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RESUMO Os fungos sd0 considerados o0s principais microrganismos associados e
transmitidos pela semente na cultura do milho. O fungo Exserohilum turcicum (Et), agente
causal da helmintosporiose do milho, causa epidemias nas lavouras de milho de muitos paises,
mas sua presenca em semente ndo foi claramente relatada. O objetivo deste trabalho foi
detectar e quantificar a presenca de E. turcicum infectando naturalmente sementes de milho,
comparando diferentes métodos de deteccdo do patdgeno em sementes . Foram analisadas sete
amostras de milho e trés de milho pipoca, coletados no Rio Grande do Sul. De cada amostra
foram plaqueadas 1.200 sementes utilizou-se cinco métodos: i) papel de filtro com
congelamento, ii) meio de batata dextrose &gar (BDA), iii) meio semi-seletivo de Reis, iv)
meio de lactose caseina hidrolisada &gar (LCHA), e v) meio semi-seletivo de De Ross e Reis.
O delineamento experimentd foi inteiramente casualizado. O material foi incubado em camara
de crescimento com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h durante 7 a 10 dias. A
incidéncia do fungo foi feita com base na identificagdo de conididforos e conidios
desenvolvidos sobre as sementes. Os métodos de papel filtro com congelamento, meio de
BDA e meio de Reis demonstraram n&o ter suficiente sensibilidade para detectar o fungo. No
entanto, a deteccdo foi comprovada no meio LCHA com uma media de 0, 016 % e no meio
semi-seletivo de De Ross e Reis com 0,12 % de incidéncia. Demonstrou-se e quantificou-se
Demonstrou-se e quantificou-se Et infectando naturalmente sementes de milho e sementes de
milho pipoca, confirmado pela sua caracterizagdo morfologica e pela prova de patogenicidade
observando-se os postulados de Koch.

Palavras-chave: Zea mays, helmintosporiose

Introducéo

A hdmintosporiose do milho (Zea mays L.) causada por Exserohilum turcicum (Pass.)
Leonard & Suggs (teleomorfo: Setosphaeria turcica (Lutrell) Leonard & Suggs € uma das
principais doengas foliares do milho (FREDERIKSEN, 1991).

Existe uma grande dificuldade em se detectar E. turcicum em sementes de milho e, por
isso, tem sido citado que o fungo ndo € veiculado pelas sementes. Autores como Luttrel
(1958), Boosalis et a (1967), Levy & Cohen (1983), Shurtleff (1992), White (1999), Pingdli
(2000) e Lipps & Mills (2002), descrevem que o fungo E. turcicum pode sobreviver de uma
estacdo para a outra de cultivo, associado com restos culturais (folhas, bainha das folhas e
palha da espiga), na forma de peritécios e/ou como estrutura de dorméncia denominada de
clamidosporo, mas n&o citam a possibilidade da presenca do fungo na semente.

Ha a necessidade de se demonstrar a importéncia do inéculo na semente para a
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sobrevivéncia, abrigo, transporte e introducéo de E. turcicum na &rea cultivada.

A hip6tese formulada foi de que, a partir do centro de origem (México), este fungo via
semente, foi e tem sido transportado para todos os locais onde o milho é cultivado.

O objetivo deste trabalho foi comprovar a presenga e quantificar E. turcicum
infectando naturalmente sementes de milho, comparando diferentes métodos de deteccdo do

pat6geno em sementes.

Material e M étodos

Obtencado das amostras

A pesquisafoi conduzida no Laboratério de Fitopatologia - Micologia da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterindria (FAMV) da Universidade de Passo Fundo (UPF).
Amostras de sementes de milho e de milho pipoca das safras de 2010/11 e 2011/12, de
lavouras que presenteavam sintomas foliares da helmintosporiose, foram recebidas,
acondicionadas em sacos de papel e conservadas em camara fria

Foram utilizadas sete amostras de milho comercial: AG 8011 YG, Celeron TL, DKB
390, Exp 3949, P1630 (Erechim), P1630 (Passo Fundo) e P32R22 e trés amostras de milho
pipoca: Pipocal (P625), Pipocall e Pipoca lll, sendo esses dois Ultimos sem marca comercid,

fornecidos por produtor que produz semente propria (Tabelal).

