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INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) é uma cultura de grande relevancia mundial, tanto pelo seu
papel na alimentagdo quanto pela importancia econémica nos sistemas produtivos
modernos. No Brasil, a produgdo apresenta destaque global, com estimativas
superiores a 140 milhdes de toneladas na safra 2025/26, reforcando sua
importancia estratégica (Forbes Agro, 2025). Os dados revisados de producao de
milho no Parana, divulgados pelo Deral (Departamento de Economia Rural) indicam
que, mantidas as condigdes climaticas consideradas adequadas ao
desenvolvimento das lavouras, a produgao estadual devera alcangar 21,1 milhdes
de toneladas de milho. Desse total, 3,6 milhdes de toneladas referem-se a primeira
safra e 17,5 milhdes de toneladas a segunda safra. No momento da divulgacgao, a
colheita da primeira safra avangava sobre 42% dos 341 mil hectares cultivados,
enquanto o plantio da segunda safra atingia 45% dos 2,86 milhdes de hectares
previstos para a temporada (Deral/Seab, 2026).

Apesar dos avangos tecnoldgicos, a cultura enfrenta desafios fitossanitarios
significativos, especialmente o complexo de enfezamentos, composto por doengas
como enfezamento palido e vermelho tendo como agentes causais Spiroplasma
kunkelii e Phytoplasma asteris respectivamente. Esses patdégenos sao transmitidos
pela cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis), podendo causar perdas expressivas na
produtividade, principalmente quando a infec¢do ocorre em estagios iniciais da
planta (Massola Junior, 2004; Oliveira et al., 2003).

Em condicbes favoraveis ao vetor e com alta pressao de inéculo, a doencga tende a
se disseminar rapidamente, dificultando o0 manejo e ampliando o risco as lavouras
comerciais. Dessa forma, a identificagdo precoce dos agentes causais torna-se
importante para iniciar estratégias de controle e reduzir os prejuizos a cultura
(Nault, 1990; Oliveira et al., 2003; Jones e Medina, 2020).

Diante desse cenario, a principal problematica esta na dificuldade de identificagao
rapida e precisa dos agentes causadores, 0 que compromete a tomada de decisao
no manejo da cultura e pode resultar em prejuizos econémicos e produtivos. Nesse
contexto, a diagnose molecular por PCR tem se consolidado como uma ferramenta
altamente sensivel e especifica para a deteccao dos patdgenos associados a
doenca (Barros et al., 2001; Harrison et al., 1996).
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Quando aplicada em formato multiplex, a PCR permite a amplificagdo simultanea
de diferentes alvos em uma unica reacéao, reduzindo o tempo de analise, 0 consumo
de reagentes e o custo operacional, sem comprometer a confiabilidade do
resultado. Essa abordagem €& vantajosa em programas de monitoramento
fitossanitario, nos quais a agilidade na identificagcdo dos agentes etiolégicos pode
influenciar diretamente as decisbes de manejo em campo e a mitigacao de perdas
produtivas (Barros et al., 2001; Harrison et al., 1996). Como forma de intervencgao,
este trabalho propde a técnica de PCR multiplex para deteccdo simultanea dos
patdogenos associados ao complexo de enfezamentos em amostras de milho,
permitindo melhorar a eficiéncia no diagndstico e no monitoramento da doenca.

Assim, o objetivo deste estudo foi validar a utilizagdo da técnica de PCR multiplex
como ferramenta de deteccéo dos patdgenos, contribuindo para o monitoramento
da doenca e subsidiando estratégias mais eficientes de manejo no cultivo do milho.

METODO

As atividades foram conduzidas no laboratério de biologia molecular no Centro
Universitario Integrado, localizado na rua Lauro de Oliveira Souza, 440 - Area
Urbanizada Il, Campo Mour&o — PR, em parceria com o Instituto Integrado (IN2). O
material analisado foi obtido em lavouras comerciais de milho com histérico de
ocorréncia do complexo de enfezamentos na safra 2024/25, localizadas na regiao
Centro-Oeste do Parana, abrangendo os municipios de Peabiru, Engenheiro
Beltrdo e Campo Mourao. A escolha das areas foi realizada com base na incidéncia
prévia da doencga, visando representar a situagao-problema analisada.

A intervencéo proposta consistiu na coleta e analise de amostras vegetais para
deteccdo de patdgenos associados ao complexo de enfezamentos, utilizando
técnicas de diagnostico molecular. Foram coletadas trés plantas por ponto
amostral, de forma aleatéria em cada lavoura, no estagio fenologico R4, com
separagao do terco médio para analise. As amostras foram acondicionadas em
sacos de papel devidamente identificados com as siglas PB, EB e CM,
correspondentes, respectivamente, aos municipios de Peabiru, Engenheiro Beltrdo
e Campo Mourado, e enumeradas de P01 a P03 para indicar as trés plantas
coletadas. Em seguida, o material foi transportado em caixas térmicas até o
laboratorio.

