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RESUMO

CAMOCHENA, Rubia Cristiani. Reagédo de gendtipos de milho a mancha ocular e
caracterizacdo do agente causal. 66 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de POs-Graduacdo em Agronomia (Linha de Pesquisa: Sistemas de
Producdo vegetal), Universidade Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco,
20009.

A investigacdo da mancha ocular do milho foi baseada no seu agente causal e na
elaboracdo de uma escala diagramatica da doenca que auxiliou na avaliacdo da
sensibilidade dos gendétipos de milho, correlacionada com a resposta de defesas
bioguimicas da planta. Na primeira etapa do trabalho, 35 isolados de Kabatiella
zeae, de diferentes materiais genéticos de milho, foram avaliados quanto a
coloracdo e aspecto das coldnias e mensuracdo dos esporos do fungo em BSA. Os
meios de cultura utilizados foram BSA (batata, sacarose e agar), MA (malte e 4gar),
AVA (aveia e agar) e FA (fuba de milho e agar). Discos de 5 mm de diametro, foram
colocadas no centro das placas contendo os respectivos meios de cultura. As placas
foram incubadas a 24° C com fotoperiodo de 12 horas, por 10 dias. As
caracteristicas das colénias e mensuracao dos conidios foram avaliadas em BSA, e
0 crescimento radial, nos quatro meios. Houve diferenca entre todos os isolados em
relacéo aos meios de cultura. Observou-se que a dimenséo dos esporos variou de 3-
4 x 27-33 um, de largura e comprimento, respectivamente, e que 80% dos isolados
apresentaram coloracdo clara (rosa) e aspecto coreaceo e enrugado, e 0 maior
crescimento micelial foi observado no meio BSA. A escala diagramatica foi
desenvolvida coletando-se 110 folhas doentes, aleatoriamente no campo,
eliminando-se 20 cm da extremidade, sendo utilizados os 20 cm seguintes. Foi
mensurada a area foliar e area das lesGes para determinacdo dos limites de
severidade minima e maxima da doenca, e os niveis intermediarios calculados
matematicamente. Os niveis de severidade observados em campo seguiram
incrementos logaritmicos, representando: 0,9; 2,0; 4,0; 9,0; 18,0; 32,0 e 51,0% da
area foliar lesionada. A validacdo da escala consistiu-se em duas etapas: na
primeira, 10 avaliadores, com experiéncia na avaliacdo de doencas em plantas,
avaliaram 30 folhas com diferentes niveis de severidade, com e sem 0 uso da escala
diagramatica. Na segunda etapa, outros 10 avaliadores, sem experiéncia, fizeram as
mesmas avaliagdes, com e sem uso da escala diagramatica. Por meio de regresséo
linear, foram confrontados valores de severidade reais e estimados, sendo
analisadas a acuracia e a precisdo dos avaliadores. Constatou-se melhora na
acuracia e na precisdo das estimativas visuais efetuadas com o auxilio da escala
diagramatica. A reacado de gendtipos de milho a mancha ocular foi avaliada no
municipio de Pato Branco-PR na safra 2006/2007, com 33 hibridos e na safra
2007/2008, com 10 hibridos em duas épocas de semeadura e no municipio de
Palma Sola-SC, na safra 2007/2008 com 8 hibridos. Os hibridos AG 9020 e SPRINT
apresentaram maior suscetibilidade a doenca, em relagdo a AS 1565 e DKB 234,
repetindo este comportamento nos dois locais e épocas de cultivo. A enzima
peroxidase foi observada em maior concentracao nas folhas dos hibridos de milho
com menor severidade de mancha ocular.

Palavras-chave: Zea mayz. Micologia. Patometria. Resisténcia Genética.



ABSTRACT

CAMOCHENA, Rubia Cristiani. Reaction of corn genotypes to eyespot and
characterization of the causal agent. 66 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de Poés-Graduacdo em Agronomia (Area de Concentracéo: Producio
vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do Paran&. Pato Branco, 2009.

This investigation on corn eyespot was based on its causal agent and on the
preparation of a diagrammatic scale that helped evaluate the reaction of corn
genotypes, in correlation with the response obtained from the plant’s biochemical
defenses. In the first step of the study, 35 Kabatiella zeae isolates from different corn
genetic materials had their colonies evaluated for color and aspect, and their spores
measured in PSA medium. The following culture media were used: PSA (potato,
sucrose, agar), MA (malt and agar), OA (oat and agar) and CA (corn flour and agar).
Disks (5 mm in diameter) were placed in the center of Petri dishes containing the
respective culture media. The dishes were incubated at 24C and a 12-hour
photoperiod for 10 days. Colony traits and conidia measurements were evaluated in
PSA, while radial growth was evaluated in the four media. There were differences
between all isolates with regard to the culture media. Spore size varied from 3-4 x
27-33 um in width and length, respectively, and 80% of the isolates had a light color
(pink) and a coriaceous and wrinkled aspect; the highest mycelial growth was
observed in the PSA medium. A diagrammatic scale was developed by randomly
collecting 110 diseased leaves in the field, discarding 20 cm from the leaf tip, and
using the next 20 cm. Measurements were made for leaf area and the area
containing lesions in order to determine minimum and maximum severity limits of the
disease; intermediate levels were calculated mathematically. The severity levels
observed in the field followed logarithmic increases, representing: 0.9; 2.0; 4.0; 9.0;
18.0; 32.0; and 51.0% of leaf area with lesions. Scale validation consisted of two
steps: in the first, 10 evaluators experienced in plant disease evaluations assessed
30 leaves with different severity levels, both using and not using the diagrammatic
scale. In the second step, another 10 naive (without experience) evaluators
performed the same evaluations, both using and not using the diagrammatic scale.
Actual and estimated severity values were compared by linear regression, and
evaluator accuracy and precision were analyzed. Better accuracy and precision were
obtained for visual estimates made with the diagrammatic scale. The reaction of corn
genotypes to eyespot was evaluated in the city of Pato Branco-PR during the
2006/2007 growing season using 33 hybrids, and during the 2007/2008 growing
season using 10 hybrids at two distinct sowing seasons, and in the city of Palma
Sola-SC during the 2007/2008 growing season with 8 hybrids. Hybrids AG 9020 and
SPRINT were the most susceptible to the disease in relation to AS 1565 and DKB
234; this behavior was observed in both years and planting seasons. The
peroxidase enzyme was observed at higher concentrations in leaves of corn hybrids
with the lowest eyespot severity.

Keywords: Zea mays. Mycology. Pathometry. Genetic Resistance.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) no Brasil é de grande importancia
econdmica para o agronegoécio nacional, propiciando sustentacdo para a pequena
propriedade e constituindo-se em um dos principais produtos no complexo agro-
industrial brasileiro, trazendo ainda beneficios com sua utilizacdo na rotacdo de
culturas e no sistema plantio direto.

Sua producéo vem crescendo a cada ano, principalmente com o expressivo
crescimento em area do milho safrinha. Na safra de 2007/2008 a area cultivada foi
de 14,7 milhGes de hectares, com duas colheitas anuais, tendo participado com
58,59 milhdes de toneladas, ou 14 % a mais que na safra 2007/2008, e os principais
responsaveis por esta boa safra foram a produtividade e o aumento do milho
safrinha no Parana (CONAB, 2008).

Embora tenha ocorrido aumento na producdo, certamente este aumento
poderia ser ainda maior se ndo estivesse ocorrendo um aumento, a cada ano, no
impacto de doencas, principalmente doencas foliares. Isso ocorre, muitas vezes,
devido ao desrespeito as épocas adequadas de semeadura, recomendacao
equivocada de gendtipos e sua semeadura em sucessdo ao cultivo de milho,
causando disseminacao de patdgenos nas lavouras (DOURADO NETO; FANCELLI,
2000).

Destacam-se como as doencas foliares mais importantes, na cultura do
milho, na maioria das regibes brasileiras, bem como na regido do sudoeste do
Parana, a ferrugem comum (Puccinia sorghi Schwabe.), de maior ocorréncia no sul
do Brasil, helmintosporiose (Exserohilum turcicum (Pass.) Leonar & Suggs), a
mancha branca (Phaeosphaeria maydis (P. Henn.) Rae, Payak & Renfro) e a
cercosporiose (Cercospora zeae-maydis Tenhon & Daniels) (FERNANDES;
OLIVEIRA, 2001; JULIATTI; SOUZA, 2005). A ocorréncia destas doencas, por
causar danos em alguns casos, tem estimulado a busca por materiais mais
resistentes, bem como, a utiliza¢éo do controle quimico.