Deteccao de Exserohilum turcicum nas sementes

Para a detecéo de E. turcicum nas sementes de milho, foram utilizados cinco métodos:
i) papel de filtro com congelamento, ii) meio de batata dextrose &gar (BDA), iii) meio de Reis
(REIS, 1983), iv) meio de lactose caseina hidrolisada agar (LCHA) (TUITE, 1969), e v) meio
semi-seletivo LCHA modificado (DE ROSSI e REIS, no prelo). Para este Ultimo meio, tomou-
se como base o meio LCHA o qual foi suplementado com carbendazim 60 mg/L, captana 30
mg/L, neomicina 600 mg/L e estreptomicina 500 mg/L.

As sementes foram desinfestadas, antes do plagueamento, imersas numa solugéo
aquosa de hipoclorito de sodio a 1% por trés minutos, apds foram lavadas trés vezes em agua
destilada para remover o residuo do hipoclorito.

No méodo de papel filtro com congelamento (i), as sementes foram dispostas
individuamente sobre duas camadas de papel de filtro umedecido com &gua destilada,
mantendo se distanciadas 1-2 cm uma das outras, no interior de recipientes de pléstico

16x20x5 cm de altura. Os recipientes foram deixados 24 horas em camara de crescimento com
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temperatura de 25 * 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, em prateleiras com trés lampadas
fluorescentes de 40 W de poténcia, localizadas a 50 cm acima dos recipientes, findizado esse
tempo foram colocadas em geladeira a -20 °C por 24 horas, e apds retornaram na camara de
crescimento por sete dias.

Nos méodos com meio agarizado (ii, iii, iv e v) as sementes foram plaqueadas, com
auxilio de pinga previamente flambada, e distribuidas de forma eguidistante, 25 sementes em
cada gerbox (11x11x3,5 cm de dtura). As sementes foram incubadas em cémara de
crescimento com temperatura de 25+ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, em prateleiras com trés
l&mpadas fluorescentes de 40 W de poténcia, localizadas a 50 cm acima dos gerboxes, por 7-
10 dias.

Todos os métodos constaram de quatro repeticdes de 100 sementes por tratamento,
num total 400 sementes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Cada
ensaio foi repetido trés vezes, totalizando assm 1.200 sementes analisadas por tratamento.

A avdiagdo foi redizada depois de 7 a 10 da incubagéo, sob lupa binocular (50 x),
considerando-se infectada a semente com a presenca de conidioforos e conidios de Et.

O experimento relatado foi realizado apds a execucdo de varios ensaios preliminares

gue visaram a deteccdo de Et em sementes.

Confirmacé&o do agente causal - prova de patogenicidade

Para a confirmacdo do agente causal, todas as sementes infectadas por Et, foram
transferidas para placas de Petri contendo meio LCHA, para induzir a esporulagdo do fungo.
As placas foram incubadas em cémara climatizada, em ambiente controlado, por 15 dias €,
apos transferiu-se parte da colénia jovem do fungo para tubos de ensaio contendo meio de
cultura batata dextrose &gar (BDA) e armazenados na micoteca do laboratério, em
refrigerador a 5°C. A caracterizagcdo morfoldgica dos conidios foi realizada apds a montagem
de ldminas individuais dos isolados do fungo feitos das sementes infectadas. Com o auxilio de
uma agulha histoldgica flambada, retiraram-se pequenas porgdes da colénia, com quinze dias
de crescimento em meio LCHA, depositando-se sobre uma lamina contendo uma gota de
lactofenol e, sobre estas, umalaminula. Foi determinado o comprimento, a largura e o nimero
de septos de 50 conidios por lamina, em microscopio éptico, aumento de 400 x observando-se

guatro repeticoes.

