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RESUMO

Em experimento realizado em casa de vegetacdo com
quatro linhagens e dois hibridos de milho (Zea mays),
verificou-se variabilidade para resisténcia a queima foliar
causada por Colletotrichum graminicola avaliada por meio
dasvaridveisareatotal delesdo por planta(ATL), areamédia
delesdo (AML), comprimentototal delesdo por planta(CTL),
comprimento médio de lesdo (CML) e nimero de |lesdes por
planta (NL). Quando dois isolados de C. graminicola foram
inocul ados nessas linhagens e em hibridos de milho ndo foi
verificadainteracdo diferencia entre isolados e gendtipos do

hospedeiro. Em estudos de heranca da resisténcia, as
linhagens genitoras L186 e L64 comportaram-se como
suscetivel eresistente, respectivamente, ao passo que o hibrido
L 186 x L64 apresentou resisténcia. A andlise das freqiiéncias
observadas de plantas resistentes e suscetiveis napopulagéo F,
resultantes da autofecundagéo do hibrido, indicou ocorréncia
de herancamonogénicacom dominanciacompletaparao aelo
gue confere resisténcia a doenca.

Palavras-chave: Zea mays, heranca da resisténcia,
ragas fisioldgicas, Colletotrichum graminicola

ABSTRACT
Genetic control of corn leaf anthracnose

Variability in resistance to corn (Zea mays) |eaf
anthracnose caused by Colletotrichum graminicola was
detected among four lines and two hybridsfor the variables:
total area of lesion (ATL), average lesion area (AML), total
lesion length (CTL), averagelesion length (CML) and lesion
number (NL). No differential interaction was detected among
isolates of C. graminicola and inbred lines and hybrids. In

studies about the mode of resistance to foliar anthracnose,
the inbred lines L186 and L64 were susceptible and
resistant, respectively, whereasthe hybrid L184 x L 64 were
resistant. The observed frequency of susceptible and
resistant F, plants derived from selfing of F1 plants from
the cross L186 x L64 indicated monogenic and dominant
control of resistance

INTRODUCAO

Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wils. é
agente causal de antracnose foliar e do colmo em milho
(Zea mays L.). Recentemente a antracnose do colmo foi
reconhecida como um dos principais problemas da cultura
do milho em &reas que adotam o cultivo safrinhaou o sistema
de plantio direto (Silva, 1997; Fancelli & Dourado Neto,
2000). A doenca ocorre em todas as principais regifes
produtoras do Brasil, sejaem plantiostardios ou em plantios
efetuados em periodos normais (Fernandes e Bal mer, 1990;
Cruz et al., 1996). Segundo Bergstrom & Nicholson (1999)
lesdes foliares podem servir como fonte de indculo para
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infecgdes no colmo, que podem causar tombamento da planta
e conseguente reducéo na produtividade da ordem de 18%
(Carson & Hooker, 1981b) a 40% (Smith, 1976; Perkins &
Hooker, 1979; White et al., 1979; Callaway et al., 1992). O
emprego de genotipos resistentes € o método de controle
mais eficaz tanto para a fase de podridéo de colmo quanto
para afase foliar da doenca

Naliteratura sdo encontrados rel atos do envolvimento
de poucos genes na resisténcia do milho a este fungo. Silva
(1983), por exemplo, estimou a acdo de um a quatro genes
controlando resisténcia a infeccdo no limbo foliar e um ou
dois no caso de resisténcia ainfecgdo na nervura central. Em
ambos os casos, foram encontrados efeitos genéticos
dominantes e aditivos. Badu-Apraku et al. (1987b)
identificaram dois genes co-dominantes de resisténcia a
antracnose foliar na fase de plantula e planta adulta em
linhagens tropicais com base na andlise de médias das
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geracOesF, F, eretrocruzamentos. Finalmente, Badu-Apraku
et al (1987a) identificaram um gene de grande efeito
controlando resisténcia a antracnose foliar. Outros
trabal hos, embora ndo of erecam estimativas do nimero de
genes envolvidos, relataram efeitos genéticos dominantes
para resisténcia (Lim & White, 1978, Carson & Hooker,
19814a).