A mancha ocular, causada por Kabatiella zeae (Narita & Hiratsuka) Dingley,
vem ganhando importancia no oeste de Santa Catarina e sudoeste do Parana,

devido a ocorréncia epidémica e a alta severidade que tem apresentado em diversos
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hibridos comerciais de milho, desde a safra 2004/2005 (CAMOCHENA; SANTOS;
MALAGI, 2007).

Esta doenca foi descrita pela primeira vez no Japao por Narita e Hiratsuka
em 1959 (NARITA; HIRATSUKA, 1959), e desde entédo se difundiu para varias areas
do mundo (CHIANG; HUDSON, 1990). No Brasil esta doenca foi relatada pela
primeira vez no ano agricola 1982/1983, em dois hibridos de milho, na regido de
Dourados (MS), quando pesquisadores avaliavam a severidade de doencas foliares
de milho (ESTEVES, 1984). A identificacdo da doenca somente foi realizada através
dos sintomas visuais, e nao foi conduzido nenhum teste de patogenicidade para ter
a confirmacdo da mesma. Somente vinte anos depois deste relato, foi confirmada
sua presenca, na safra de 2004/2005, em Santa Catarina e no Parana (SANTOS;
CAMOCHENA; MALAGI, 2007; SANTOS; MALAGI; SILVA, 2007). Ela apresenta
como sintomas caracteristicos pequenas manchas, rodeadas por um circulo pardo e
com halo amarelo, semelhante a um olho, e quando observadas contra a luz,
apresentam aspecto translicido, encharcado. No inicio da doenca, as manchas sao
raras, mas logo aumentam podendo cobrir totalmente a superficie da folha e
eventualmente a palha da espiga. Sob clima Gmido e fresco, os 6rgaos afetados
tornam-se amarelados e secam prematuramente (REIFSCHNEIDER; ARNY, 1983).

A quantificagdo dos danos € o passo inicial, seguida pela caracterizacdo do
agente causal para o desenvolvimento de qualquer programa de manejo de
doencas, principalmente quando se trata de um novo patossistema. Como a mancha
ocular vem crescendo em importancia, por manifestar-se em varios hibridos de
milho, os danos poderdo se tornar expressivos. Apesar disso, ndo ha estudos
epidemiolégicos no Brasil e, para que esses estudos sejam realizados, é necessario
o desenvolvimento de métodos padronizados de quantificacdo da severidade da
doenca em campo. Sendo assim, é importante o uso de métodos de quantificacao
confiaveis e facilmente reproduziveis para auxiliar o avaliador e minimizar a
subjetividade da estimativa. Desta forma, escalas diagraméticas tém sido uma
ferramenta bastante utii (HORSFALL; COWLING, 1978; BERGAMIN FILHO;
AMORIN, 1996; LEITE; AMORIM, 2002; SPOSITO et al., 2004).

Desta maneira, a elaboracdo de uma escala para quantificacdo desta
doenca, a determinacdo de genétipos de milho resistentes a mancha ocular e a
caracterizacdo do agente causal da doenca tornam-se importantes ferramentas de

manejo integrado da doenca e em programas de melhoramento genético.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a sensibilidade de genétipos de milho a mancha ocular, causada por

Kabatiella zeae.

1.1.2 Obijetivos especificos

- Caracterizar isolados de K. zeae obtidos de diversos genétipos de milho,
guanto ao crescimento micelial em diferentes meios de cultura, tamanho de
conidios, coloracdo e aspecto da colénia em meio batata, sacarose e Agar (BSA);

- Elaborar uma escala diagramatica da doenca,;

- Avaliar a reacao dos hibridos a doenca e

- Correlacionar as respostas bioquimicas da planta ao ataque do patégeno.

1.2 EMBASAMENTO TEORICO

1.2.1 A cultura do milho

O milho é uma planta anual, possui haste cilindrica com nés compactos e
pertence a familia Poaceae. Tem esta identificacdo taxonOmica para diferir do
teosinto, seu parente mais préximo (PATERNIANI; CAMPOS, 2005). Quando houve
a descoberta das Américas, concretizou-se que o cereal ja era cultivado por seus
habitantes, desde o Canada até a Argentina. Desta forma, o primeiro contato do
homem com o milho, ocorreu com a chegada de Colombo, mas, a domesticagéo do
cereal data de 8.000 a 10.000 anos atras e sua subseqgiiente sele¢do o conduziu a
diminuicdo do nimero de espigas ocasionando aumento das mesmas e reducéo do
namero de perfilhos (GOODMAN; SMITH, 1987; PATERNIANI; CAMPOS, 2005).

O milho representa um dos principais cereais cultivados no mundo,
fornecendo varios produtos largamente utilizados para a alimentacdo humana (como
milho verde, paes, farinhas e massas), animal (“in natura” ou como racdes e

silagens) e serve como matéria-prima para a indistria, devido a quantidade e
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natureza das reservas acumuladas nos grdos (DOURADO NETO; FANCELLI; 2000;
PINAZZA, 1993). Segundo Paterniani e Campos (2005), existem agrupamentos de
tipos de milho, sendo eles amilaceos, duro ou cristalino, dentados, doces, tunicata e
pipoca.

Sua origem tropical faz com que suas exigéncias edafoclimaticas durante o
periodo vegetativo sejam voltadas para calor e umidade para que se obtenham altos
rendimentos. Depois de passar por varias selecdes de cultivares, o milho vem sendo
cultivado em regides compreendidas entre 58° de latitude norte (Canada, Unido
Soviética) e 40° de latitude sul (Argentina), sendo que a temperatura do solo
recomendada para que a semente germine deve ser maior que 10C, e para seu
desenvolvimento, deve girar em torno de 25C. Tempe raturas do solo menores que
10C e superiores a 42T prejudicam a germinacdo, e durante os periodos de
florescimento e maturacdo, temperaturas acima de 26° C e inferiores a 15,5C
promovem aceleracdo ou retardamento desta fase, respectivamente (DOURADO
NETO; FANCELLI, 2000). Estes autores apontam que o milho possui ciclo
vegetativo variado, podendo a polinizacdo ocorrer 30 dias apés a emergéncia e 0
ciclo completo pode chegar até 300 dias. Entretanto, o ciclo total varia de 110 a 180
dias, em funcdo de gendtipos se caracterizarem em Superprecoces, precoces e
tardios.

De acordo com Dourado Neto e Fancelli (2000), o rendimento da cultura do
milho é afetado pela disponibilidade de agua e nutrientes no solo. A saturacao ideal
da capacidade de troca de cations (CTC) do solo é em torno de 60% e pH 6, para o
sul do Brasil e Sdo Paulo (CANTARELLA, 1993). Avaliagbes mostraram que altos
rendimentos, no Brasil, foram obtidos utilizando-se uma populacdo entre 55.000 a
71.000 plantas por hectare, com espacamento variando entre 55 a 85 cm entre
linhas e com 3,5 a 5 plantas por metro linear. Entretanto, salienta que para cultivo de
sequeiro, populagbes de 45.000 a 55.000 plantas por hectare sdo adequadas
(CANTARELLA, 1993).

1.2.2 Importancia da resisténcia genética as doencas

Nos ultimos anos, muitas cultivares comerciais de milho foram introduzidas

no mercado, muito mais produtivas, mas com diferentes niveis de resisténcia a



17

doencas. Contudo, as taticas de controle ndo estdo sendo eficientes permitindo que
as doencas aumentem sua intensidade, principalmente com o advento do plantio
direto, onde restos culturais permanecem na superficie do solo causando aumento
da fonte de in6culo (JULIATTI et al., 2007).

O uso da resisténcia genética para o controle de doencas nos vegetais
tornou-se uma grande ferramenta, muito importante dentro da agricultura, pois este
método torna-se barato e de facil utilizacdo. Para algumas doencas como ferrugens
e carvles de cereais e da cana-de-agUcar, a resisténcia genética é o unico método
empregado para o controle (CAMARGO; BERGAMIN FILHO, 1995). Apesar da
existéncia de varios métodos que auxiliam no controle das doencas foliares do milho
(rotacdo de culturas, plantio antecipado e aplicacdo de fungicidas), a utilizacdo de
cultivares resistentes é o mais eficiente e econdmico. Todavia, desenvolver
cultivares € um trabalho mais intensivo, envolvendo desde a selecdo de genitores
resistentes e desenvolvimento do controle genético até a elaboracéo e execucdo de
estratégias eficientes na transferéncia dos genes de resisténcia para as linhagens de
milho melhoradas, que ja fazem parte dos hibridos comerciais (SCHUELTER et al.,
2003). Estudos de resisténcia genética a mancha ocular ndo foram encontrados na
literatura.

