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RESUMO

A quantificagéo do indculo de Diplodia macrospora edeD.
maydis nos restos culturais do milho (Zea mays) é fundamental para
demonstrar a importancia desta fonte de in6culo, bem como servir
de base para o desenvolvimento de estratégias alternativas de
controle. Em experimentos conduzidos no campo, has safras de verao
de 1995/96 e 1996/97, quantificaram-se a quantidade de restos
culturais do milho sobre o solo ap6s a semeadura, a densidade de
conidios nos residuos e o inéculo disseminado pelo ar, bem como
a incidéncia de cada espécie de Diplodia nos gréos de milho
colhidos. A quantidade de conidios nos restos culturais foi de 2,1
x 10° para D. macrospora, e de 1,0 x 10° para D. maydis, no
primeiro ano e de 4,2 x 10° e 3,4 x 10° m?, respectivamente, no
segundo. A dispersdo anemdfila de conidios foi mais intensa da

semeadura até aquarta semanaparaD. maydis, e dadécimasemana
até a colheita para D. macrospora. O nimero médio de conidios
por cirro foi de 865 para D. macrospora e de 685 para D. maydis.
A incidéncia média nos gréos foi de 75,5% para D. macrospora e
de 25,5% para D. maydis. Com este trabalho, observou-se a
importancia relativa das espécies de Diplodia envolvidas no
processo infeccioso de espigas de milho, demonstrando-se que D.
macrospora foi a mais freqliente. Comprovou-se também que os
restos culturais sd0 necessarios a sobrevivéncia desses patdgenos
na area cultivada, servindo como fonte de indculo a infecgdo da
planta e espigas de milho.

Palavras-chave adicionais: fonte de inéculo, podriddo de
Diplodia, plantio direto.

ABSTRACT

Quantification of Diplodia macrospora and D. maydis inoculum
in crop residues, in the air, and itsrelationship with infection of
corn kernels

The inoculum quantification of Diplodia macrospora and
D. maydis is important for a better understanding of the role of
plant debris as source of inoculum for corn (Zea mays) ear rots
and for developing alternative control strategies for these diseases.
Field trials carried out during the summer crops of 1995/96 and
1996/97, quantified the amount of plant debris remaining on the
soil surface after harvest, the number of conidia on such debris,
and the airborne inoculum of D. macrospora and D. maydis were
quantified. The incidence of each fungus species in the harvested

grains was aso determined. The conidium number in plant debris
was higher in D. macrospora (2,1 x 10° m?) than in D. maydis
(1,0 x 10°m?) in 1995/96 but lower in 1996/97 (4,2 x 10° vs. 3,4
x 10%m2). While the airborne inoculum of D. maydis increased
from planting to the fourth week, conidia of D. macrospora were
more numerous from the tenth week to harvest. The average
incidence of each fungus species in grains was 74% in D.
macrospora and 26% in D. maydis. These results showed the
relative importance of each fungus species in the infection of
corn ears and grains. The plant debris remaining on the soil
surface was shown to be essential to survival and infection of
corn plants and ears by these pathogens.

INTRODUCAO

Com uma érea cultivada de aproximadamente quatro
milh&es de hectares, o milho (Zea maysL.)éasegundacultura
em importancia econdmicano Sul do Brasil (Recomendacdes,
1996). Entre as principais doengas dessa cultura, destacam-se
as podriddes do colmo e da espiga, causadas, principa mente,
por Fusarium moniliforme Sheld (Pereira & Pereira, 1976;

*Parte da dissertacdo de mestrado do segundo autor. Universidade de
Passo Fundo (1998).

Fitopatol. bras. 28(2), mar - abr 2003

Shurtleff, 1992), F. graminearum Schw (Rheeder et al., 1990),
Diplodia maydis (Berk.) Sacc. (Pereira & Pereira, 1976;
Shurtleff, 1992) eD. macrospora Earle(Mora& Moreno, 1984,
Rheeder et al., 1990). Coincidentemente, os patégenos
envolvidos com as podriddes dabase do colmo séo 0s mesmos
gue causam podriddes da espiga e, consequentemente, 0s
gue infetam as sementes (Thompson et al., 1971; McGee,
1988; Del Rio & Zuniga, 1991; Casa, 1997). Entre esses
patégenos, destacam-se os fungos do género Diplodia.
Recentemente, Mario & Prestes (1997) relataram aocorréncia
de D. macrospora em milho, causando manchas foliares, no
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Rio Grande do Sul.

