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RESUMO

Camera, J.N.; Koefender, J.; Golle, D.P.; Bortolotto, R.P.; Horn, R.C.; Flores, E.F.; Deuner, C.C.Esporulagio in vitro ¢ inoculagdo de Exserohilum
turcicum em milho. Summa Phytopathologica, v.45,n.3, p.308-312, 2019.

A helmintosporiose esta entre as principais doencas da cultura
do milho. Realizou-se dois ensaios com os objetivos de avaliar
a esporulacdo do fungo diferentes meios de cultura, métodos de
inoculagdo e concentragdes de inoculo para Exserohilum turcicum.
Para a esporulacdo em diferentes meios de cultura, testou-se seis
diferentes substratos: batata sacarose agar (BSA), extrato de folha de
milho (FM), potato dextrose agar (PDA), suco V8 agar (V8), lactose
caseina hidrolisada agar (LCHA) e meio semi-seletivo De Rossi e
Reis (DRR) submetidos a dois regimes luminosos, fotoperiodo de
12 e escuro continuo. E no segundo ensaio avaliou-se dois métodos
de inoculagdo: a aspersdo e a deposi¢do do indoculo no cartucho das
plantulas, sendo testadas as concentragdes de 5x10°, 10x10°, 15x10°

20x10°%, 25x10° conidios/mL, e para o segundo foram depositados
0,5 mL na concentragio de 20x10° conidios/mL nos cartuchos. Para
ambos os métodos a inoculacdo foi feita no estadio V4 (quarta
folha expandida, apresentando colar, ligula e auriculas visiveis), e
mantidos em cAmara umida por 24 horas na temperatura de 25 °C.
Quinze dias ap6s a inoculagd@o, avaliou-se a severidade estimada ¢ a
area da lesdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com quatro repetigdes e os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e de regressdo. O maior nimero de conidios.cm? foi
obtido no meio DRR, independente do regime luminoso. O método
de aspersdo mostrou-se eficaz nas concentragdes de 15x10°, 20x10° e
25x10° conidios/mL

Palavras-chave: concentragao de indculo, helmintosporiose, Helminthospooium turcicum, meio de cultura, Zea mays.

ABSTRACT

Camera, J.N.; Koefender, J.; Golle, D.P.; Bortolotto, R.P.; Horn, R.C.; Flores, E.F.; Deuner, C.C. In vitro sporulation and inoculation of Exserohilum

turcicum in corn. Summa Phytopathologica, v.45, n.3, p.308-312, 2019.

Helminthosporiosis is among the major corn diseases. Two
experiments were carried out with the aim of evaluating fungal
sporulation in different culture media, inoculation methods and
inoculum concentrations for Exserohilum turcicum. For sporulation
in different culture media, six different substrata were tested: potato
sucrose agar (BSA), maize leaf extract (FM), potato dextrose agar
(PDA), V8 juice agar (V8), lactose casein hydrolysate agar (LCHA)
and semi-selective medium De Rossi and Reis (DRR) subjected
to two light regimes, 12 hours photoperiod and continuous dark.
In the second assay, two inoculation methods were evaluated:
spray and deposition of the inoculum in the seedling cartridge,
testing the concentrations of 5x10°, 10x10°, 15x10° 20x10°, 25x10°

conidia / mL, and in the second one, 0.5 mL at the concentration
of 20x10° conidia/mL were deposited in the cartridges. For both
methods, inoculation was done in stage V4 (fourth expanded leaf,
showing collar, ligule and visible auricles) and kept in a humid
chamber for 24 hours at the temperature of 25 °C. Fifteen days
after inoculation, the estimated severity and the lesion area were
evaluated. The experimental design was completely randomized
with four replicates, and data were subjected to analysis of variance
and regression. The highest number of conidia.cm™ was obtained
in the DRR medium, independent of the light regime. The spray
method was effective at the concentrations of 15x10° 20x10° and
25x10° conidia/mL.

Keywords: inoculum concentration, helminthosporiosis, Helminthospooium turcicum, culture medium, Zea mays.

O milho (Zea mays L.) ¢ uma das culturas mais importantes para
a economia brasileira, sendo a segunda cultura com maior produgao
de grdos no territorio nacional e com grande participagdo nas
exportagdes. O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho
(17), concentrando a maior parte da produgdo na segunda safra (5),
denominada de safrinha.