Para iniciar um programa de melhoramento visando a resisténcia a
determinada doenca, devem ser escolhidas cultivares comerciais, por ja serem
melhoradas e conterem somente genes selecionados. Em um segundo momento,
identificam-se as plantas com caracteristicas desejaveis em relacdo a determinada
doenca e realiza-se a transferéncia intraespecifica de genes por meio de
cruzamentos (CAMARGO; BERGAMIN FILHO, 1995). Silva et al. (2003), estudando
controle genético da resisténcia aos enfezamentos do milho, concluiram que se for
realizada uma combinacao hibrida e reciproca entre os materiais resistentes, ocorre
baixa incidéncia de sintomas de enfezamentos. Todavia, se combinac¢des entre 0s
materiais resistentes x suscetiveis forem realizadas, ocorre incidéncia intermediéria
dos enfezamentos.

Paterniani et al. (2002), estudando a variabilidade genética de hibridos de
milho para resisténcia a ferrugem tropical, avaliaram 60 hibridos triplos e
constataram diferencas entre eles para resisténcia a ferrugem. Separaram o0s
hibridos em quatro classes, resistentes, moderadamente resistentes,

moderadamente suscetiveis e suscetiveis a ferrugem. Portanto, inferiram que, a
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partir das linhagens resistentes e moderadamente resistentes, pode ser obtido um
milho sintético com alta resisténcia a ferrugem, podendo ser utilizado em programas
de melhoramento para inserir resisténcia a esta doenca.

A introducdo de resisténcia a doengas em plantas, selecionando-se
cultivares resistentes, torna-se uma estratégia de baixo custo e ndo causa danos ao

meio ambiente.

1.2.3 Mancha ocular

A mancha ocular, causada por Kabatiella zeae foi descrita em milho pela
primeira vez no Japao por Narita e Hiratsuka (Narita & Hiratsuka) Dingley em 1959.
Deste ano em diante ela tem sido detectada nos Estados Unidos, Canada,
Argentina, Austria, Franca, Alemanha, lugoslavia e Nova Zelandia. Danos de até
50% foram observados com inoculagdo artificial e 9% com inoculagdo natural no
campo, em cultivares susceptiveis (REIFSCHNEIDER; ARNY, 1983; CHIANG;
HUDSON, 1990).

No Brasil a doengca data do ano agricola 1982/1983, em Dourados-MS
(ESTEVES, 1984). Somente vinte anos depois deste relato, foi confirmada sua
presenca, em dezembro de 2004, em folhas do hibrido de milho AG 9020,
procedente dos municipios de Campo-Eré (SC) e de Palmas (PR) (SANTOS;
MALAGI; SILVA, 2007). Nas safras subsequentes, a mancha ocular assumiu maior
importancia, sendo detectada em mais de 30 genétipos de milho, na regido sudoeste
do Parana, com severidades variando entre 7 e 17% (CAMOCHENA, SANTOS,
MALAGI, 2007).

A mancha ocular apresenta como sintomas pequenas manchas,
encharcadas e transllcidas, circulares a ovais (1 a 4 mm de diametro), rodeadas por
um circulo pardo e com halo amarelo, semelhante a um olho. Quando observadas
contra a luz, apresentam aspecto translicido, encharcado. No inicio da doenca, as
manchas sao raras, mas logo aumentam podendo cobrir totalmente a superficie da
folha e eventualmente a palha da espiga. Algumas manchas podem coalescer,
formando grandes &reas necroéticas, podendo produzir uma seca antecipada das

folhas. Sob clima Uumido e fresco, os oOrgdos afetados tornam-se amarelados e
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secam prematuramente (REIFSCHNEIDER, ARNY, 1983; SANTOS, MALAGI,
SILVA, 2007).

Nos primeiros estudos sobre a mancha ocular como uma nova doenca nos
Estados Unidos, Arny et al. (1971) descreveram algumas caracteristicas do fungo K.
zeae. Salientaram que no inicio do crescimento as colbnias apresentaram-se
amarelas ou rosa escuro, tornando-se azul-escuras ou pretas. Por este motivo, 0
fungo pertence ao grupo das leveduras negras. Além disso, os autores descreveram
gue o patdgeno apresenta esporos curvos ou falcados com terminais pontiagudos e
aceptados, medindo 18 a33 x 3 a4 um.

Ap6s 10 anos de estudos mais aprofundados sobre a variabilidade cultural e
morfolégica de K. zeae, nos Estados Unidos, os autores Reifschneider e Arny
(1980), concluiram que n&do houve diferencas significativas para largura dos conidios
(2,5 pm). O crescimento micelial variou entre 1,1 e 4,4 mm/dia e a temperatura 6tima
para o desenvolvimento de 60% dos isolados utilizados foi de 24 <.
Complementaram o trabalho selecionando dois tipos basicos de colbnias, as de
coloracao clara (18%) ou escuras (82%), e todas com aspecto coriaceo.

A variacdo das caracteristicas morfolégicas de K. zeae, isolado de
diferentes materiais genéticos de milho, ainda nado foi estudada no Brasil. As
variacdes na utilizacdo de diferentes meios de cultura pelo patdgeno e o aspecto
visual das colbnias s&o caracteristicas importantes para que se identifique
corretamente e se conheca a amplitude da variabilidade existente entre isolados.

E muito importante o conhecimento das caracteristicas morfoldgicas de
colénias, micélio e conidios para que possam ser desenvolvidos estudos
relacionados ao patdégeno, analisando suas -caracteristicas fisiologicas, como
composicao quimica dos meios de cultura que servirdo para determinar a eficiéncia
da esporulacdo e crescimento micelial dos fitopatégenos (BOGO et al., 2008). Os
microrganismos, de modo geral, possuem como caracteristica uma grande
variabilidade que pode refletir em sua morfologia, fisiologia ou patogenicidade. Eles
possuem variacdes na capacidade da utilizacdo de diferentes meios de cultura,
producado de toxinas ou outros metabdlitos que resultam, as vezes, em variacdes na
patogenicidade dos biétipos, e o estudo de diferentes fontes nutritivas para o
crescimento serve para embasar estudos morfolégicos e estabelecer diferencgas
entre os isolados (LEVIC; PENCIC, 1990; MACHADO, 1980).
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Na Yugoslavia, no ano de 1990, Levic e Pencic estudaram a utilizagcao de
compostos nitrogenados, carbdnicos e sulfurosos por K. zeae, chamando atencao
para os carboidratos, pobres fontes de crescimento, mas fornecendo étima energia
de frutificacdo. Com relagdo aos compostos dos meios de cultura, os resultados
mostraram que 0 meio com nitrogénio apresentou alto crescimento micelial e
esporulacdo média. Ja os compostos sulfurosos proporcionaram alta esporulacéo e
crescimento médio, e o carbono proporcionou crescimento mais intenso depois de
10 dias de incubacéo.

Cutrim et al. (2006), em estudos sobre a influéncia de meios de cultura e da
interacdo carbono-nitrogénio no crescimento e esporulacdo de Penicillium
sclerotigenum Yam. concluiram que os substratos batata, dextrose e agar e inhame,
nos dois isolados utilizados, proporcionaram maior crescimento micelial, todavia, os
meios czapeck e aveia proporcionaram maior esporulacdo para os isolados.

Estudos relacionados a caracterizacdo das coldnias e esporos e
crescimento micelial de K. zeae tornam-se importantes, tanto para verificar se existe
semelhanga com os isolados de outros paises, quanto para saber qual meio de

cultura é mais eficiente para o crescimento e esporulacao.

1.2.4 Quantificacdo de doencas

A quantificacdo de doengas torna-se muito importante, pois por meio dela,
podem-se inferir métodos de controle, eficiéncia e momento de aplicacdo de
fungicidas, identificacdo de materiais resistentes, evolugdo e estimativas do
progresso da doenca e dos danos causados (AMORIM, 1995; JULIATTI; SANTOS,
1999).

Dentre os métodos de avaliagdo de doencas estdo a quantificacdo de
incidéncia e severidade, sendo que o primeiro refere-se a porcentagem de plantas
ou de 6rgdos doentes em uma amostra, ja a severidade avalia a porcentagem de
area foliar, area da raiz, colmo, espiga e fruto com sintomas. Para as avaliacdes de
doencas foliares usa-se a severidade, pois ela retrata melhor o nivel de doenca
(AMORIN, 1995). Quantificar a severidade da mancha ocular em milho é

fundamental para embasar estudos epidemiolégicos e para avaliar estratégias de
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controle. Nao foi encontrado nenhum material para quantificagdo da mancha ocular,
como escalas e chaves descritivas, no Brasil e também na literatura internacional.