As principais fontes de in6culo de D. macrospora e
D. maydis sd0 sementesinfetadas (M cGee, 1988; Casa, 1997)
e os restos culturais (Marasas & Van Der Westhuizen, 1979;
Casa, 1997). Os residuos culturais, mantendo os parasitas ha
fase saprofitica e permanecendo na superficie do solo de uma
estacdo de cultivo paraaoutra, servem como fonte deinéculo
paraas podridBes do colmo e daespiga (Ullstrup, 1964; Scott
etal., 1994). Por isso, aquantificagdo doinéculo de D. maydis
e D. macrospora permite determinar aimporténcia dos restos
culturais como fonte de inéculo e o desenvolvimento de
estratégias de controle. Também é importante determinar
quais sdo as espécies de Diplodia envolvidas ha patogénese e
suas freqiéncias.

A partir dos restos culturais infetados, 0s esporos séo
liberados dos picnidios e levados pelo vento aos sitios de
infeccdo. Umavez o indcul o tendo sido depositado nas espigas,
infetam e colonizam os seus tecidos (Shurtleff, 1992).

Formulou-se a hip6tese de que a presenca dos restos
culturais numa lavoura indica a presenca dos patégenos na
area de cultivo. Este trabalho teve por objetivo quantificar a
densidade deinéculo de D. macrospora e D. maydis nosrestos
culturais do milho, a disseminacdo de conidios pelo ar e a
incidéncia dos patégenos nos gréos colhidos.

MATERIAL E METODOS

As agdes de pesquisa foram conduzidas no Centro de
Pesquisa da Braskalb Agropecuaria Brasileira Ltda.,
localizado em Coxilha, RS, e no Laboratdrio de Fitopatologia
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da
Universidade de Passo Fundo, RS, nas safras 1995/96 e 96/
97. A area experimental foi cultivada com seis hibridos (AG
9012, C 808, C 901, P 3041, X 9403, e XL 212) previamente
selecionados paraesse estudo. A semeadurafoi feitano sistema
plantio direto, em &rea com dois monocultivos de milho g,
portanto, com atotalidade dos restos culturai s permanecendo
na superficie do solo.

Quantificacdo dosrestos culturais do milho sobre o solo

Na drea experimental, determinou-se a quantidade de
restos culturais de milho existentes na superficie do solo apds
a semeadura. Foram tomadas ao acaso dez amostras de palha,
cada uma com &rea de 0,25 n?. No laboratdrio, as amostras
foram secas a0 ar e pesadas para determinacdo da massa seca
nr2. Namesmaamostra, determinaram-se, ainda, as densidades
de inéculo de D. maydis e de D. macrospora presentes nos
restos culturais.

Estimativa da densidade de in6culo em restos culturais
De cada sub-amostra col etadano campo, obteve-seuma
sub-amostra de trabalho com 10 g de resto cultural, que foi
introduzida em um Becker de 500 ml de volume, ao qual se
adicionaram 300 ml de &gua. A suspensdo foi agitada por 5
min para remog¢ao das particulas de solo. Apos, verteu-se a
agua, e a palharemovidafoi secaao ar por 24 h. Findo esse
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periodo, a palha foi novamente introduzida em frascos
Erlenmeyers, acrescida de 300 ml de &gua mais uma gota de
espahante (Triton X-100) (propor¢do de 1 ml I de &gua).
Os frascos foram colocados em uma mesa agitadora a 168
rotagdes min?, por 5 min, para liberacdo e remocdo dos
conidios. A suspensdo foi filtrada através de duas camadas de
gaze para o interior de Erlenmeyers de 250 ml de volume. A
seguir, mediu-se 0 volume médio de umagota dessa suspensio
com uma pipetade 1 ml (1/200). Conhecido o volume médio,
depositou-se uma gota sobre uma |&mina de microscopio e
procedeu-se a identificagdo e contagem dos esporos por
varredura de toda a superficie de uma laminula com 7,68
cm?, com microscopio utilizando-se a obj etivacom magnitude
de 10x. Esse procedimento foi repetido quatro vezes paracada
amostradetrabal ho. Finalmente, cal culou-se 0 nimero médio
de conidios por grama de resto cultural. Os resultados foram
expressos por nimero de esporos m de solo para ambas as
espécies alvo deste estudo.

