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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi quantificar a area e a taxa de
expansdo de lesdo da helmintosporiose em diferentes
hibridos de milho. As plantas foram cultivadas em casa-
de-vegetagdo, utilizou-se os hibridos: Pioneer (30F53,
P1630H, P2530), Monsanto (AG 8045, AG 9045), Dow
AgroSciences (2A550, 2A106 e 2B587) e Syngenta
(SYN7205 VIPTERA, SW 3949 TL), o delineamento
experimental foi de blocos casualizados com trés
repeticdes. As plantas foram inoculadas com uma
suspensdo de 20x10° conidios/mL por meio da deposicdo
de 0,5 mL do indculo no cartucho das plantas no estadio
V4. A partir do surgimento das lesdes, 7 dias apds a

inoculagdo, as lesdes foram identificadas com marcador
permanente, as lesdes foram mensuradas quanto ao seu
tamanho, com auxilio de um paquimetro digital, com
intervalo de dois ou trés dias. Foram realizadas um total
de cinco avaliagdes. Como as lesdes ndo sdo retangulares
utilizou-se um fator de corregdo (0,76) obtido através da
comparacdo da area real da lesdo com as medidas de
largura e comprimento. Hibridos de milho diferem na taxa
de expansdo da lesdo. Os hibridos 2A550, AG9045, P2530
e AG8025 apresentaram a menor taxa de expansdo de
lesdo, podendo ser uma alternativa para o produtor rural.

PALAVRAS-CHAVE: Exserohilum turcicum, epidemiologia, inoculagdo.

EXPANSION OF HELMINTOSPORIOSIS INJURY IN DIFFERENT CORN HYBRIDS

ABSTRACT

The objective of this work was to quantify the area and
the rate of expansion of helminthporiosis injury in
different corn hybrids. The plants were grown in a
greenhouse, using the hybrids Pioneer (30F53, P1630H,
P2530), Monsanto (AG 8045, AG 9045), Dow AgroSciences
(2A550, 2A106 and 2B587) and Syngenta (SYN7205
VIPTERA, SW 3949 TL), the experimental design was
randomized blocks with three replications. Plants were
inoculated with a 20x103 conidia / mL suspension by
depositing 0.5 mL of the inoculum into the V4 stage plant
cartridge. From the appearance of the lesions, 7 days after
inoculation, the lesions were identified with a permanent

marker, the lesions were measured in size, with the aid of
a two- or three-day digital caliper, a total of five
assessments. As the lesions are not rectangular, a
correction factor (0.76) obtained by comparing the actual
area of the lesion with the width and length
measurements was used. Corn hybrids differ in lesion
expansion rate.
The hybrids 2A550, AG9045, P2530 and AG8025 showed
the lowest rate of injury expansion, and may be an
alternative for the rural producer.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho integra a cadeia produtiva de grande relevancia para o agronegocio
mundial, apresenta um expressivo volume na produc¢ao, sendo um dos principais cereais cultivados
(Artuzo et al., 2018). O milho se destaca, ha décadas, no cenario agricola brasileiro, muito utilizado
na alimentac¢do animal, na forma de grao, forrageira ou transformado em ra¢do. Ja na alimentagao
humana pode ser utilizado como guloseimas e fabricacdo de derivados, e industria de alta
tecnologia, como na producdo de etanol (Duarte et al., 2018). O cultivo desta espécie, por ter ampla
abrangéncia geografica, devido a sua alta variabilidade genética, estd sujeita a diversos fatores, que
afetam a sua produtividade, dentre estes estdo as doencas ocorrentes na cultura, dentre as quais
destacam-se a Helmintosporiose (Brito et al., 2013).

O patdgeno Exserohilum turcicum (Passagem) K. J. Leonard e Suggs (sin. Setosphaeria turcica
(Luttr.) K. J. Leonard & Suggs) é um patégeno de ambas culturas: milho e sorgo, causando lesdes nas
folhas. O milho é uma das espécies mais suscetiveis a E. turcicum. No milho, esta doenga é
considerada uma das doencas mais importantes nos Estados Unidos (Mueller et al., 2016). As perdas
foram de 27,9 milhGes de toneladas de milho entre 2012 e 2015, a perda mais extensa devido a uma
doenga.