Para avaliar as doencas do milho, geralmente sdo utilizadas escalas que
consideram a planta como um todo, ou diagramas de severidade que n&do levam em
consideracao os verdadeiros niveis encontrados no campo. A escala proposta pela
Agroceres (1996) é utilizada para quantificar a maioria das doencas foliares de
milho, apresentando 9 notas que refletem 0 aumento crescente da porcentagem da
area foliar afetada da planta considerando a planta inteira. Alguns pesquisadores
também utilizam a escala de Cobb para doencas foliares de milho, elaborada em
1892 para quantificacdo de ferrugem do trigo, que apresenta 5 seccdes de folhas de
trigo com 1, 5, 10, 20 e 50% de area foliar afetada (AMORIN, 1995).

Sobre as escalas utilizadas para quantificacdo das doencas foliares de
milho, nenhum trabalho foi encontrado mostrando sua eficiéncia, e para a mancha
ocular, que é um patossistema novo, nenhuma escala foi elaborada. Desta forma,
torna-se importante a elaboracdo de uma escala que considere os niveis de
severidade minimo, intermediario e maximo da doencga, levando em consideragéo a
severidade no campo e seguindo incrementos logaritmicos. Os sintomas devem ser
bem representados e reproduzir fielmente a severidade real, para que sejam
respeitados os limites da vista humana, caracterizado pela lei do estimulo de Weber-
Fechner. Esta lei preconiza que os sintomas devem proporcionar estimulos que
crescam exponencialmente para que a vista humana os diferencie (AMORIN, 1995).

A exatiddo de uma medida sem qualquer erro sistematico € chamada de
acurdcia, podendo ser medida pelo coeficiente angular e interceptacdo da regressao
linear entre as severidades real e estimada. Avaliagdes acuradas mostram a
proximidade entre a estimativa e a realidade (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996).
Desta maneira, sem nenhum desvio sistematico, a inclinacdo da regressao linear
entre valores reais e estimados ndo deve ser diferente de 1, e a interceptacdo deve
ser igual a zero (NUTTER JR et al., 1993).

Mazaro et al. (2006) elaboraram uma escala para mancha-de-micosferela
em morangueiro e comprovaram que, com seu uso, houve uma boa precisdo dos
avaliadores, apresentando coeficiente de determinacéo entre 0,79 e 0,92, todavia,
sem 0 uso da escala o coeficiente variou de 0,36 a 0,81. Isso indicou que a
utilizacdo da escala fez com que as estimativas permanecessem relacionadas ao

valor real. A utilizacdo de uma escala faz com que os avaliadores situem sua
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estimativa dentro de um menor intervalo estabelecido entre dois dos niveis
representados pelos seus diagramas (AMORIN, 1995).

Uma escala para quantificacdo da pinta preta em citros foi elaborada, com
uma precisado que variou entre 0,85 e 0,91, e 0,89 e 0,96, sem e com uso da escala,
respectivamente. Isso mostrou que quando a avaliagéo foi realizada com a escala,
todos os avaliadores melhoraram sua precisdo (SPOSITO et al., 2004).

Para avaliar a mancha de alternaria em girassol, também foi proposta uma
escala e os autores concluiram que ela foi adequada, tanto para condi¢bes de
campo como condi¢Bes controladas, e estd sendo muito utilizada para outros
estudos com a doenca (LEITE; AMORIN, 2002).

1.2.5 Respostas das plantas aos fitopatégenos

Durante a evolugdo, os vegetais adquiriram mecanismos de defesa contra
agentes bidticos e abibticos respondendo rapidamente a presenca dos
fitopatdbgenos, pois, quando estes comecam a invadir os tecidos da planta, esta
mesma planta inicia as respostas de defesa, que podem ser fisiologicas ou
bioguimicas. Esta resisténcia natural que as plantas possuem contra o0s
microrganismos patogénicos esta relacionada com a grande variedade de barreiras
e de varios mecanismos de defesa ja existentes (LEITE; PASCHOLATI, 1995). As
interacbes entre hospedeiro-patdgeno podem ser encaradas com uma luta entre
dois organismos pela sobrevivéncia. Nesta batalha entre planta e patégeno, de um
lado o patdgeno mobiliza suas armas quimicas para atacar o hospedeiro, enquanto
gue este Udltimo, por meio de mecanismos estruturais e/ou bioquimicos, procura
defender-se do patégeno (PASCHOLATTI et al., 1998).

Apesar de ndo possuirem sistema imunol6gico, 0s vegetais tém suas
respostas de defesa ligadas a uma grande diversidade de compostos presentes em
seu metabolismo, que aparentemente parecem nao apresentar uma funcdo direta no
desenvolvimento das plantas. Estes compostos sdo os metabdlitos secundarios, que
comecaram a ganhar importancia a partir do século XIX por apresentarem protecao
de plantas contra herbivoros e infec¢ao por patégenos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Estes
autores salientam ainda que outros mecanismos de defesa estdo presentes nas

plantas e que sdo eficientes, permanecendo inativos ou latentes, sendo ativados
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apos a exposicao e/ou contato com algum agente de indugdo, como as espécies
reativas de oxigénio, por exemplo.

Os mecanismos de resisténcia da planta dividem-se em duas categorias: 0s
pré-formados ou constitutivos, aqueles naturalmente presentes na planta, que
funcionam como barreiras fisicas (cuticula, tricomas) e barreiras quimicas (inibidores
de proteases e de a-amilases, lectinas, fendis, alcaléides glicosidicos, lactonas
insaturadas, glicosideos fendlicos e cianogénicos). As defesas poOs-formadas ou
induzidas, ausentes ou de pouca expressividade em plantas sadias, sdo aquelas
gue se manifestam somente apos a invasdao do patégeno ou quando a planta é
injuriada (LEITE; PASCHOLATI, 1995; TAIZ; ZEIGER, 2004).

No ano de 1901, ocorreram o0s primeiros trabalhos sobre indugcdo de
resisténcia de plantas a patdgenos, elaborados por Ray e Beauverie. Estudaram a
relacdo de Botrytis cinerea Pers. x Begbnia sp. Quarenta anos depois, Muller e
Borger inocularam tubérculos de batata com uma raca avirulenta de Phytophthora
infestans Mont. e 24 horas apds inocularam os mesmos tubérculos com outra raga
virulenta. Concluiram que a inoculacdo com a raca avirulenta resultava em reacéo
de hipersensibilidade e acumulo de fitoalexinas, impedindo aquela raca de penetrar
nos tecidos (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

Os compostos fendlicos que atuam na defesa constitutiva séo varios, como o
acido cumarico, clorogénico, caféico e ferulico, precursores da lignina. Alguns
compostos pré-formados aumentam de concentracdo ap6s a infeccdo, constituindo
assim a resisténcia induzida (RESENDE et al., 2008). A fenilalanina € precursora da
maior classe de compostos fendlicos, pela eliminacdo de uma molécula de aménia
para formar o acido cinamico. A catalise desta reacdo é realizada pela enzima
fenilalanina aménia-liase (FAL). Quando ha invasdo de patdgenos ocorre a
transcricdo do RNA mensageiro que codifica a FAL, fazendo com que aumente a
guantidade desta enzima e consequente estimulo a sintese de compostos fendlicos
(TAIZ; ZEIGER, 2004).

As proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) sdo aquelas induzidas por
patégenos, e este termo também pode se estender a enzima peroxidade, presente
constitutivamente e com acumulo apds o contato com o patégeno ou algum outro
tipo de estresse (RESENDE et al., 2008). A participacdo das peroxidases na defesa
vegetal esta relacionada com a lignificacdo, suberizacdo e metabolismo da parede
celular (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). Estas enzimas tém a funcdo de reagir
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com hidroxilas ligadas a anéis aroméaticos, resultando na formacgéo de radicais fenodxi
e subsequente formacéao da lignina (HIRAGA et al., 2001).

O principal local de acimulo das PRPs é o apoplasto, mas elas podem ser
encontradas nos vacuolos das plantas, e possuem um grande efeito antifngico,
antibacteriano, inseticida, nematicida e antiviral (RESENDE et al., 2008). As PRPs,
quitinases e B-1,3-glucanases sdo as enzimas mais estudas, podendo causar
enfraquecimento e decomposicdo da parede celular dos fungos que contém
glucanas e quitina (RESENDE et al., 2008).

Durante todos os estagios do crescimento, as plantas estdo a deriva de
algum tipo de estresse, biotico ou abidtico, podendo as vezes perder alguns 6rgéos
e ficar sujeitas ao ataque dos patdégenos. Desta forma, elas ativam sistemas de
defesa, induzidos pelos ferimentos, para atuar contra os patdégenos, e as enzimas
peroxidases estdo entre os compostos induzidos pelo ataque dos patdgenos
(HIRAGA et al., 2001).