No laboratério, procedeu-se a extracdo de DNA gendmico das amostras vegetais,
utilizando o método descrito por Murray e Thompson (1980), com adaptagdes para
tecidos de milho. Foram utilizadas regides especificas da planta, como nervuras
centrais das folhas, bainha foliar e tergo interior do colmo, visando maior eficiéncia
na detecgao dos microrganismos.

ApOs a extragao, a deteccao dos patdégenos foi realizada por PCR multiplex, com o
emprego de iniciadores especificos para a identificagdo de Spiroplasma kunkelii e
Phytoplasma asteris. Para a amplificagao de S. kunkelii, foram utilizados os primers
CSSF2 e CSSR6, conforme descrito por Barros et al. (2001), enquanto para P.
asteris foram empregados os primers R16F2 e R16R2, conforme metodologia de
Lee et al. (1993).
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Para a amplificagdo por PCR, utilizou-se o Multiplex NZYTaq 2x Green Master
Mix®, ajustado para concentragao final de 0,4 uM de cada iniciador e 10 ng de DNA
gendémico (gDNA), em volume total de 25 L por reacéo. As condigdes de ciclagem
consistiram em desnaturagao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 45 segundos, com extensao final a 72 °C por 5 minutos.

Apods a amplificagao, os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1,0%, corados e comparados ao marcador molecular 123-bp ladder,
sendo posteriormente visualizados e documentados em sistema de
fotodocumentacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A PCR multiplex permitiu a amplificacdo dos alvos moleculares esperados e
evidenciou padrdes distintos entre as amostras analisadas. Em Engenheiro Beltréo,
observou-se amplificacdo simultdnea dos dois fragmentos-alvo, indicando a
presenga concomitante de Spiroplasma kunkelii e Phytoplasma asteris nas plantas
avaliadas. Ja em Campo Mourao e Peabiru, a amplificacao foi restrita ao fragmento
correspondente a S. kunkelii, sem detecgdo do segundo alvo, o que demonstra a
capacidade da técnica de diferenciar infecgbes simples de coinfeccbes em uma
unica reacgao.

Esse desempenho é consistente com o esperado a partir dos ensaios descritos na
literatura. Barros et al. (2001) desenvolveram um sistema de PCR especifico para
deteccado de S. kunkelii, demonstrando elevada especificidade para o patégeno
causal do enfezamento palido. Da mesma forma, Lee et al. (1993) estabeleceram
primers amplamente utilizados para a deteccdo de fitoplasmas associados a
doencas em milho, com destaque para a sensibilidade do sistema na identificacao
do grupo etiolégico relacionado ao enfezamento vermelho. Nesse sentido, a
coexisténcia dos dois sinais em Engenheiro Beltrdo confirma que os marcadores
empregados mantiveram especificidade suficiente para operar simultaneamente
sem perda de resolucao analitica.

Do ponto de vista metodologico, o resultado mais importante ndo é apenas a
deteccgédo isolada dos patdgenos, mas a confirmagdo de que a PCR multiplex foi
capaz de amplificar ambos os alvos na mesma reagao, preservando o desempenho
esperado dos primers descritos por Barros et al. (2001) e Lee et al. (1993). Isso é
particularmente relevante em amostras de campo, nas quais a qualidade do DNA,
a presenca de inibidores e a possivel variabilidade do material biolégico podem
comprometer ensaios moleculares. A confirmacao da coinfecgdo em Engenheiro
Beltrao reforga, portanto, a robustez do ensaio e sua aplicabilidade para diagnéstico
simultaneo.

Além da eficiéncia analitica, a multiplex oferece ganho operacional evidente. A
possibilidade de detectar os dois agentes em uma unica reagao reduz o tempo de
processamento, o custo por amostra e o consumo de insumos laboratoriais, 0 que
torna a técnica mais viavel para rotinas de diagnostico e monitoramento
fitossanitario.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A PCR multiplex mostrou-se uma ferramenta eficiente, sensivel e especifica para a
detecgdo simultanea dos patdgenos associados ao complexo de enfezamentos do
milho. Os resultados confirmaram a presencga de Spiroplasma kunkelii em todas as
areas avaliadas e evidenciaram coinfeccdo em Engenheiro Beltrdo, indicando
maior complexidade fitossanitaria naquele municipio.

PALAVRAS-CHAVE: Milho. Complexo de Enfezamento. PCR. Multiplex.
Sustentabilidade.
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