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RESUMO - Os fungos sd0 considerados 0s 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 é bem conhecida. O objetivo deste trabalho foi detectar e
quantificar a presenca de conidios de Et externamente aderidos a semente de milho. A
deteccdo dos esporos foi feita pelo método de suspensdo de lavagem das sementes. Et foi
detectado infestando semente de milho com uma média de 1,04 conidios por semente. O
agente causal foi confirmado pela sua caracterizagdo morfoldgica e prova de patogenicidade
seguindo os postulados de Koch.

Palavras-chave: Zea mays, helmintosporiose

Introducéo

A hdmintosporiose do milho (Zea mays L.) causada por Exserohilum turcicum (Pass.)
Leonard & Suggs € uma doenca de ocorréncia generadizada em todo mundo (CARSON &
VAN DYRE, 1994). Pode causar reducéo da &ea foliar sadia durante o periodo de
enchimento dos grdos resultando em danos de 50% ou mas em cultivares suscetivel
(PERKINS & PEDERSEN, 1987).

Segundo Barba (2001), a grande maioria dos parasitas necrotréficos utiliza-se da
semente como veiculo de disseminagdo, abrigo e melo de sobrevivéncia. Alguns autores
afirmam que a semente infetada introduz os parasitas necrotroficos nas éreas de cultivo (REIS
& CASA, 1996; PINTO, 1996; ZAMBOLIM et a., 2000).

Formulou-se a hip6tese de que a semente infestada pode ser uma fonte de inéculo de
Et, transportando e introduzindo-o nas é&reas onde forem cultivados cultivares suscetivels.

O objetivo deste trabaho foi demonstrar e quantificar a presenca de conidios de Et

aderidos externamente a semente de milho.

Material e M é&odos
Obtencado das amostras
Neste trabalho foi utilizada uma amostra de sementes de milho do hibrido P1630,

coletada numa lavoura que apresentava sintomas da helmintosporiose na safra 2011/12,
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localizada no municipio de Erechim, RS.
A amogtra foi registrada e processada no Laboratério de Fitopatologia-Micologia da

FAMV da UPF, acondicionada em saco de papel e armazenada em camarafria

Deteccéo de Exserohilum turcicum

A deteccéo dos esporos de Et aderidos a superficie das sementes foi feita pelo método
de suspensdo de lavagem, segundo 0 Manual de andlise sanit&rio de semente do MAPA
(BRASIL, 2009). Cinco repeticdes de 50 g de sementes foram introduzidas em um Erlenmyer
de 250 mL de volume, contendo 50 mL de &gua destilada, mais uma gota de o tenso ativo poli-
oxi-etileno-sorbitano monolaurato (Tween 20, Sigma Chemical Co) e agitadas manua mente
por cinco minutos. O liquido foi separado das sementes através de um coador. A suspensdo
foi divida em cinco aliquotas de 10 mL em cinco tubos de ensaio e centrifugados (centrifuga
ALPHA 11), por dez minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi eliminado com uma pipeta,
restando o precipitado. Foi adicionado um mL de &gua destilada e esterilizada em cada tubo e,
agitado para resuspender o precipitado. As suspensdes dos cinco tubos foram transferidas
para um Unico tubo com um volume find de cinco mL. Com o auxilio de um micropipetador,
foram depositados 10 pL numa lamina de microscopia e feita a contagem em microscopio
optico. Utilizaram-se cinco repeticdes de cinco gotas por amostra. Os dados foram expressos

como meédia de conidios de Et por semente.

Confirmacéao do agente causal - Exserohilum turcicum

Para a confirmagéo do agente causal, foram pipetados 350 puL da suspensdo dos
conidios removidos das sementes por lavagem, para placas de Petri contendo meio semi-
seletivo de lactose caseina hidrolisada agar modificado (LCHA modificado) (De Ross & Reis,
no prelo), tendo-se como base 0 meio LCHA (Tuite, 1969), suplementado com carbendazim
60 mg/L, captana 30 mg/L, neomicina 600 mg/L e estreptomicina 500 mg/L. Com o auxilio de
uma al¢a de Drigalsky, distribui-se homogeneamente a suspensdo na superficie do meio e

incubou-se a 25+-2 °C, no escuro.

Car acterizacdo morfoldgica dos conidios
Com o auxilio de uma agulha histologica flambada, retiraram-se pequenas por¢des da
colGnia, com quinze dias de crescimento em meio LCHA, e depositou-se sobre uma lamina

contendo uma gota de lactofenol e, sobre estes, uma laminula. Foi determinado o
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comprimento, a largura e 0 nimero de septos de 50 conidios por I&mina, em microscopio

optico, aumento de 400 x em quatro repeticdes.