As peroxidases sdo muito estudadas por terem um papel muito importante
nas defesas da planta. Depois dos primeiros trabalhos com inducéo de resisténcia,
muitos outros foram elaborados, como o de Aradjo et al. (2008), que, em estudos de
reacGes bioquimicas em resposta a patdgenos, encontraram maior atividade da
enzima peroxidase em microtangerinas inoculadas no caule com Phytophthora
parasitica Dastur. e eram suscetiveis a.este fungo. Salientam ainda que as
variedades suscetiveis, quando inoculadas nas raizes, houve um acUmulo de
compostos fendlicos nas raizes e isso acarretou diminuicdo na concentracdo destes
nas folhas.

Marriott, Been e Perkins et al. (1978) concluiram que quando a atividade da
peroxidase aumenta, relacionada com ferimentos nos vegetais, pode indicar
aumento na biossintese de lignina, que atuara como uma barreira a infeccéo por
patégenos, podendo provocar aumento na concentragcdo de produtos de oxidacao de
compostos fendlicos, alterando a concentragédo de auxinas. Muitas vezes 0 aumento
da atividade da peroxidase esta relacionado diretamente a reducdo da severidade
da doenca (KUHN, 2007).

O termo agUcares redutores € 0 nome genérico para carboidratos simples.
Os carboidratos sédo a forma priméaria de armazenamento de energia e derivados
diretos da fotossintese, sendo os principais constituintes da parede celular (SILVA et

al., 2008). Alternativamente, uma parte dos carboidratos pode ser desviada para
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sintetizar compostos do metabolismo secundario associados com a defesa contra
patégenos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Os monossacarideos sdo classificados
respeitando-se o nimero de carbonos, como trioses, tetroses, pentoses, hexoses e
heptoses, intermediarios no metabolismo da respiracao e fotossintese (SILVA et al.,
2008). Segundo estes autores, as hexoses, além destas fungdes, ainda atuam como
esqueletos de muitos outros carboidratos.

Existem relatos de que os acuUcares se acumulam nas células da epiderme,
proximo aos haustorios, de fungos biotréficos, e parede celular dos vegetais,
vacuolos e citoplasma. Este acumulo ou decréscimo é devido a possiveis alteracdes
no fluxo de transporte, ou inativacdo de seus transportadores, e também aumento da
enzima invertase. Esta alteracdo nos niveis de aclUcares se deve a mudancas na
atividade de enzimas do patdégeno e do hospedeiro, e na planta pode haver hidrélise
da sacarose, produzindo glicose e frutose (SILVA et al., 2008).

Magalh&es et al. (2005), em estudos para verificar o efeito dos molicutes na
sintese de acUcares sollveis totais e de proteinas em duas cultivares de milho,
concluiram que no estadio de grao leitoso as doengas causadas por molicutes nao
interferiram na movimentacdo e no processo de sintese de acglcares na planta.
Entretanto, quando foram analisadas separadamente as trés partes da planta
(superior, mediana e basal), a maior concentracdo de aclcares sollveis foi
observada na parte superior. Isto se deve a maior atividade metabdlica das folhas
superiores, por estarem menos sombreadas e possuirem taxas fotossintéticas
maiores e, consequentemente, com maior teor de agucares.

Em clones de cacaueiro resistentes a Crinipellis perniciosa Stahel, os niveis
de fendis sollveis totais apresentaram-se mais elevados, sugerindo que podem ter
contribuicdo na resposta de defesa contra o patdgeno. Ja os niveis de fendis e a
atividade das enzimas oxidativas apresentaram correlacdo inversa para a maioria
dos clones avaliados, podendo indicar que as enzimas peroxidases e
polifenoloxidases estejam sendo inibidas pelos compostos fendlicos (NOJOSA, et
al., 2003).

Trabalhos de respostas bioquimicas de plantas de milho a K. zeae

inexistem.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 VARIABILIDADE DE COLONIAS DE Kabatiella zeae EM MEIOS DE CULTURA
E MORFOLOGIA DE CONIDIOS E ISOLADOS DO FUNGO

2.1.1 Obtencao dos isolados

Folhas com sintomas de mancha ocular, de varios hibridos de milho, foram
coletadas em varios locais da regido sudoeste do Parana e oeste de Santa Catarina,
para isolamento do patdgeno. Partes destas folhas foram esterilizadas em hipoclorito
de sédio 2%, por 1 minuto, e lavadas em agua esterilizada trés vezes. Apés, com
auxilio de pinga e bisturi, foram recortados pequenos pedacos de folhas com lesdes
e posterior plaqueamento em BSA (batata-200g/L, sacarose-10g/L, agar-15g/L)
(Figura 01). Apds o isolamento e purificagdo do patdgeno, foram obtidas culturas
monospéricas através da adicdo de agua destilada esterilizada nas col6nias do
fungo e a raspagem das estruturas (esporos). Em seguida, diluiu-se esta solugéo
trés vezes para facilitar o isolamento de um Unico esporo. Gotas desta solugéo
foram colocadas em placas de Petry contendo meio de cultura 4gar-agua e marcada
a area onde estava a suspensao. Apos 12 horas, com auxilio de microscépio 6ptico,
com aumento de 400 vezes, o0 esporo germinado foi transferido para uma placa de
Petry contendo meio de cultura BSA e levado para camara de crescimento por 5
dias em temperatura de 24°C + 2. Apos este periodo de incubagao todos os isolados

foram armazenados em agua esterilizada, pelo método de Castellani (1939).

1

Figura 01 - Folha com mancha ocular (A), plaqueamen to de pedacos de folhas com lesGes em
maio de cultura BSA (B) e culturas puras de K. zeae em meio de cultura BSA, com 3 dias de
incubacéo (C).
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2.1.2 Caracterizagéo dos isolados

Foram utilizados 35 isolados de K. zeae coletados no Estado do Parana e
Santa Catarina e posteriormente identificados de acordo com o hibrido de origem e a
ordem de isolamento (Tabela 1).

A caracterizacdo morfolégica dos isolados fungicos foi realizada com as
colbnias, previamente cultivadas em BSA e incubadas com fotoperiodo de 12 horas,
a 24 T. O aspecto e a coloracdo das coldnias foram avaliados aos 5 e 10 dias de
incubacao.

Para a mensurac¢do do tamanho dos conidios, foram preparadas laminas.
Adicionou-se uma gota de agua e posteriormente, com auxilio de agulha histologica
adicionou-se os conidios. Cinquenta conidios de cada isolado, obtidos do meio BSA,
foram mensurados quanto a largura e comprimento médios, com auxilio de
microscopio 6ptico com 40x de aumento. O valor correspondente as dimensdes das
imagens foi avaliado em micrémetros (um).

A avaliacdo do crescimento radial foi realizada com os seguintes meios de
cultura: a) BSA; b) AvA (flocos de aveia, 75 g; agar, 17 g; agua destilada, 1000 mL);
c¢) FA (fub& de milho, 60 g; &gar, 17 g; 4gua destilada, 1000 mL); d) MA (Malte, 25 g;
agar, 15 g; agua destilada, 1000 mL).

A partir de culturas puras dos isolados de K. zeae, desenvolvidos por 10
dias em BSA com fotoperiodo de 12 horas, foram retirados, das bordas da coldnia,
discos de aproximadamente 5 mm de didmetro contendo estruturas dos isolados
fungicos e depositados no centro de placas de Petry contendo os diferentes meios
de cultura. Em seguida, incubados em estufa de crescimento a 24 + 1 °C com
fotoperiodo de 12 horas, por 10 dias.

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial 35 x 4 (isolados x meios de cultura) com trés repeticdes cada. As
avaliacdes finais do raio médio da coldnia foram feitas no 10°dia de incubacédo, com
auxiio de wuma régua graduada, registrando-se as medidas médias
perpendicularmente, em cm. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott,
ao nivel de 5% de probabilidade. Os isolados foram separados em 3 grupos de
crescimento: baixo crescimento radial (menor que 1,1 cm); médio crescimento (1,1 a

2,2 cm) e alto crescimento (maior que 2,2 cm).
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Tabela 1 - Isolados de Kabatiella zeae com respectivos genoétipos de milho e locais de ori gem.