No Brasil, a Helmintosporiose pode ocasionar perdas que superam 40% da produgdo de graos
em cultivares de milho suscetiveis e seus sintomas aparecem, primeiramente, nas folhas mais velhas
(Cota et al.,, 2013). A ocorréncia de Exserohilum turcicum se da principalmente em locais com
temperaturas de 18 a 27 °C e umidade relativa moderada a alta. As condicGes ambientais favoraveis
sdao de 18 a 27°C, com umidade relativa moderada a alta durante o desenvolvimento da cultura
(Sartori et al., 2017).

O inicio de uma epidemia no campo é marcado pelo aparecimento da primeira lesdo em uma
planta hospedeira, porém, para que esta lesdao tenha surgido foi necessario que o patégeno tenha
sido produzido e sobrevivido em algum lugar para depois ser transportado e depositado sobre um
hospedeiro saudavel, dando continuidade ao seu ciclo de vida.

O desenvolvimento de doencas infecciosas é caracterizado por uma série de eventos
sucessivos e ordenados, sendo eles a sobrevivéncia, disseminacdo, infeccdo, colonizacdo e
reproducdo do patdgeno (Bergamim Filho, 1995).

De acordo com Bergamin Filho e Amorin (1996), ndo adianta conhecer o patdégeno que causa
uma determinada doenc¢a em planta se nao for possivel quantificar os sintomas provocados pelo
mesmo, dai entdo, a importancia da fitopatometria ser comparada a diagnose.

A quantificacao da incidéncia é mais simples e rdpida em rela¢do a severidade e é adequada
a doencas de solo, viroses sistémicas e doencas que geram dano direto ao produto final (Vale et al.,
2004). E a medida mais adequada a doencas da parte aérea, sendo sua quantificacdo mais trabalhosa
e dependente de treinamento prévio do avaliador. A expansdo de lesdes, mesmo sendo escassos 0s
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trabalhos que a reconhecem, constitui-se como um fator importante no desenvolvimento de uma
epidemia.

Uma das estratégias, talvez a mais importante, para diferenciar genétipos de milho quanto a
suscetibilidade a helmintosporiose é a quantificagdo do processo de expansao de lesdo. Hibridos
onde as lesdes aumentam pouco de tamanho podem resultar em menor quantidade final de doenca
no campo, uma vez que este é um dos principais componentes da epidemia dessa doenca.

O presente trabalho teve como objetivo quantificar a area e a taxa de expansdo de lesdo da
helmintosporiose em diferentes hibridos de milho em condi¢des controladas.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Fitopatologia e em casa de vegetacdo com
dimensdes de 10 metros de comprimento x 5 metros de largura e 3 metros de altura com
temperatura média de 25 °C. Para o cultivo das plantas, utilizou-se vasos de 10 Kg, contendo solo
coletado na area experimental da Universidade, classificado como latosssolo vermelho distréfico
tipico. Utilizaram-se os hibridos Pioneer (30F53, P1630H, PP2530), Monsanto (AG 8045, AG 9045),
Dow Agro Sciences (2A550, 2A106 e 2B587) e Syngenta (SYN7205 VIPTERA, SW 3949 TL). O
delineamento experimental foi em blocos casualizados, com trés repeticdes, sendo cada repeticao
composta por um vaso comtendo trés plantas de milho.