Dentre as doengas ocorrentes na cultura do milho, destaca-se a
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helmintosporiose, que tem como agente causal Exserohilum turcicum
(Pass.) K. J. Leonard & E. G. Suggs.. A esporulagdo de fitopatdgenos
¢ de extrema importancia na condugdo de trabalhos de pesquisas,
com relagdo ao regime luminoso, Teixeira et al. (15), mencionam que
a radiacdo luminosa pode induzir, inibir ou ter efeito neutro sobre o
crescimento e a esporulagdo dos fungos. A luz estimula a reproducao
assexual e sexual na maioria dos fungos, e seu efeito esta intimamente
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relacionado com a nutrigdo e com a temperatura. A composi¢do do
meio também é um fator importante na esporulagio, quando um fungo
cresce bem em um substrato e ndo em outro, acredita-se que metabolitos
especificos estejam envolvidos (12).

Em pesquisa, rotineiramente utiliza-se inoculagdo artificial de
fungos para diversos estudos, principalmente a rea¢do de cultivares,
porém para isso primeiramente é necessario determinar a concentragao
do indculo de um patdgeno que permita obter sintomas da doenga que
seja possivel de avaliar e facil de reproduzir (10). Diversos trabalhos
ja foram desenvolvidos com essa finalidade em varios patossistemas
(4, 2), porém até o momento ndo se encontrou trabalhos na literatura
testando concentragdes de indculo para E. turcicum.

Um dos grandes problemas encontrados para pesquisas em casa-
de-vegetacdo com E. turcicum em milho é o tamanho das plantas de
milho, o nimero de placas com esporulagio intensa e a dificuldade de
conseguir uma inoculagio uniforme quando comparados com trabalhos
de inoculagdo desenvolvidos para patdgenos em outras culturas. Em
relagdo a inoculagdo estudos mostram a inoculagdo apenas no cartucho,
porém devido a concentragdo de indculo no mesmo local da planta,
as lesdes formadas acabam coalescendo e interferindo nas avaliagdes.

Assim, este trabalho teve como objetivos (i) quantificar a
esporulagdo de E. turcicum em diferentes meios de cultura, submetidos
a (ii) dois regimes luminosos, avaliar (iii) dois métodos de inoculagdo
e concentragdes de inoculo de E. turcicum em milho.

MATERIAL E METODOS

Esporulacio de Exserohilum turcicum. O trabalho foi realizado no
Laboratorio de Fitopatologia e em camara climatizada de crescimento
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade
de Passo Fundo, Passo Fundo/RS.

Folhas com sintomas da helmintosporiose do milho foram
recolhidas no campo, no municipio de Passo Fundo — RS. Discos
das lesdes de 9,0 mm de diametro foram cortados e desinfestados, e
posteriormente imersos em alcool 96% por um minuto, em hipoclorito
de sodio 1% por trés minutos e enxaguados em agua destilada e
esterilizada. Apds a desinfestacdo, foram distribuidos em caixas de
acrilico tipo gerbox de poliestireno cristal (11 x 11 x 3,5 cm de altura).
O material foi incubado em camara de crescimento com temperatura
de 252 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apos a esporulagido do fungo,
procedeu-se o isolamento monosporico (1).

Os tratamentos constaram de seis meios de cultura:

(1) Meio semi-seletivo de De Rossi & Reis - DRR (em Erlemeyer
de 2000 mL foram adicionados i) caseina hidrolisada 3 g/L, ii) agar
10 g/, iii) lactose 37,5 g/L, iv) MgSOA.7HZO 0,5 g/L, v) ZnSO4.7HZO
0,43 g/L, vi) MnSO,.4H,0 0,2 g/L, vii) Fe(NO,)3.9H,0 0,72 g/L, num
volume final de 1000 mL, ap6s a dilui¢do fez-se a correcio do pH, para
6, adicionou-se apds a autoclavagem do meio carbendazim 60 mg/L
, captana 30mg/L).

(2) Batata sacarose agar — BSA: (extrato de 200 g de batata, 20 g de
dextrose e 16 g de agar e agua até completar o volume de 1000 mL) (1).

(3) Suco V8 agar: (200 mL de suco de vegetais V8 “Campbell Soup
Co.”; 16 g de agar; 3,2 g de CaCO3 e 800 mL de agua destilada) (16).