Isolados Gedtipos de milho Local Safra

KPR 1 PENTA Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 2 BALU 761 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 3 DKB 234 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 4 AS 1565 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 5 SG 212 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 6 SPRINT Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 7 AX 890 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 11 AX 895 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 12 PREMIUM FLEX Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 13 CARGO Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 14 DKB 950 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 15 SG 6412 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 16 32R21 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 17 DKB 566 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 18 AG 9020 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 19 ATTACK Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 20 AGN 35A42 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 21 SG 6418 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 22 AS 1570 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 23 BALU 184 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 24 DKB 214 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 25 AS 3466 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 26 DKB 979 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 27 CD 306 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 28 IPR 121 Pato Branco - PR 2006/2007
KPR 29 ADVANCE Dois Vizinhos - PR 2007/2008
KPR 30 2B710 Dois Vizinhos - PR 2007/2008
KPR 31 DKB 234 Clevelandia - PR 2006/2007
KSC 32 32R48 Planalto - SC 2006/2007
KSC 33 30R50 Planalto - SC 2006/2007
KSC 34 30F53 Planalto - SC 2006/2007
KSC 35 MAXIMUS Abelardo Luz - SC 2006/2007
KSC 36 SPRINT Abelardo Luz - SC 2006/2007
KSC 37 TORK Abelardo Luz - SC 2006/2007
KPR 39 X Foz do Iguagl - PR 2007/2008

K(PR)(SC)= Designacdo dos isolados com a inicial do género do fungo ( K. zeae)

acompanhada da abreviacéo dos estados do Parana e S

ordenacéo.

anta Catarina, seguida do niumero de

2.2 ESCALA DIAGRAMATICA PARA AVALIACAO DA SEVERIDADE DA MANCHA
OCULAR EM MILHO

2.2.1 Elaboracéo da escala

Para elaboracdo da escala diagramatica, foram colhidas 110 folhas de

milhos, de 33 hibridos ao acaso, em pleno florescimento, cultivados na area
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experimental da Universidade Tecnolégica Federal do Parana — Campus Pato
Branco, PR, na safra 2006/2007. Essas folhas apresentavam variacdo de severidade
da doenca. Para confeccdo da escala, foi coletada uma parte do centro da folha, de
20 cm de comprimento. A por¢éo foi assim padronizada por ser dificil trabalhar com
a folha inteira para reproduzir as lesbes na escala. A parte selecionada
correspondeu a area da folha onde houve maior manifestacdo dos sintomas da
doenca. As areas lesionadas foram copiadas em laminas de transparéncia e suas
dimensdes, bem como as dimensfes das amostras de folhas, foram determinadas
por meio do medidor de &area foliar, marca LI-COR, modelo 3100. Foram
consideradas a maxima e a minima proporcédo de area foliar lesionada como sendo
os valores maximo e minimo da escala diagramatica. Os quatro niveis intermediarios
foram definidos matematicamente, seguindo incremento logaritmico e respeitando-
se a acuidade da visdo humana de acordo com a “Lei do estimulo de Weber e
Fechner’ (HORSFALL; BARRATT, 1945).

Uma vez definidas as porcentagens de area foliar lesionadas e seus
correspondentes niveis a serem adotados na escala, foram selecionadas, entre as
110 folhas iniciais, as que apresentavam severidade semelhante aos niveis
indicados nos calculos matematicos. Entdo, com auxilio de maquina fotografica
digital e programa de edicdo de imagem (Adobe Photoshop 8.0), foi constituida a

escala proposta.

2.2.2 Validacdo da escala

Para validacdo da escala diagramética, foram tomadas 30 folhas com
diferentes niveis de severidade e apresentadas a 20 avaliadores, sendo 10 com
experiéncia prévia e 10 sem experiéncia em avaliacdo de doencas em plantas. Com
experiéncia: avaliador 1(AK); 2(B,L); 3(C,M); 4(D,N); 5(E,O); 6(F,P); 7 (G,Q), 8
(H,R); 9 (1,S); 10 (J,T), sendo sem auxilio da escala (A-J) e com auxilio da escala (K-
T). Sem experiéncia: avaliador 1(A*K*); 2(B*L*); 3(C*,M*); 4(D*N*); 5(E*,0%);
6(F*,P*); 7 (G*,Q%), 8 (H*,R*); 9 (I*,S*); 10 (J*,T*), sem auxilio da escala (A*-J*) e
com auxilio da escala (K*-T*). A severidade da mancha ocular foi estimada sem o

uso da escala diagramatica. Posteriormente, com o uso da escala. A porcentagem
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de é&rea foliar lesionada foi determinada considerando-se conjuntamente, o halo
encharcado da mancha, observando a folha contra a luz e o tecido necrosado.

A acuracia e a precisdo das estimativas visuais de cada avaliador foram
determinadas por regressao linear simples, considerando severidade real
(porcentagem de éarea foliar lesionada, determinada por incrementos logaritmicos) a
variavel independente e a severidade estimada a variavel dependente. A preciséo
das estimativas foi avaliada pelo coeficiente de determinacdo da regressao (r°) e

pela variancia dos erros absolutos (severidade estimada menos severidade real).

2.3 REACAO DE GENOTIPOS DE MILHO A MANCHA OCULAR

2.3.1 Local de implantagéo dos experimentos

Os trabalhos referentes a sensibilidade de genotipos de milho a mancha
ocular foram realizados em diferentes locais, anos e épocas de cultivo. Os ensaios
foram instalados nos municipios de Pato Branco — PR, nas safras agricolas de
2006/2007 e 2007/2008, e em Palma Sola — SC, na safra 2007/2008. No municipio
de Pato Branco a semeadura foi realizada em duas épocas, nos dias 13 de outubro
e 27 de dezembro para a primeira safra, e nos dias 20 de outubro e 12 de novembro
para a segunda safra, e em Palma Sola no dia 30 de setembro. A regido de Pato
Branco esta a uma altitude de 760 metros e o clima, na classificacdo de Koéppen é
subtropical umido, sendo o solo Latossolo Roxo, e Palma Sola esté localizada a uma
altitude de 860 metros e o clima é mesotérmico Umido, com verdo quente e
temperatura média de 17,4TC, e o tipo de solo é o L atossolo Bruno Distrofico, com

textura argilosa.

2.3.2 Preparo do solo e semeadura

A é&rea utilizada na primeira safra, em Pato Branco, havia sido cultivada
anteriormente com milho seguido de trigo no inverno. Ja na segunda safra, em Pato
Branco e Palma Sola, as areas haviam sido utilizadas para o cultivo de soja no verao

e trigo o inverno.
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Em todos os ensaios foi utilizada uma semeadora para incorporacao do
adubo na formulagdo 8-20-20 (N,P,K) e apos, realizou-se a semeadura manual dos
diferentes materiais genéticos (Tabela 2), que foram dispostos ao acaso, dentro de
trés blocos casualizados e em parcelas constituidas de 5 linhas de 5 m (Figura 02).
O espagamento utilizado foi de 0,8 m entre linhas, com 6 plantas por metro linear,
totalizando-se 75.000 plantas.ha™. A adubac&o nitrogenada (uréia) foi aplicada na
dosagem de 200 kg.ha® sendo dividida em duas etapas: quando as plantas
apresentavam 3 e 5 folhas verdadeiras, respectivamente. A caracterizacdo dos
estadios fenoldgicos do milho foi baseada na escala da Agroceres (1996), adaptada
por Dourado Neto e Fancelli (2000).

Figura 02 - Parcelas do experimento 2007/08 de ~ Branco.

2.3.3 Avaliacéo da doenca e dados meteorologicos

A avaliagdo da severidade da doenca foi realizada sob condi¢gdes naturais
de inoculagdo, em Pato Branco aos 110 e aos 75 dias ap6s a semeadura (d.a.s.),
para primeira e segunda épocas, respectivamente, no primeiro ano de cultivo e aos
74 d.a.s, para primeira e segunda épocas no segundo ano. Em Palma Sola a
avaliacao foi realizada aos 131 d.a.s. Para avaliacdo foram utilizadas 4 plantas por
parcela, aleatoriamente, com utilizacdo de 16 folhas de cada planta, utilizando-se
com base a escala diagramatica para avaliagdo da severidade da mancha ocular

em milho descrita por Camochena, Santos e Mazaro (2008).