2.1 Origem e obtencao do indculo

A partir de folhas de milho procedentes do municipio de Passo Fundo-RS, isolou-se o fungo
de lesdes da helmintosporiose. Para isso foram cortados fragmentos de 5 mm de folhas com
sintomas e em seguida foram desinfestados em solu¢do aquosa de hipoclorito de sédio (1%) por trés
minutos e lavados trés vezes com agua destilada. Os fragmentos foram distribuidos em caixas de
acrilico, tipo gerbox, contendo uma espuma de nylon e duas folhas sobrepostas de papel filtro,
umedecidas com agua destilada e esterilizada, formando uma camara Umida. As caixas foram
mantidas em ambiente com temperatura de 25+22C e fotoperiodo de 12 horas. Apds cinco dias, com
o auxilio de uma agulha histolégica flambada, estruturas do patédgeno foram transferidas para placas
de Petri contendo meio de cultura LCH (Lactose Caseina Hidrolisada) (Tuite, 1969) para o
crescimento do fungo.

2.2 Isolamento monospdrico

Uma aliquota de 10 mL de dgua destilada e esterilizada foi adicionada a placa contendo
col6nia de E. turcicum e com auxilio de um pincel, a colénia foi friccionada para remog¢ado dos esporos
da superficie. A suspensao foi vertida em um becker para coleta de amostras de 10 pyL para contagem
do nimero de conidios. Uma amostra de 0,5 mL dessa suspensao foi espalhada sobre a superficie
de meio de cultura dgar-agua e incubada em camara de crescimento por oito horas, a 25+22C, com
luz. Decorrido esse periodo, com auxilio de lupa e estilete, pequenas por¢des de meios de cultura
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contendo um esporo germinado foram transferidas para placas contendo meio de cultura LCH e
incubadas no escuro até o crescimento das col6nias puras do fungo (Alfenas & Mafia, 2007).

2.3 Esporulacao do fungo

Apds trinta dias, as colonias contendo o fungo esporulado em meio LCH, foram cobertas com
agua destilada. Os conidios formados foram removidos com pincel. Posteriormente estes esporos
foram inoculados em plantas de milho do hibrido Pioneer P1630H, suscetivel ao patdgeno. Estas
plantas foram utilizadas durante todo o experimento como fonte de indculo. A densidade de
conidios na suspensdo foi determinada através de contagem em microscépio estereoscédpico, a
partir de trés aliquotas de 10 pL, até a obtenc¢do de uma concentracdo de 20x103 conidios/mL.

Para melhorar a cobertura e o molhamento das folhas com a suspensdo do indculo foi
adicionado o tenso ativo (Tween20, Sigma Chemical Co) na propor¢do de uma gota/L. A inoculagdo
foi realizada por meio da deposi¢ao de 0,5 pL do inéculo no cartucho das plantas no estadio V4
(quarta folha expandida, apresentando colar, ligula e auriculas visiveis) (RITCHIE, 1993). Apds
inoculadas as plantas foram cobertas com saco pldstico preto por 24 horas para a formacdo de
camara umida.

Quando as lesdes das plantas mantidas como fonte de indéculo encontravam-se em
abundante esporulagdo, cortou-se estas lesdes e colocou-se em camara Umida, dispondo-se em
caixa do tipo gerbox com papel filtro umedecido, com agua destilada. Apds 5 dias, a partir destas,
preparou-se uma suspensdo para a inoculagao nas plantas a serem testadas.

2.4 Inoculagao das plantas

A densidade de conidios na suspensao de indculo foi determinada através de contagem em
microscépio estereoscdpico, a partir de trés aliquotas de 10 L, até a obtencdo de uma concentragao
de 20x103 conidios/mL. Para melhorar a cobertura e o molhamento das folhas com a suspens3o do
inoculo foi adicionado o tenso ativo poli-oxi-etileno-sorbitano monolautaro (Tween20, Sigma
Chemical Co) na propor¢do de uma gota/L. A inoculagdo foi realizada por meio da deposi¢do de 0,5
mL do indculo no cartucho das plantulas no estadio V4 (quarta folha expandida, apresentando colar,
ligula e auriculas visiveis) (Ritchie, 1993). Em seguida, as mesmas foram cobertas com saco plastico
preto por 24 horas, para a formacado de camara umida.