Prova de patogenicidade
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Seis sementes de milho foram semeadas em vasos plasticos contendo 1 Kg de solo
utilizando-se sementes do hibrido do milho Pioneer P1630, suscetivel a Et. Apos a emergéncia,
realizou-se 0 desbaste, permanecendo trés plantulas por recipiente. As plantas foram mantidas
em casa-de-vegetacdo com temperatura de 25 * 2°C e fotoperiodo de 12 horas. A inoculagéo
foi readlizada por meio da deposicio de 0,5 mL do inoculo (concentragdo de 5 x 10
conidios/mL) no cartucho das plantulas, quando atingiram o estadio fenoldgico V4 (quarta
folha expandida, apresentando colar, ligula e auriculas visiveis) (RITCHIE, 1993). Para
melhorar a cobertura e 0 molhamento das folhas, foi adicionado o tenso ativo poli-oxi-etileno-
sorbitano monolautaro (Tween 20, Sigma Chemical Co) na propor¢do de uma gota/L. No
tratamento controle (testemunha), a deposicéo foi feita apenas com &gua mais o tenso ativo.

Foram observadas quatro repeticdes para cada isolado do fungo obtido das sementes,
sendo arepeticdo um vaso contendo trés plantas. Apos ainoculagdo, as plantas permaneceram
em casa-de-vegetacdo com temperatura de 25 * 2°C e fotoperiodo de 12 horas. Para completar
0 teste de patogenicidade, realizou-se o reisolamento do fungo, desde as folhas com sintomas

da helmintosporiose.

Resultados e Discussao
Deteccao de Exserohilum turcicum nas sementes

Foi detectado Et infectando naturalmente sementes de milho e sementes de milho
pipoca (Tabela 1), confirmado pela sua caracterizagdo morfoldgica e prova de patogenicidade.

Os métodos de papel filtro com congelamento e meio de BDA, métodos utilizados
rotineiramente nos laboratério de sementes, em andlise sanitéria, demonstraram ndo ter
sensbilidade suficiente para detectar o fungo. O melo de Reis, utilizado para a determinacéo
de fungos de parede obscura como Bipolaris sorokiniana, também néo foi efetivo.

No entanto, a deteccéo foi comprovada no meio LCHA (Tuite, 1969) meio indicado
para estimular a esporulacdo de Et, com uma incidéncia média de 0, 016 %. Mas a utilizagdo
desse meio melhorado (LCHA modificado, por De Rossi & Reis, no prelo) foi o mais sensivel
para detectar Et em semente de milho e de milho pipoca, com uma média de deteccéo de 0,12
% deincidéncia.

A maior incidéncia foi determinada na amostra do hibrido P1630 (Erechim) com 0,92
% em meilo LCHA modificado. Utilizando o mesmo meio, nas amostras Exp 3949 e Pipoca |
(P625) apresentaram uma semente infectada das 1.200 analisadas, sendo assm a incidéncia de

0,08 %, sendo que a amostra P1630 (Passo Fundo) apresentou 0,16 % de incidéncia (duas
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sementes apenas em 1.200 andisadas). Com o meio LCHA foi possivel detectar a infeccdo do
fungo nas amostras P1630 (Passo Fundo) e Pipocal (P625), ambas com 0,08 % de incidéncia

As incidéncias das infec¢Oes determinadas do fungo Et nas semente sGo consideradas
baixas (de 0,08 % a 0,92 %), sendo que nas amostras aonde foi detectado, apresentaram, em
repeticOes dos experimentos, valores de zero.

As baixas incidéncias determinadas, ndo poderiam ser detectadas com os métodos
utilizados rotineiramente (papel filtro com congelamento e BDA) por ndo serem sensivels para
a deteccdo deste patogeno. Esta pode ser a principal dificuldade pela qual ndo foi encontrada
nenhuma referéncia, na literatura consultada, sobre a presenca de Et infectando sementes de
milho.