(4) Lactose caseina hidrolisada agar - LCHA em Erlemeyer de 2000
mL foram adicionados i) caseina hidrolisada 3 g/L, ii) agar 10 g/, iii)
lactose 37,5 g/L, iv) MgSO,.7H 0 0,5 g/L, v) ZnSO,.7H,0 0,43 g/L,
vi) MnSO,.4H 0 0,2 g/L, vii) Fe(NO,)3.9H,0 0,72 g/L, num volume
final de 1000 mL, ap6s a diluigdo fez-se a corregdo do pH, para 6 (16).
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(5) Potato dextrose agar — PDA, produto de marca comercial
Acumédia : (39 g do produto) (1)

6) Extrato de folha de milho - FM (1): (extrato de 80 g de folha
de milho picada e levada ao fogo até levantar fervura, 16 g de agar e
agua até completar 1000 mL);

Os meios de cultura foram posteriormente autoclavados a 121
°C por 20 minutos ¢ vertidos assepticamente em caixas de Petri de
polietileno (60 x 15 mm). Preparou-se oito caixas para cada um dos
meios de cultura, sendo que no centro de cada caixa, colocou-se um
disco de micélio de 4,68 mm de diametro do fungo crescido por
25 dias em meio de cultura BSA (16), proveniente do isolamento
monosporico. Em seguida, quatro caixas de cada meio de cultura
foram submetidas ao fotoperiodo de 12 horas e ao escuro continuo.
As placas foram distribuidas ao acaso na camara de crescimento com
lampadas fluorescentes OSRAM® Universal, 40 watts, a 25 °C por
vinte e cinco dias. Decorrido esse tempo, procedeu-se a quantificacdo
da esporulagdo, sendo que para isso, foram adicionados 5 mL de agua
destilada na caixa de Petri e com o auxilio de um pincel, os conidios
foram removidos. A partir da suspensao de esporos, coletou-se 1 mL,
e em seguida contou-se o nimero de conidios em hemacitdmetro tipo
Neubauer (1) e calculou-se o niimero de conidios.cm?, com base na
area da placa coberta com o meio de cultura e niimero de conidios no
volume de agua utilizado na sua remogao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
arranjo fatorial duplo 6 x 2 (meios de cultura x regimes luminosos)
com quatro repetigdes. O nimero de conidios.cm™ foi submetido a
analise da variancia e ao teste Tukey 5% paraa comparacdo de médias.

Métodos de inoculacdo e concentragio de indculo de
Exserohilum turcicum

O ensaio foi executado no Laboratorio de Fitopatologia e em casa
de vegetacdo, na Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
da Universidade de Passo Fundo. Utilizou-se a cultivar hibrida
Pioneer P1630H, ja previamente descrito como altamente suscetivel
a helmintosporiose. A semeadura foi realizada em vaso com 10 Kg de
solo hortado, sendo esses mantidos em casa-de-vegetacao.

O inodculo utilizado foi obtido a partir de folhas de milho procedentes
do municipio de Passo Fundo-RS. Isolou-se o fungo de folhas com
lesdes da helmintosporiose. Para isso foram cortados fragmentos
de 5 mm de folhas com sintomas e em seguida foram desinfestados
numa solug@o aquosa de hipoclorito de sodio (1%) por trés minutos e
lavados trés vezes com agua destilada esterilizada. Os fragmentos foram
distribuidos em caixas de acrilico, tipo gerbox, contendo uma espuma de
nylon e duas folhas sobrepostas de papel filtro, humedecidas com agua
destilada esterilizada, formando uma cdmara hiimida. As caixas foram
mantidas num ambiente com temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de
12 horas. Apo6s cinco dias, com o auxilio de uma agulha histolégica
flambada, estruturas do fungo foram transferidas para caixas de Petri
contendo meio de cultura LCH (Lactose Caseina Hidrolisada) (16) para
o crescimento do mesmo.

Uma aliquota de 10 mL de agua destilada esterilizada foi adicionada
a caixa contendo coldnia de E. turcicum e com auxilio de um pincel
procedeu-se a remocao dos esporos da superficie. A suspensdo foi
vertida em frasco para coleta de amostras de 10 uL para contagem
do numero de conidios. Uma amostra de 0,5 mL dessa suspenséo foi
espalhada sobre a superficie de meio de cultura agar-agua e incubada
em camara de crescimento por 8 horas, a 25+2 °C, com luz. Decorrido
esse periodo com auxilio de lupa e estilete, pequenas por¢des de meios
contendo um esporo germinado foram transferidas para caixas contendo
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meio de cultura LCH e incubadas no escuro até o crescimento de
colénias puras do fungo (1).