Tabela 2 - Genotipos de milho utilizados nas safras
Branco — PR, e Palma Sola — SC.
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2006/07 e 2007/08, nos municipios de Pato

Safra 2006/07 Pato Branco

Safra 2007/08 Pato Branc 0

Palma Sola - SC

Gendtipos Tipo*  Ciclo* Materiais Tipo  Ciclo Materia is
AS 1565 HS P SG 150 HT P SG 150
AS 1560 HS P SPRINT HS HP SPRINT
AS 1570 HS P AS 1565 HS P AS 1565
AS 3466 HT P DKB 234 HS SP DKB 234
P 30F53 HS P AG 8011 HT P AG 8011
ATTACK HSm P AG 9020 HS SP AG9020
P 30R50 HS P DKB 566 HT P DKB 566
P 32R21 HS SP P 30F53 HS P P 30F53
CARGO HD P DOW 2A106 HS SP -
PENTA HS P DOW 2A120 HS HP -
SPRINT HS HP - - - -
AGN 30A06 HS SP - - - -
AGN 2012 HD SP - - - -
AGN 35A42 HD SP - - - -
DKB 214 HS P - - - -
DKB 566 HT P - - - -
DKB 979 HD P - - - -
DKB 950 HS P - - - -
DKB 234 HS SP - - - -
PREMIUM FLEX HS P - - - -
AS 32 HD P - - - -
AS 1545 HS P - - - -
AG 8021 HS P - - - -
AG 9020 HS SP - - - -
AG 2020 HD P - - - -
BALU 184 HD P - - - -
BALU 761 HD P - - - -
BD 7912 HS P - - - -
SG 6418 HT P - - - -
SG 150 HT P - - - -
AX 895 HT P - - - -
AX 892 HS SP - - - -
AX 890 HS SP - - - -

*TIPO: S-simples; Sm-simples modificado; D-duplo; T-triplo

*CICLO: P-precoce; SP-super-precoce; HP-hiper-precoce

Fonte: Associacdo Paulista de Produtores de Sementes, 2008.

Os dados meteorolégicos foram coletados diariamente [Pluviosidade (mm) e

Temperaturas (C) e expressos em médias quinzenais durante os periodos de

cultivo (Figuras 03 e 04).

Os valores de severidade foram submetidos a andlise de variancia e

comparados pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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2.3.4 Respostas bioquimicas das plantas de milho a K. zeae

2.3.4.1 Coleta de material e local de execugéo

As andlises de respostas bioquimicas em tecidos foliares de proteinas totais,
fendis totais, aclcares redutores e atividade de peroxidases foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR)
— Campus Dois Vizinhos. Foram selecionados dois hibridos de milho que
apresentaram menor severidade da doenca (DKB 234 e AS 1565) e dois com maior
severidade (SPRINT e AG 9020).

O experimento foi composto de 2 tratamentos (com inoculacdo-Cl e sem
inoculacéo-Sl) e 3 repeticdes. Sementes de milho foram semeadas em gerbdx com
areia autoclavada, e mantidas em casa de vegetacdo a temperatura de 25 C, com
fotoperiodo de 12 horas e umidade relativa de 75%. No 11°dia ap6s a semeadura
realizou-se a inoculagdo, somente no tratamento Com Inoculacdo, e o tratamento
Sem Inoculacéo recebeu apenas pulverizagdo com agua. A inoculagéo foi realizada
com o isolado de K. zeae KPR 18 (CI). No 14°dia as plantulas foram cortada s logo
acima da regido de contato com a areia, com auxilio de bisturi, lavadas com agua
destilada, cortadas em pequenos pedacos e acondicionadas em nitrogénio liquido
até o momento das avaliag6es (Figura 05).

Os valores dos compostos bioquimicos foram submetidos a andlise da

variancia e comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 05 - Cortes das plantulas de milho com 14 di as ap6s a semeadura (A) e peagos de
plantulas de milho de 0,5 cm (B) para acondicioname  nto em nitrogénio liquido.

2.3.4.2 Quantificagdo de compostos bioquimicos

Para quantificacdo de proteinas totais, as amostras de tecido foliar foram
maceradas em almofariz com 10 mL de tampéao fosfato 0,2 M (molar) (pH 7,5). Em
seguida, centrifugou-se o material (14.000 g/10 min a 4C) e o sobrenadante foi
coletado. Para quantificacdo do conteldo total de proteinas nas amostras sera
empregado o teste de Bradford (1976).

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi realizada em duas fases,
seguindo o método adaptado de Bieleski e Turner (1966).

A primeira compreendeu a extracdo dos fendis totais, realizada a partir da
adicédo de 4 mL da solucdo metanol, cloroférmio e 4gua (MCA), na relagéo 6:2,5:1,5
V:viv, respectivamente, no material vegetal, com ftrituragdo em almofariz a
temperatura ambiente, de 28 C, seguida de uma centrifugagdo a 6.000 g por 20
min, sendo coletado o sobrenadante. Posteriormente foi realizada nova extragédo do
residuo remanescente, adicionando-se 4 mL de MCA, centrifugando novamente a
6000 g por 20 min e o sobrenadante sendo adicionado ao primeiro, obtendo-se
assim o extrato MCA. A esse extrato foram adicionados 1 mL de cloroférmio e 1,5
mL de agua destilada, procedendo-se uma nova centrifugagdo a 6.000 g por 15 min
para separagdo das fases.

A segunda fase compreendeu a determinacao de fendis totais realizada pelo

método adaptado de Jennings (1991), nas seguintes etapas: Preparagdo de curva
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padrdo, utilizando quantidades conhecidas de tirosina (na faixa de 0 a 100 mg), a
partir de uma solucdo padrdo com 100 mg de tirosina/mL. Procedeu-se entdo a
leitura das amostras em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 760 nm. As
amostras foram preparadas a partir da retirada de uma aliquota de 0,5 mL da parte
superior do tubo de extracdes dos fendis (extrato MCA). A seguir, adicionaram-se
0,5 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Apos 15 min, foram
adicionados 5 ml do reagente alcalino “A” preparado com carbonato de sodio 2 %
em uma solucéo de hidroxido de sodio 0,1 N, que permaneceu durante 50 minutos
até a leitura da absorbancia em 760 nm, em espectrofotdbmetro. No controle
negativo, foi usada agua destilada no mesmo volume do extrato vegetal. O resultado
foi expresso em mg.g-1 de tecido fresco.

As concentracdes de aclcares solluveis totais foram determinadas pelo
método fenol-sulfdrico descrito por Dubois et al. (1956). As amostras foram
maceradas em almofariz contendo 5 mL de tampédo fosfato 0,2M, (pH 7,5),
centrifugadas por 5 minutos a 10.000 g. Utilizaram-se 2 mL do extrato com adicdo de
0,5 mL de fenol a 5,0% e 2,5 mL &cido sulftrico. A leitura das amostras dos padrdes
foi realizada colorimetricamente a 490 nm. A curva padréo foi obtida com solucao de
glicose (100pg.mL™). A quantificacdo da atividade da enzima peroxidase foi
determinada de acordo com a técnica descrita por Matsuno e Uritani (1972),
padronizada no Laboratério de Bioquimica e fitossanidade da UTFPR, — Dois
Vizinhos. As amostras compostas por 4 discos foliares de 2 cm de diametro com
peso médio total de 0,260 g foram maceradas em nitrogénio liquido e entdo
adicionaram-se 5 ml de solugéo extratora tampéo fosfato 0,05 M pH 7. e 2 mg de
polivinilpirrolidona (PVP 100, marca Sigma) e o extrato foi centrifugado por 20 min a
4.000 g em temperatura de 4C. O sobrenadante foi t ransferido para outro recipiente
e utilizado como extrato enzimético.

A andlise de atividade da enzima peroxidase adicionando-se em um tubo de
ensaio 5 mL de solu¢édo tampao de citrato (pH 5,0), 0,5 mL de agua oxigenada 3 %,
0,5 mL de guaiacol 0,5 % e 3 mL da amostra extraida da solucdo tampao (pH 7).
Esta mistura foi levada para incubagédo em banho-maria por 15 min a 30 °C. Apés a
incubacgdo, os tubos voltaram para gelo e apdés 5 min, adicionou-se 0,5 mL de
bissulfito de sodio, que foi usado para paralisar a reacéo. Para o célculo da atividade
das peroxidases, as leituras foram realizadas apos 10 min de repouso, em

espectrofotdmetro, modelo NT — 805 NOVATECNICA, em comprimento de onda de
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450 nm. Para o calculo da atividade enzimatica, foi considerado uma unidade de
enzima o correspondente a um aumento na absorbancia de 0,001 unidade
otica/minuto. O controle negativo incluiu o meio de reagdo com todos os reagentes,

apenas substituindo-se o extrato vegetal por 3,0 mL de solugdo tampé&o (Figura 06).