2.5 AvaliagOes das plantas

Sete dias apds a inoculagdo das plantas de milho, as lesdes foram identificadas e numeradas
com marcador permanente. Em seguida foram mensuradas com auxilio de um paquimetro digital
(precisdao 0,01 mm), com intervalo de dois ou trés dias, totalizando cinco avaliacées. Como as lesGes
ndo sdo retangulares utilizou-se um fator de correcdo (0,76) obtido anteriormente através da
comparacao da drea real da lesdo, com as medi¢Oes de largura e comprimento. A taxa de expansao
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da lesdo foi calculada através da equacdo de regressao linear, onde o valor que multiplica a varidvel
X (dias) é a taxa de expansdo da lesdo de helmintosporiose diaria.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As lesdes da helmintosporiose apareceram sete dias apds a inoculagdo. O tamanho inicial das
lesdes variou de 14,18 a 69,48 mm? entre os cultivares testados, com uma média de 32,32 mm?
(Figura 1). O progresso da expansdo das lesdes da helmlintosporiose variou entre os diferentes
hibridos de milho, sendo representada por equacgdes lineares (Figura 1).
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Figura 1: Progresso da expansdo de lesdo da helmintosporiose, em diferentes hibridos de milho, no periodo
de 17 dias ap6s a inoculagdo. UPF, Passo Fundo/RS.

Os hibridos que apresentaram as maiores taxas de expansao da lesdo da helmintosporiose
foram 2A106, P1630H, 2B587, SW 3949 TL, SYN7205 e 30F53, sendo que esses foram
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estatisticamente semelhantes entre si e superiores aos hibridos 2A550, AG9045, P2530 e AG8025
(Tabela 1).

Para a variavel area inicial da lesdao da helmintosporiose os hibridos P2530, AG9045 e 2A550
apresentaram os maiores valores, sendo estatisticamente superior aos demais hibridos. Para a area
final da lesdo, os hibridos 2A106, P1630H, 2B587 foram estatisticamente semelhantes entre si e
superior aos demais hibridos (Tabela 1).

Tabela 1: Taxa de expansdo da lesdo, area inicial e final da lesdo da helmintosporiose em hibridos de milho.
UPF, Passo Fundo/RS.

Taxa de

o expansio da A.rea inicial.da Ie550~ A.rea fir:nal d.a lesdo )

Hibridos les3o 7 dias apds a |2noculagao 17 dias apods azlnoculagao
(mm?/dia) (mm’) (mm’)

2A106 42,42 a* 14,19b 339,28 a

P1630H 40,07 a 29,47 b 428,82 a

2B587 35,41a 16,96 b 362,90 a

SW 3949 TL 31,42 a 20,90b 338,42 b

SYN7205 30,59 a 21,71b 314,93 b

30F53 29,45 a 28,59 b 328,62 b

AG8025 25,34 b 23,19b 272,54 b

P2530 23,47 b 69,49 a 321,67 b

AG9045 19,82 b 47,66 a 247,91b

2A550 18,36 b 51,06 a 239,65 b

CV (%) 20,00 16,24 17,52

IMédias seguidas por mesma letra na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knot a 5% de probabilidade do
erro.

Este comportamento se correlaciona com observagdes de campo dos mesmos hibridos e
comprova a importancia da expansdo da lesdo na epidemiologia da helmintosporiose do milho.
Monitorar o progresso das lesdes mostra-se, também, ferramenta util a diferenciacdo de gendtipos
em programas de melhoramento de milho, visando resisténcia genética.

As estratégias epidemioldgicas dos patdégenos podem diferir em fungdo do tipo de clima em
gue se encontram. Conforme Zadoks (1971), climas temperados, por possuirem esta¢des do ano
bem definidas e invernos longos, beneficiam os patdégenos que concentram a producdo de seus
esporos no inicio de seu periodo infeccioso, podendo causar epidemias explosivas com maior
nimero de lesdes e esporos. Por outro lado, patdgenos de clima tropical como E. turcicum, quando
sdo desfavorecidos pelo aumento da temperatura e pela falta de orvalho dos trépicos, investem no
aumento do tamanho das lesGes ja formadas e nas esporulagdes frequentes com quantidades
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reduzidas de esporos. Vitti (1993) mostrou que o desenvolvimento de E. turcicum através do
crescimento das lesdes apresentou maior eficiéncia em condigdes de campo, em clima tropical.