Prova de Patogenicidade
Cultivo das plantas

Seis sementes de milho foram semeadas em vasos plésticos contendo 1 Kg de solo
utilizando-se sementes do hibrido Pioneer P1630. Apds a emergéncia, realizou-se 0 desbaste,
permanecendo trés plantulas por recipiente. As plantas foram mantidas em casa-de-vegetacéo

com temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas.

Multiplicagdo do inéculo

Com o auxilio de uma agulha histologica flambada, pequenas porcdes da colnia, de
cada isolado de Et, preservadas na micoteca do laboratério, foram transferidas para placas de
Petri contendo o meio LCHA. As placas foram vedadas com papel filme e levadas para uma
camara climatizada, a 25 * 2°C e escuro, por um periodo de 15 dias, até obter-se esporulacéo

abundante.

I noculagdo em plantas de milho
A inoculacdo foi realizada por meio da deposicéo de 0,5 mL do inéculo (concentracdo
de 5 x 10* conidios/mL) no cartucho das plantulas, quando atingiram o estédio fenolégico 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 de cada isolado de fungo obtido de semente, cada
repeticdo foi um vaso contendo trés plantas. Apos a inoculagdo, as plantas permaneceram em

casa de vegetacdo com temperatura de 25 *2°C e fotoperiodo de 12 horas.

Reisolamento do fungo de folhas de milho com sintomas da helmintosporiose

Para completar a prova de patogenicidade, realizou-se o reisolamento do fungo, desde
as folhas com sintomas da helmintosporiose, en meio semi-seletivo de De Ross e Reis.
Previamente, realizou-se a desinfestagdo de discos do tecido foliar com sintomas em solugéo

aquosa de hipoclorito de sodio a 1%, por trés minutos, apds lavados com agua destilada,
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retirando o excesso do desinfestante. Em seguida, os discos foram distribuidos em caixas de
acrilico, tipo gerbox, no fundo do recipiente foi depositado uma espuma de polietileno e, sobre
esta, duas folhas de papel filtro. O materia absorvente foi embebido com agua destilada, até a
saturacdo da espuma, constituindo uma camara Umida, e mantida em camara de crescimento
com temperatura de 25 * 2°C e fotoperiodo de 12 horas. Ap6s dois dias de incubagdo, com um
microscopio estereoscdpico, foi identificada a presenca de Et. Da esporulagéo do fungo no
tecido vegeta, retiraram-se conidios, com o auxilio de uma agulha histolégica flambada e
transferida para placas de Petri contendo o meio semi-seletivo de De Ross e Reis. Decorridas
duas semanas foi redlizada a caracterizacdo morfolégica dos conidios apds a montagem de

l@minas individuais dos isolados do fungo.

Resultados e Discussao
Deteccéo de Exerohilum turcicum
O fungo Et foi detectado infestando semente de milho com uma média de 0,51
conidios/10 uL, correspondendo a 1,04 conidios por semente (Tabela 1). A maior quantidade

de conidios por semente determinada foi de 1,33 e a menor de 0,65.

| 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 na média 10,7-23,0 x 43,5-138,7 um,
apresentando 2-8 septos por conidio. Os valores obtidos de largura e comprimento foram
préximas das mensuragBes descritas por Ellis (1971), de 18-32 x 50-144 pm, mas variaram
guanto ao numero de septos, onde Ellis cita entre 4-9 septos. Segundo Shurtleff (1992), os
conidios apresentam tamanho 20 x 105 pum (ndo especificando os valores minimos e os
méximos) e entre 3 e 8 septos por conidio. Os valores relatados por Shurtleff ficaram ainda

mais aproximados aos determinados neste trabal ho.

Patogenicidade

Uma semana ap0s a inoculagdo 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 & JENKINS
(1946) e por BACH & KIMATI (1995).

Os resultados positivos das inoculagtes confirmaram a patogenicidade dos conidios de
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Et infestando sementes de milho.

Conclusdes
Confirma-se a presenca de Exserohilum turcicum infestado semente de milho.
Confirma-se mediante o isolamento, inoculagdo, caracterizacdo morfoldgica e pela
comparacdo com descricdes da espécie disponiveis na literatura, que 0s esporos presentes
sobre as sementes de milho pertencem a espécie Exserohilum turcicum, agente causal da

helmintosporiose do milho.
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Tabela 1. Infestagdo natural de sementes de milho P1630, com conidios de
Exserohilum turcicum
Repeticdo  Conidiog/10 uL (n°  Sementes/50 gr (n°)  Conidios/semente (n°)

I 0,56 193 1,16
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I 0,56 190 1,17
[l 0,68 203 1,33
v 0,32 197 0,65
\% 044 192 0,91
Média 0,51 195 1,04
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