Apos trinta dias, as coldnias contendo o fungo esporulado
em meio LCH, foram cobertas com agua destilada esterilizada. Os
conidios formados foram removidos com pincel. Avaliou-se dois
métodos de inoculagdo, aspersdo e deposi¢ao no cartucho das plantulas,
sendo que para o primeiro foram testados as concentragdes de 5x10°,
10x10°% 15x10° 20x10°, 25x10° conidios/mL mais a testemunha
pulverizada apenas com agua, e para o segundo foram depositados 0,5
mL na concentragio de 20x10° conidios/mL. Ambos os métodos foram
inoculados no estadio V4 (quarta folha expandida, apresentando colar,
ligula e auriculas visiveis) e mantidos em cadmara humida por 24 horas.

Quinze dias ap6s a inoculagdo, avaliou-se a severidade estimada
¢ a area de quatro lesdes foram medidas quanto ao comprimento (C) e
largura (L) da &rea necrosada, com um paquimetro digital de precisao de
0,01 mm. A 4rea foi estimada em mm?, pela formula CxLx0,76, em que
valor 0,76 corresponde ao fator de corregéo obtido pela comparagdo do
produto de C x L com a area real medida em um integralizador digital
de area foliar (Licor). O delineamento experimental foi completamente
casualizados com quatro repetigdes. Os dados obtidos foram submetidos
aanalise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Skott-
Knott, em nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Esporulacio de Exserohilum turcicum. Com relagdo ao regime
luminoso, quando as culturas foram submetidas ao fotoperiodo de 12/12
h, somente os meios V8 e LCHA foram estatisticamente inferiores na
esporulac@o do fungo, os demais meios foram estatisticamente iguais
sendo indiferentes para a presenga ou auséncia de luz (Tabela 1).

Para os meios de cultura, independente se foram submetidas ao
fotoperiodo de 12/12 h ou ao escuro continuo, o meio de cultura no
qual ocorreu a maior esporulacdo do fungo foi o DRR, diferindo
estatisticamente dos demais (Tabela 1). Para o fotoperiodo de 12/12
h, os meios BSA, PDA, FM, V8 ¢ LCHA foram semelhantes entre si
¢ apresentaram as menores esporulagdes, enquanto que para 0 escuro
continuo, os meios PDA e FM foram estatisticamente inferiores para
esporulagdo do fungo (Tabelal).

Os resultados obtidos neste trabalho comprovam os resultados
obtidos por De Rossi & Reis (7), que utilizaram este fungo em sementes

de milho inoculadas artificialmente, onde o meio DRR foi o mais
sensivel. Nao foram encontrados na literatura outros trabalhos que
relatem o uso deste meio de cultura.

Os dados também corroboram com Tuite (16) onde o meio
LCHA induz a esporulagdo de E. turcicum, sendo esse meio utilizado
rotineiramente em muitos patogenos (11; 16 9, 8), apesar de que na
presente pesquisa o fungo ndo obteve a melhor esporulagio, porém
satisfatoria. Da mesma forma Nakamura & Gimenes-Fernandes (13),
relataram a obtengao de conidios e conididforos de E. turcicum em meio
de cultura V8, semelhante ao encontrado neste trabalho.

Soares et al. (14) relataram em seus trabalhos que o meio de batata
dextrose dgar (BDA) ndo conseguiu induzir a esporulagdo de todos
os isolados de E. turcicum testados, o que se confirma neste ensaio.

Métodos de inoculacdo e concentracio de indculo de
Exserohilum turcicum

Tanto para severidade como para area das lesdes, a concentragido
de 20x10° inoculada pela deposi¢do de 0,5 mL no cartucho, apresentou
o maior valor diferindo estatisticamente das demais concentragoes,
porém as lesdes coalesceram rapidamente ndo permitindo avaliar o
progresso da doenga no decorrer do tempo. Para a inoculagdo por
aspersdo nas concentragdes de 15x10°, 20x10%e 25x10° conidios/mL, foi
possivel avaliar de forma precisa a intensidade da doenga, podendo ser
utilizada em trabalhos de pesquisas a concentragdo de 15x10° (Figura
1A). Quando utilizou-se concentragdes menores no mesmo método de
inoculagdo (5x10° e 10x10%), ndo foi possivel representar a epidemia,
pois o niimero e area das lesdes foi muito baixo, sendo que a medida
que a concentragdo de indculo aumenta as variaveis em estudo também
aumentam (Figura 1 A e 1B).