Sao escassos os trabalhos onde determinou-se a expansdo de lesdao de doengas ocorrentes
em plantas. Menegon et al. (2005) relatam que o progresso de uma doenga pode ser explicado pelo
aparecimento de novas lesGes e pelo crescimento daquelas ja existentes. O tamanho da lesdo e/ou
sua taxa de expansdo tem sido utilizados para avaliar a resisténcia de cultivares a doencas. Johnson
e Taylor (1976) consideram o tamanho da lesdo como um dos componentes de resisténcia mais
importantes. Segundo Berger e colaboradores (1997) afirmam que a reducdo da area atingida pela
expansao de lesdo pode ser obtida pela selecdo de cultivares com pequena lesdo inicial, com baixas
taxas de expansao de lesao.

O agente patogénico E. turcicum facilita sua penetragdo e colonizagdao com a produgao de
uma gama de metabdlitos secunddrios e toxinas. O genoma de E. turcicum contém dois genes que
codificam enzimas xilanases, que degradam arabinoxilano na parede celular da planta, causando
perda de integridade e auxiliando a penetracdo (Degefu et al., 2004).

Em condi¢cBes controladas, os periodos de incubacdo na maioria das vezes sdo menores.
Warwick e Warren (1981) observaram que os sintomas da doenca se manifestaram no espaco de
dois a trés dias e para Raymundo e Hooker (1982) este periodo foi de 3 a 7 dias. Berger (1973) ao
monitorar E. turcicum na Flérida, verificou poucas lesdes novas aparecendo apds o florescimento e
a maior parte do aumento da doenca ocorreu devido ao crescimento das lesdes.

A expansdo de lesdo reflete a acdo infecciosa do patdégeno, enquanto novas infeccoes
somente o fazem apds um periodo de laténcia, sendo assim, a taxa de expansdo de lesdo é um
componente importante no processo epidemioldgico (Bergamin & Amorim, 1996). Berger et al.
(1997) afirmaram que o processo de expansao de lesdao tem sido referido como um importante
componente do progresso de epidemias, especialmente quando as condi¢gdes ambientais sdo
desfavoraveis a esporulacdo, dispersdao do inéculo e inducdao de novas infec¢bes. Através da
expansao das lesdes ja existentes, o tecido adjacente torna-se imediatamente infeccioso, enquanto
novas infeccdes somente o fazem apds um periodo de laténcia.

Segundo Bergamin et al. (1996), a quantidade de tecido doente que produz esporos
praticamente ndo exerce influéncia sobre a severidade, devido a expansdo de lesdo. Essa severidade
apresenta a proporc¢ao de sitios ocupados exclusivamente pelo crescimento das lesGes, ignorando
seu tamanho original. Quanto maior o tamanho inicial da lesdo, menor é o numero de sitios sadios
remanescentes, passiveis de serem ocupados pelo crescimento destas lesdes. O efeito da expansao
das lesdes é mais significativo em sistemas com laténcia prolongada, pelo maior tempo disponivel
para a lesdo crescer. Nos sistemas que tém lesdes iniciais grandes, a epidemia atinge seu maximo
mais rapidamente e a contribuicdo da expansao das lesGes na severidade final torna-se menor.

Como componente do processo epidemioldgico, a expansdo de lesdo deve ser considerada
na definicdo de estratégias de controle para esta doenca.

4 CONCLUSAO
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Os hibridos 2A550, AG9045, P2530 e AG8025 apresentam a menor taxa de expansao de lesdo,
podendo ser uma alternativa para o produtor rural utilizar na sua propriedade, tendo em vista que
hibridos que apresentam o menor desenvolvimento da doen¢a diminuem as perdas de
produtividade da cultura, assim também como os gastos com aplicagcbes de fungicidas para o
controle da doenga.
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