O presentetrabalho teve como objetivos: 1) verificar a
patogeni cidade de dois isolados de C. graminicola em quatro
linhagens e dois hibridos de milho por meio de algumas
varidveis de severidade e 2) estudar 0 modo de heranca da
resisténciaem umapopulagéo F, oriundado cruzamento entre
duas linhagens.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Departamento de
Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” e no campo
experimental daEmpresaBrasileirade Sementes (EBS)/ Dow
Agrosciences, em Cravinhos-SP.

Obtencéo dos isolados de Colletotrichum graminicola

O isolamento de C. graminicola foi realizado a partir
de acérvulos retirados de colmos de milho provenientes de
campos de producdo em Cravinhos-SP (isolado CRV) e em
Cristalina — GO (isolado CRI). Para manuten¢do da
patogenicidade, os isolados foram inoculados a cada dois
meses em pléantulas de milho com quatro a cinco folhas e re-
isolados apbs cada inocul agado.

Material Vegetal

Foram utilizadas quatro linhagensde milho (L 21, L 22,
L 186 e L64), dois hibridos simples (L21 x L186 e L186 x
L64) e individuos F, resultantes da autofecundagéo de L 186
x L64. Asreferidas linhagens e hibridos foram gentilmente
cedidos pela EBS/Dow Agrosciences para a realizag8o
desse trabalho. Os individuos F, foram obtidos na area
experimental do Departamento de Entomologia, Fitopato-
logia e Zoologia Agricola da ESALQ-USP. As linhagens
L21 e L22 sdo linhagens de ciclo precoce de gréos duros
alaranjados, oriundas de sintético constituido de linhas
tropi cais com predominancia de germoplasma Suwan DMR.
A linhagem L 186 tem origem tropical, é de ciclo precoce e
tem porte médio e gréos semiduros alaranjados. Foi extraida
de uma populagdo sintética constituida por linhagens
oriundas de “Amarillo Dentado” e “flints” do Caribe. A
linhagem L64 origina-se do mesmo sintético, € de ciclo
precoce, porte baixo e possui gréos semiduros alaranjados.

Patogenicidade de Colletotrichum graminicola
Osisolados CRV e CRI foraminoculados naslinhagens
L21, L22, L186 e L64 e nos hibridos L21 x L186 e L186 x
L 64 em um experimento conduzido em casa de vegetacéo. O
ensaio seguiu um esquema fatorial 6 x 2 e um delineamento
experimental em blocos ao acaso com trés repeticdes. A
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parcela experimental foi constituida de um vaso contendo
cinco plantas. As plantas foram mantidas em casa de vege-
tacdo a uma temperatura média de 30 °C, sob ata umidade
relativa do ar.

Para obtencdo do inéculo, os isolados de C.
graminicola foram cultivados em placas de Petri por um
periodo de 20 dias em meio de aveia-dgar (40 g aveia, 17 g
agar, 1.000 ml &gua), sob regime de alternancia luminosa
(12/12 h) a 22 °C. A suspensdo do indculo foi obtida pela
adicdo de 20 ml de &gua destilada a cada placa e raspagem
da colénia com auxilio de espatula. A concentragao da
suspensao foi ajustada para 2,0 x 10° conidios/ml. As
inoculages foram feitas mediante pulverizacéo das folhas
em plantas com cinco-seis folhas. Vinte e quatro horas
antes da inoculacdo e 24 h apds a inoculacédo, as plantas
foram acondicionadas em casa de vegetacéo sob condic¢des
de altaumidade relativa do ar. A avaliagéo daintensidade
dos sintomasfoi feita 14 dias apds ainocul agdo. Para cada
planta, os contornos das lesdes de todas as folhas foram
desenhados em uma superficie pléstica transparente. O
nimero de lesBes por planta (NL) foi ent&o determinado.
Com auxilio de régua e papel milimetrado foram estimadas
as varidvels: somatoria do comprimento de todas as lesbes
(CTL), comprimento médio das lesdes (CML = CTL/NL),
areatotal lesionada (ATL) e area média das lesdes (AML =
ATL/NL).

A andlise de variancia foi efetuada com o programa
SAS 6.11.

Heranca da resisténcia em milho a antracnose foliar

Plantas F, obtidas da autofecundagéo do hibrido
simples L186 x L64 foram utilizadas para estudar o controle
genético daresisténciaaqueimafoliar neste cruzamento, em
um experimento conduzido em casa de vegetacdo (1997) e
outro em campo (safra 98/99). Plantas da geragéo F, e das
linhagens genitoras foram incluidas nos ensaios como
controles.

