enfezamento foi registrada na primeira safra, indicando que fatores
epidemioldgicos adicionais, como condigdes ambientais e suscetibilidade dos hibridos, podem
influenciar a manifestacao da doenca.

A detecgcdo molecular confirmou a presenca dos trés patdgenos associados ao complexo de
enfezamentos do milho em ambas as safras, com predominancia de S. kunkelii na primeira e de
MRFV na segunda safra.

Como medidas de manejo, recomenda-se a eliminacdo de plantas tigueras, a utilizacdo de
hibridos tolerantes, a ado¢ao de semeadura concentrada para evitar o plantio escalonado e o uso
de produtos bioldgicos voltados ao controle de ninfas. Tais praticas podem contribuir para a
redugdo da pressao de inoculo e da populagdo do vetor, minimizando o impacto do complexo

de enfezamentos sobre a cultura do milho.
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