Verificou-se que houve uma relagao entre a concentragdo de inoculo
¢ a intensidade de doenga (severidade, area da lesdo) pelo método de
inoculacdo por aspersio, sendo que os dados mostram um aumento
crescente da intensidade da doenga com o aumento da concentragdo
de indculo do fungo, tendo sido obtido o nivel mais elevado (ponto
méximo) paraa concentragio de 25x10° conidios/mL (Figura 2A e 2B).

Varios métodos de inoculagao sao citados em trabalhos cientificos
com manchas foliares em milho, De Rossi et al. (7) utilizaram em seus
trabalhos o método de inoculagao por deposi¢do de 0,5 mL do indculo (5
x 10*conidios/mL) no cartucho das plantulas no estddio V4, semelhante
a esse com E. turcicum e obtiveram também resultados satisfatorios,
conseguindo reproduzir a doenga.

Tabela 1. Esporulagdo de Exserohilum turcicum em diferentes meios de cultura e regimes luminosos.

Esporulagio (conidios.cm?) Médias

Meios de cultura

Fotoperiodo' Escuro®
De Rossi ¢ Reis A 8359,2 a° A84233 a 83913 a
Batata sacarose agar A 13564 b A 1880,8 ¢ 1618,6 b
Suco V8 agar B 848,8 bc A 2266,5 ¢ 1557,7b
Lactose caseina hidrolisada agar B 210,0 bc A 4130,7b 2170,3
Potato dextrose agar A 180,2 be A412d 110,7 ¢
Extrato de folha de milho A0,00c A0,0d 0,0c
Médias 18258 b 27904 a
CV (%) 14,8

'Fotoperiodo: 12 horas de luz e 12 horas de escuro; *Escuro continuo; *Médias seguidas por mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade do erro.
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Figura 1 A. Efeito de diferentes concentracdes de indculo e o método de
inoculagdo no cartucho do milho de Exserohilum turcicum sobre a severidade
foliar no hibrido Pioneer P1630H. 'Médias seguidas de mesma letra nio diferem
pelo teste de Scott-knott a 5%. *Inoculacao por deposi¢do de 0,5 mL no cartucho.
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Figura 2 A. Relagdo entre aa concentragio de inoculo de Exserohilum turcicum
e a severidade estimada no hibrido Pioneer P1630H.

Fernandes & Balmer (8), em ensaios conduzidos para a verificagao
de resisténcia de genoétipos utilizaram o método de inoculagdo no
cartucho, porém na concentragio de 5x10° conidios/mL, o que
apresentou uma quantificaco satisfatoria da doenca. Ja em trabalhos
conduzidos por Bleicher & Balmer (3) utilizaram a concentra¢ao de
2,5x10° conidios/mL e em outro trabalho conduzido pelos mesmos
autores utilizaram a concentracio de 1 x 10° conidios/mL inoculadas
no cartucho, sendo satisfatoria. Ja Cota et al. (6) com o método de
inoculagio por aspersdo na concentragio de 10* conidios/mL.

A maior esporulagdo (conidios.cm?) de E. turcicum é obtida no
meio semi-seletivo De Rossi e Reis (DRR), independente do regime
luminoso.

Nas condigdes de casa- de-vegetagdo onde o ensaio foi realizado
a inoculagdo por aspersdo resultou em intensidade semelhante a de
inocula¢@o nos cartucho.

A concentragido de 15x10° conidios /mL inoculadas pelo método
de aspersdo gera intensidade que permite a avaliagdo de cultivares de
milho a E. turcicum..
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Figura 1 B. Efeito de diferentes concentracdes de indculo e o método de
inoculagdo no cartucho do milho de Exserohilum turcicum sobre a area da lesao
(mm?) no hibrido Pioneer P1630H. 'Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
pelo teste de Scott-knott a 5%. *Inoculagao por deposigao de 0,5 mL no cartucho.

250 y = -3E-07x2+0,0167x- 14,716
R2 = 0,8944

200

150

100

50

5x10% 10x10% 15x10°% 20x10° 25x103

Concentragio de inéculo (Conidios/mL)

Figura 2 B. Relagdo entre a concentragdo de inoculo de Exserohilum turcicum
e a drea da lesio (mm®) no hibrido Pioneer P1630H.
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