Disseminacao do in6culo de Diplodia spp.

Para quantificar a dispersdo anemdfila dos conidios
dos fungos alvo, a partir dos restos culturais infetados
saprofiticamente, foram instalados quatro col etores de esporos
tipo cata-vento (Reis & Santos, 1985) a 0,5 m da superficie
do solo naéreacentra do experimento. Cadacoletor continha
uma l&mina de microscopia untada com vaselina medicinal.
As avaliacbes foram semanais e feitas através da leitura das
I&minas. Quando as plantas de todas as cultivares atingiram
100% da floragéo feminina, os coletores foram posicionados
na altura das espigas. Em laboratorio, procedeu-se a
identificacdo e a quantificagdo dos esporos presentes nas
l&minas, com microscopio, a uma magnitude de 10x. Para
esse procedimento, verteram-se cinco gotas de lactofenol sobre
a lamina, cobrindo-a com uma laminula de 7,68 cm?. Os
resultados foram expressos em ndmero de conidios/7,68 cm?
correspondentes a &rea de leitura da laminula.

Incidéncia de Diplodia spp. em gré&os de milho

Apbs a colheita, semearam-se 100 graos de cada
cultivar em caixas pléasticas tipo gerbox, com trés camadas
de papel-de-filtro umedecidos com &gua-esterilizada. O
material foi incubado em cédmara de crescimento com
fotoperiodo de 12 x 12 h e temperatura de 25 + 2 °C.
Decorridos 15 dias, identificaram-se as col6nias das duas
espécies desenvolvidas sobre o papel-de-filtro com base na
metodologia desenvolvida por Mario & Reis (2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quantificacdo derestos culturais do milho sobre o solo
Os restos culturais podem servir como abrigo e fonte
nutricional para fitopatégenos que apresentam em seu ciclo
de vida a fase saprofitica (Scott et al., 1994; Reis & Casa,
1998). Dai decorre aimportanciade se quantificar osresiduos
existentes na lavoura, o periodo de decomposicéo até a
exaustdo nutricional e o inéculo de fitopatogenos neles
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disponivel. A massade restos culturais do milho remanescente
sobre 0 solo em plantio direto foi de 287 g.m? e 348 g.m 2 no
primeiro e no segundo ano, respectivamente. Em cereais de
inverno, foi demonstrado que a quantidade de inéculo de
fungos fitopatogénicos disponivel numa lavoura é
proporciona & quantidade de restos culturais infetados que
permanecem na superficie do solo (Reis et al., 1992). Em
milho, tem sido relatado que a principal fonte de indculo de
Diplodia spp. s@o osrestos culturais infetados. Porém, ndo se
encontrou naliteratura consultadatrabalho no qual tenhasido
avaliada a quantidade de restos culturai s remanescentes sobre
0 solo no sistema plantio direito e sua relagio com o inéculo
disponivel. Estratégias visando ao controle das podriddes
brancas da espiga podem basear-se na eliminacdo dos restos
culturais através da rotacdo de culturas (Scott et al., 1994).
Desse fato decorre a importancia das informagdes geradas
nesta investigacao.

Densidade deindculo nos restos culturais do milho

De acordo com os resultados das avaliagdes (Tabela
1), observou-se que adensidade de conidiosde D. macrospora
e D. maydis nos restos culturais foi maior na safra 1996/97
do que nasafra1995/96 (Tabelal). Naprimeirasafra, o fungo
que apresentou maior densidade deinéculo foi D. macrospora.
E importante chamar a atenco para esse fato, pois, emboraa
maioria dos trabalhos publicados no Brasil se refira a D.
maydis como um dos patégenos mais frequientes em milho,
na presente investigacdo, obteve-se uma frequéncia similar
para as duas espécies.