Pesquisadores que detalham o ciclo de vida do Et como Luttrel (1958), Boosdlis et al.
(1967), White (1999), Pingali (2000) e Lipps & Mills (2002), n&o fazem referéncia a sua
presenca, ou 0 Ndo, em sementes.

Os manuais para andise sanitéria de sementes de milho do CIMMYT (WARHAM et
a., 2002) e do MAPA (BRASIL, 2009), apresentam a possibilidade da presenca de Et em
sementes de milho, baseados no texto “Identificacdo das espécies de Drechslera em sementes’
de CHIDAMBARAM et a. (1979), onde os pesquisadores citam a presenca do fungo
Drechdera turcica (sinbnimo de E. turcicum) em milho e outras espécies, referindo-se a
presenca do patdégeno em sementes de Sorghum bicolor e S vulgare.

A ISTA, Associagcdo Internacional de Testes de Sementes (MACHADO et ., 2002),
determina a utilizagdo de 400 sementes em quatro repeticbes de 100 sementes para realizar
andise sanité&ria. Essa quantidade de sementes para um fungo com téo baixa incidéncia é
insuficiente, sendo que foi necessaria a repeticdo de trés vezes o determinado pela ISTA, para

se obter valores numéricos.

| dentificacéo e caracterizagcdo do agente causal

Quanto as caracteristicas morfoldgicas de largura e de comprimento, obtidas por meio
das mensuragdes de 200 conidios, os esporos mediram 10,0-22,5 x 47,5110,1 pm,
apresentando 2-8 septos por conidio. Os vaores obtidos de largura e comprimento ficaram
préximos das mensuragdes descritas por Ellis (1971), de 18-32 x 50-144 um, mas variaram
guanto ao numero de septos, onde Ellis cita entre 4-9 septos. Segundo Shurtleff (1992), os
conidios apresentam tamanho 20 x 105 um e entre 3 e 8 septos por conidio. Os vaores

relatados por Shurtleff ficaram ainda mais aproximados aos determinados neste trabal ho.
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Patogenicidade

Uma semana ap0s a inoculagéo do patdgeno nos cartuchos das plantas do milho do
hibrido suscetivel P1630, observou-se as primeiras lesdes folhares de formato eliptico e
alongado de cor verde-acinzentadas, coincidentes com o registrado por ELLIOT e JENKINS
(1946) e por BACH e KIMATI (1995). Os resultados positivos das inoculagdes confirmaram a
patogenicidade dos isolados obtidos das sementes infectadas de E. turcicum em milho e milho

pipoca.

Conclusdes
Confirma-se a presenca de E. turcicum infectando naturalmente semente de milho e de
milho pipoca. As dificuldades em sua detecgdo podem ser devidas a baixa incidéncia e aos
métodos utilizados para sua deteccdo, pouco sensivels.
Confirma-se mediante isolamento, inoculagdo, caracterizacdo morfolégica e pela
comparacdo com descricdes da espécie disponivels na literatura, que o fungo isolado de

sementes pertence a espécie E. turcicum, agente causal da helmintosporiose do milho.
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Tabelal. Incidéncia (%) dainfeccdo natural de Exserohilum turcicum em sementesde milho

e milho pipoca em cinco métodos de deteccio

Méodo/Meio

Amostra Papel defiltro BDA Reis LCHA  LCHA modificado
AG8011YG 0 0 0 0 0
Celeron TL 0 0 0 0 0
DKB 390 0 0 0 0 0
Exp 3949 0 0 0 0 0,08
P1630 (Erechim) 0 0 0 0 0,92
P1630 (Passo Fundo) 0 0 0 0,08 0,16
P32R22 0 0 0 0 0
Pipocal (P625) 0 0 0 0,08 0,08
Pipoca Il (sem nome) 0 0 0 0 0
Pipocalll (sem nome) 0 0 0 0 0
Média 0 0 0 0,016 0,124

Cada amostra com quatro repeticoes de 100 sementes.
Médias da repeticéo de trés experimentos, totalizando 1200 sementes analisadas.
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