As plantas foram inoculadas por meio de suspensdes
conidiais obtidas de culturas puras do isolado CRI com 20
dias de idade em meio aveia-agar (40 g de aveia, 17 g de
agar, 1000 ml de &gua destilada), ajustadas a concentragdo
de cerca de 2 x 10° esporos/ml. Em casa de vegetacdo, a
inoculagdo foi realizada mediante pulverizacdo das folhas
em plantas de milho com 30 dias (cinco folhas). Esse
experimento foi repetido trés vezes, com 264, 308 e 248
plantas da geragdo F,em cada repeticdo. Em condic¢Ges de
campo, na safra 1998/1999, foram realizadas inocul agbes
aos 20, 27 e 34 dias ap6s a emergéncia em 209 plantas da
geracdo F,. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado. As plantasforam classificadas em
resistentes ou susceptiveis de acordo com a auséncia ou
presenca de qualquer sintoma caracteristico, independente
de sua intensidade. As freqiiéncias observadas de plantas
resistentes e susceptiveis, foram analisadas por meio do teste
qui-quadrado para determinacéo do nimero de genes
envolvidos e de seus efeitos génicos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Patogenicidade de Colletotrichum graminicola

A andlise da variancia de valores transformados em
log(¥(x+1)) indicou auséncia de diferenca significativa entre
0s isolados para as diferentes varidveis. Entretanto, plantas
inoculadas com o isolado CRI apresentaram sintomas da
doenca cerca de quatro dias mais cedo do que as plantas
inoculadas com oisolado CRV (dados néo apresentados). Este
fendmeno pode estar relacionado ao maior periodo de
incubacdo (cerca de dez dias) do isolado CRV verificado in
vitro (Morello, 2000). Esta diferenca no periodo latente, no
entanto, pode resultar em diferencas significativas na
guantidade de doenca causada pelos isolados ao final de um
ciclo da cultura, uma vez que um periodo latente menor
possibilitamaior nimero de ciclos do patégeno no transcorrer
de umaepidemia. Assim, umaandlise do comportamento dos
doisisolados sob condic&o de epidemiapode revel ar resultados
diferentes dos aqui relatados. Também né&o foi verificada
interacdo significativa entre gendtipos dos hospedeiros e
isolados do patégeno (dados ndo apresentados) para as
varidveisavaliadas(NL, ATL, AML, CTL eCML), indicando
ando distingdo dosisolados em ragas, considerando o material
genético avaliado. Os resultados obtidos corroboram os
verificados por Nicholson & Warren (1981), Jenns et al.
(1982), Whiteet al. (1987) e Carson (1999), os quais também
ndo constataram evidéncia da existéncia de ragas de C.
graminicola em milho.

A linhagem L64 e o hibrido L 186 x L 64 ndo apresen-
taram sintomas de queima foliar, mostrando-se altamente
resistentes. Para as varidveis NL, AML e CML, alinhagem
L 186 foi mais suscetivel que alinhagem L21. Considerando
CTL, os materiais L186, L21 x L186, L22 e L21 foram
semel hantes quanto a susceptibilidade. Entretanto, para a
varidvel ATL, alinhagem L186 foi mais susceptivel que as
demais (Tabela 1). Observou-se ata correlacdo entre todas

TABELA 1 - Severidade média de antracnose foliar em
gendtipos de milho inoculados com dois
isolados de Colletotrichum graminicola
avaliada pelo comprimento e area total
lesionada (CTL eATL), comprimentoeérea
média da lesdo (CML e AML) e nUmero de
lesbes (NL)

TRATAMENTO CTL, ATL, CML. AML, NL

L 186 146,4 a 406,2 a 36,3 a 83,0 a 34,9 a
L21 X L186 110,7 a 183,7 b 25,5 ab 48,7 ab 26,0 ab
L22 78,6 a 1195 b 16,3 ab 33,5 ab 17,4 ab
L21 53,4 a 711 b 11,2 b 203 b 138 b
L64 0 b 0 c 0 c 0 c 0 c
L186 X L64 0 b 0 c 0 c 0 c 0 c