Algumas inferéncias podem ser feitas em relacdo a
trabalhos publicados, como, por exemplo, da possibilidade
de se ter confundido os dois patdgenos, em meio de cultura,
guando da diagnose com base na coloragéo do micélio.
Porém, hoje, com o0 método descrito por Mario & Reis
(2001), pode-se proceder com maior seguranga a
identificacdo das duas espécies de Diplodia sobre papel-de-
filtro. Por outro lado, ndo se encontrou referéncia na
literatura sobre a quantificagdo da densidade de inéculo
desses patdgenos nos restos culturais do milho. A respeito,
encontraram-se informacges pouco precisas, as quais se
referem apenas aos restos culturais como fonte de indculo
para ambos os fungos (Marasas & Van Der Westhuizen,
1979; Scott et al., 1994), sem nenhuma informacéo
quantitativa. Demonstra-se agui que a presenca dos restos
culturaisdo milho podeindicar também apresengadoindculo
desses parasitas nadrea cultivada. Apresenta-se anecessidade
de sua reducdo da area cultivada mediante a rotacdo de
culturas com espécies vegetais ndo hospedeiras comuns dos
parasitas, como por exemplo soja [Glycine max (L.) Merril]
x milho, no veréo.

Deve-se ressaltar que, na Africa do Sul, um dos
principai s fungos associados a podridao da espiga do milho é
D. macrospora (Marasas & Van Der Westhuizen, 1979). Ha,
pois, uma semelhanca dos dados aqui obtidos com os relatos
sul-africanos sobre a importéncia de D. macrospora em
relacdo a D. maydis.
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TABELA 1 - Densidade de conidios de Diplodia spp. em restos
culturais de milho (Zea mays) na érea experimental, nas safras de
1995/96 e 1996/97, em Coxilha, RS

Conidiosm™? de superficie de solo

Amostra Diplodia maydis Diplodia macrospora
1995/96  1996/97 1995/96 1996/97
1 18x10% 62x10° 30x10° 7,3x10°
2 43x10° 12x10% 23x10° 16x10°
3 45x10% 29x10°  13x10% 49x10°
4 42x10% 14x10% 40x10% 52x10°
5 53x10% 34x10° 14x10° 24x10°
6 39x10% 98x10° 33x10% 35x10%
7 1,8x10% 17x10° 32x10° 3,7x10°
8 51x10% 11x10° 1,1x10° 61x10°
9 1,1x10° 62x10° 41x10° 24x10¢
10 22x10% 26x10° 49x10° 51x10°
Média(ano) 1,0x10° 34x10° 21x10° 42x10°
Média (fungo) 1,7x10° 31x10°

~Médiadequatrolaminas (7,68 cm?) por amostra

Tanto no primeiro quanto no segundo periodo de safra
amaior densidade foi deD. macrospora (Tabela1). Por outro
lado, quanto a infeccdo natural dos gréos, houve a
predominéncia de D. macrospora (Tabela 2).

Disseminacéo anemdfila de Diplodia spp.

Os esporos de Diplodia spp. so disseminados
principalmente pelo vento (Del Rio & Melara, 1991). Neste
trabalho, observou-se que adispersdo dosesporosde D. maydis
foi mais intensa nas primeiras trés semanas apés o plantio
(Figura 1). Nessa época, as plantas apresentavam pouco
desenvolvimento vegetativo, e os coletores de esporos estavam
posicionados a 0,50 m da superficie do solo. Nesse caso, 0 ar
em movimento atingia diretamente os coletores. Por outro
lado, apartir da décima semana de avaliagdo, a dispersdo dos
conidios de D. macrospora apresentou valores maiores do
gue de D. maydis; onde, os coletores estavam posicionados a
altura das espigas. Outro fato importante constatado neste
trabalho, foi que o vento ndo dissemina somente os conidios
isoladamente desses fungos, mas pode transportar também
0s cirros de ambas as espécies. O maior ndmero de cirros de
D. maydisfoi coletado nas primeiras semanas apds o plantio,
guando as plantas de milho estavam baixas e os coletores, a
0,5 m da superficie do solo. O contrério ocorreu em relagéo a
D. macrospora, para aqual amaioria dos cirros foi coletada
a partir da décima semana, quando havia uma grande massa
foliar e os coletores estavam posicionados aaturadas espigas.
O cirro de D. macrospora com amaior quantidade de esporos
continha 865 conidios, enquanto o de D. maydis apresentou
685 conidios (Tabela 3).