DM S? 0,557 0,560 0,326 0,742 0,500
CV. (%)° 21,06 19,31 18,5 19,31 29,35

1 Médias (valores ndo transformados) navertical seguidas de mesmaletrando
diferementresi em nivel de 5% segundo teste de Tukey.
2Valores cal culados paramédias transformadas em log(v(x+1)).
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variaveis testadas (Tabela 2), permitindo o mesmo agru-
pamento dos gendtipos. Considerando que todas as variavels
foram eficientes em discriminar os genotipos quanto a
resisténcia ao patdgeno, sugere-se a utilizagdo de escala
diagramética baseada na &rea total lesionada para avaliagdo
de sintomas, por ser um método rapido e direto comparado
aos métodos de avaliacdo das outras variaves.

Heranca da resisténcia em milho a antracnose foliar

Umavez que os doisisolados ndo diferiram em agres-
sividade, optou-se pelo uso doisolado CRI devido aseu menor
periodo deincubagdo in vitro. Nos trés ensai os realizados em
casa de vegetacdo e no ensaio de campo, alinhagem genitora
L 186 comportou-se como susceptivel, apresentando sintomas
tipicos da antracnose foliar, enquanto a linhagem L64 e o
hibrido (L 186 x L64) ndo apresentaram sintomas de queima
foliar, demonstrando o mesmo comportamento observado no
ensaio anterior. Tanto em casade vegetacdo quanto em campo,
cercade 3/4 das plantas F, apresentaram reagéo de resisténcia
e 1/4 reac&o de susceptibilidade, caracterizado pela presenca
de lesBes tipicas da antracnose foliar. As freqliéncias obser-
vadas de plantas com e sem lesdo néo diferem daquelas
esperadas no caso de heranga monogénica com dominancia
completa para 0 aelo que confere resisténcia. Resultados
semelhantes foram obtidos em condi¢des de campo, onde a
frequiéncia observada também correspondeu a esperada no
caso de herangca monogénica com dominéncia completa para
0 alelo que confere resisténcia (Tabela 3). O teste de
heterogeneidade ndo foi significativo, indicando que houve
homogeneidade entre os resultados obtidos nos diferentes
experimentos (Tabela 3).

Este é o primeiro rel ato de resisténciamonogénicacom
dominancia completapara o a elo que confere resisténciaem
gue o fendtipo resistente ndo apresenta sintomas de infeccdo
do patdégeno. No entanto, ndo ha informacdes sobre a
localizagdo genémica dos mesmos. A localizagdo e carac-
terizacdo desse gene por meio de marcadores moleculares
podem ser (iteis a programas de melhoramento de milho por
facilitar a suaintrogressdo em linhagens elites. Para futuras
referéncias deste gene sugere-se adotar adenominacao RCGL.

TABELA 2- Correlagdesentreasvariaveis de severidade
de antracnose foliar, comprimento e area
total lesionada (CTL e ATL), comprimento
e area média da lesdo (CML e AML) e
namero de lesBes (NL) avaliadas aos 14 dias
dainoculacdo

Variavel CTL ATL CML AML NL
CTL 0,94* 1,00* 0,98* 1,00*
ATL 0,96* 0,99* 0,94*
CML 0,99* 1,00*
AML 0,98*
NL

* AscorrelagBes marcadas sdo significativasap < 0,05 pel o teste de Pearson
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TABELA 3 - Numero de plantas de milho (Zea mays) F,
resistentes (R) esuscetiveis(S) aantracnose
foliar avaliadas em trés experimentos em
casa de vegetacdo (CV) e um experimento

em campo
. Planta Planta 2
Experimento resistente susceptivel X p<
1ICV p £1y 229 75 0,01 0,92
(228)# (76)
2ICV p =1 196 68 0,04 0,84
(198) (66)
3ICV p.e=1) 188 60 0,04 0,83
(186) (62)
4/Campogp f-1) 148 61 0,82 0,36
(157) (53)
Total ’)(Z(D F.=4) 0,91
761 264 0,14
X (pool)(D.F.=1) (769) (257)
Heterogeneidade 1,05

X (DF.=5)
X20,05:1=3784§ X20,05;2:5,99; X20,05;5=11,07;
“Ifregliénciaobservada; “*freqiiénciaesperadano caso de segregagdo 3:1; "snéo
significativo
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