Esse aumento na quantidade de esporos de D.
macrospora pode, provavelmente, ser atribuido aesporulagdo
de D. macrospora em lesdes foliares, e portanto préximas
aos coletores.

Esses nimeros comprovam aimportancia do vento na
disseminacdo tanto de conidios como de cirros. N&o foram
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TABELA 2 - Incidéncia de Diplodia maydis e D. macrospora em
gréos de milho (Zea mays) naturalmente infetados, nas safras 1995/
96 e 1996/97, em Coxilha, RS

1995/96 1996/97
Hibrido
may?jfs(l) macr ogbora(l) may?jis(l) macr osDbora @

AG 9012 15 85 37 63

C 808 25 75 29 71
C9o01 28 72 47 53

P 3041 1 89 29 71

XL 212 15 85 37 63

X 9403 5 95 28 72
Média 16,5 83,5 345 65,5

®Percentual de D. maydis e D. macrospora em relagdo ao percentua de
Diplodia spp. daamostra.
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FIG. 1 - Dispersdo anemdfila de Diplodia spp.

encontrados ha literatura consultada trabal hos que relatem a
quantificacéo de cirros e de conidios no ar e, principalmente,
0 transporte de cirros pelo vento.

Incidéncia de Diplodia spp. em gréos de milho

A liberacdo dos esporos de D. macrospora deve ter
ocorrido apartir dos picnidios formados nas manchas foliares
préximas das espigas. Essefato pode explicar também amaior
incidéncia de D. macrospora em gréos de milho nos dois
anos do experimento havendo, por conseguinte, uma
influéncia na densidade do in6culo no ar (Figura 1) e nos
gréos (Tabela 3). Tais fatos, estdo de acordo com os relatos
feitos por Koehler (1959) e Ullstrup (1970). Na média, a
incidéncia de D. macrospora hos graos, nos dois anos, foi de
75,5%, contra 25,5% de D. maydis.

A distingdo entre as duas espécies de Diplodia mostra
aimportancia que D. macrospora tem nainfeccéo de gréos e
derestos culturais do milho no Planalto Médio do Rio Grande
do Sul. Trabalhos posteriores a este devem levar em contaas
duas espécies distintamente e ndo mais de forma conjunta. O
fungo D. macrospora ndo esta recebendo a devida atencéo
por ser confundido com outros patégenos nas podriddes do
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colmo, espiga e nas manchas foliares, especialmente a
helmintosporiose causada por Exserohilum turcicum (Mario
& Prestes, 1997).

TABELA 3 - NUmero de conidios por cirro de Diplodia maydis e
D. macrospora quantificados semanal mente durante o ciclo da
cultura de milho (Zea mays), nas safras de 1995/96 e 1996/97, em
Coxilha, RS

1995/1996 1996/1997
Semana D. maydis D. D. maydis D.
macrospora macrospora

1 - - 121 167

2 184-425° 201 227-487 63

3 - - 202-275 -

4 316 119 256 -

5 - - - -

6 100 - - -

7 214 - 141 -

8 103 - - -

9 126 166 - -

10 - - - 54

11 - 96 - 158

12 - - - -

13 - 100-198 - 177

14 - 122-168 - 107-115

15 - 347 - 865

16 - - 86 163

17 685 267-356 56 59-107

18 - 805 - -
Média 269 245 205 185

2- Refere-se a0 nimero de conidiosde doiscirros presentes por |amina.
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