Figura 06 - Andlis
solugdo(B) e banho-maria (C).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 VARIABILIDADE DE COLONIAS DE Kabatiella zeae EM MEIOS DE CULTURA
E MORFOLOGIA DE CONIDIOS E ISOLADOS DO FUNGO

Houve variagdo quanto ao aspecto e coloracdo das coldnias (Tabela 3). As
colénias produziram conidios hialinos ndo septados, longos e curvos e com
dimensdes variando de 3-4 x 27-33 pum (Figura 07). Esta caracteristica confere com
os resultados encontrados por Arny et al. (1971), que em estudos sobre a mancha
ocular do milho, no norte da America, descreveram dimensfes semelhantes de
conidios, que variaram de 3-4 x 18-33 um, e ainda afirmam que o tamanho dos
conidios pode variar em fun¢éo do tipo de substrato utilizado.

Todas as colbnias no meio de cultura BSA apresentaram-se com aspecto
coriaceo, enrugado e algumas ainda, com halos concéntricos. A coloracéo variou de
branco a salméo, aos 5 dias de desenvolvimento, e rosa, aos dez dias.

Os isolados KPR 1, KPR3, KPR5, KPR6, KPR7, KPR11, KPR17, KPR18,
KPR19, KPR20, KPR25, KPR26, KPR27, KPR28, KPR30, KPR33, KSC34, KPR35,
KSC36, e KPR39 apresentaram aspecto coredceo e aveludado da col6nia, e os

demais, aspecto coreaceo com halos concéntricos.



Tabela 3 - Dimensdes de conidios, aspecto e colorag

meio de cultura BSA.
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8o de colbnias de Kabatiella zeae, em

Dimensdes médias de

Coloragao*
Isolados conidios (um) Aspecto da coldnia
(comprimento x largura) 5 dias 10 dias
KPR 1 31 3 Coriaceo AC Rc
KPR 2 31 3 Coriaceo c/ halos AC Rc
KPR 3 31 3 Coriaceo S Rc
KPR 4 30 3 Coriaceo c/ halos C ReBb
KPR 5 28 3 Coriaceo C Rc
KPR 6 30 3 Coriaceo B Rc
KPR 7 32 3 Coriaceo B Rc
KPR 11 30 3 Coriaceo C Rc
KPR 12 31 3 Coriaceo c/ halos B Rc
KPR 13 30 3 Coriaceo c/ halos S Rc
KPR 14 30 3 Coriaceo c/ halos A RcBb
KPR 15 29 3 Coriaceo c/ halos B RC
KPR 16 31 3 Coriaceo c/ halos S Rc
KPR 17 31 3 Coriaceo C ReBo
KPR 18 29 3 Coriaceo S Rc
KPR 19 29 3 Coriaceo B Rc
KPR 20 29 3 Coriaceo BO Rc
KPR 21 31 3 Coriéaceo c/ halos B Rc
KPR 22 29 3 Coriaceo c/ halos B Rc
KPR 23 30 3 Coriaceo ¢/ halos B Rc
KPR 24 28 3 Coriaceo c/ halos S S
KPR 25 27 4 Coriaceo S Rcmo
KPR 26 29 3 Coriaceo B S
KPR 27 31 3 Coriaceo B S
KPR 28 33 3 Coriaceo B Ocp
KPR 29 31 4 Coriaceo c/ halos S RcBb
KPR 30 28 3 Coriaceo S Rc
KPR 31 30 3 Coriaceo c/ halos S RC
KSC 32 27 3 Coriaceo c/ halos C Rc
KSC 33 32 3 Coriaceo B Re
KSC 34 32 3 Coriaceo B Re
KSC 35 30 3 Coriaceo B Rc
KSC 36 32 3 Coriaceo C RemoBb
KSC 37 30 3 Coriaceo ¢/ halos C Rc
KPR 39 30 3 Coriaceo C Rc

*AC-amarelo claro; S-salmao; C-creme; B-branco; Re-
escuro centro e bordas branca; RcBb-rosa claro cent
centro borda oliva; Rcmo-rosa claro com manchas oli
RcBb-rosa claro com borda branca; RemoBb- rosa escu
borda branca .

rosa escuro; Rc-rosa claro; ReBb-rosa
ro e borda branca; ReBo-rosa escuro no
va; OcRe-oliva no centro e rosa escuro;
ro no centro com manchas oliva e
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-

Figura 07 — Cultura pura de K. zeae, crescida por 10 dias em meio de cultura BSA com
esporulacédo no centro (A) fotomicrografia de K. zeae - conidio (B).

3 o 5 7] A B =
Figura 08 - Aspecto e coloragcdo de colbnias de isol ados de Kabatiella zeae, isolados de
diferentes materiais genéticos de milho, aos 10 dia s de incubacdo em BSA.
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A coloracdo rosa claro, aos 10 dias de desenvolvimento predominou em
80% dos isolados (Figura 08). Ap6s as avaliacGes as placas foram mantidas nas
mesmas condi¢cdes de crescimento, e a maioria das colénias adquiriu coloracdo
negra aos 20 dias.

Levic & Pencic (1990), em estudos com fontes de carbono, nitrogénio e
compostos sulfurosos, para o crescimento de K. zeae, concluiram que com
diferentes compostos nitrogenados a maioria das col6nias apresentou micélio
compacto, coridceo e dobrado, e algumas com halos concéntricos.

Os isolados KPR17 e KPR28 apresentaram uma coloragdo manchada em
relacdo aos outros, mas as coldnias sdo de K. zeae sendo que a confirmacao foi
realizada através da observagéo dos conidios.

Houve diferenca significativa para o crescimento radial em todos os meios
de cultura utilizados. Comparando-se apenas 0s 4 meios de cultura, observa-se que
dos 40% dos isolados que apresentaram maior crescimento radial geral, 9
pertencem ao meio MA, 3 ao BSA, 1 ao FA e 1 ao AV, ndo diferindo entre si
estatisticamente. Ou seja, o MA proporcionou melhor crescimento radial a um
namero de isolados, em relacdo aos outros meios (Tabela 4).

Para descrever a diferenca de crescimento radial entre os isolados, para
cada meio de cultura, foram separados 3 grupos, sendo alto, médio e baixo
crescimento. No meio de cultura BSA nao houve diferenca significativa entre os
isolados, exceto para o isolado KPR19, que diferiu dos demais. A variacdo no
crescimento radial foi de de 1,9 a 4,3 cm, e 1,7 para o isolado KPR19.

Em relagdo ao meio FA, o maior crescimento foi observado para o isolado
25, com 2,7 cm. No grupo de crescimento radial médio, estdo 18 dos isolados que
nao diferiram entre si estatisticamente. O restante dos isolados permanecem no
grupo de baixo crescimento, com variacdo de 0,5a 1,1 cm.

O meio de cultura AV proporcionou melhor crescimento radial para 14
isolados. Os isolados classificados de crescimento médio formaram o maior grupo,
19 isolados, variando de 1,5 a 2,0 cm, e o restante, classificados de crescimento
baixo, 0,5 cm.

O melhor crescimento radial observado no meio MA foi para os isolados
KPR11 e KPR22, com 2,3 cm, ndo diferindo entre si estatisticamente. O grupo de

crescimento médio foi composto pela maioria dos isolados, 18 isolados, variando de
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1,7 a 2,2 cm. O restante dos isolados foi classificado de crescimento baixo para
este meio de cultura.

Pereira, Silva e Ribeiro (2006), em estudos sobre caracteristicas
fisiolégicas e culturais de isolados de Lasiodiplodia theobromae Pat. concluiram que
alguns fungos podem utilizar a energia unicamente para o crescimento, enquanto
outros utilizam para a esporulacdo. Isso pode justificar o maior ou menor
crescimento micelial de k. zeae nos diferentes meios de cultura testados neste
estudo, apesar deste fungo apresentar crescimento lento em comparacdo com
outros fungos.

Altas taxas de crescimento foram observadas em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) e V-8 em estudos sobre variabilidade cultural e morfolégica de
K. zeae, de 1,4 a 2,6 mm por dia em média, sugerindo que a variacdo existente
entre os isolados, em taxas de crescimento, deveriam ser utilizadas para
classificacdo das espécies (REIFSCHNEIDER; ARNY, 1980). Todavia, na década de
80 ainda néo era utilizada a biologia molecular, atualmente a diferenciacdo de racas
e espécies com o0 uso de técnicas moleculares tornou-se uma ferramenta importante
e segura.

A caracterizacdo molecular dos isolados seria de grande valia para
comprovar se existem racas intraespecificas e se estas estdo relacionadas a
severidade da mancha ocular. Portanto novos estudos devem ser conduzidos
para avaliar este quesito.

Levic & Pencic (1990) em outros estudos, mostram que diferentes tipos de
nutrientes expressam os tipos de colénia e que o crescimento das coldnias em
diferentes fontes de carbono é mais intenso depois de 10 dias, muitas vezes por

haver supresséo nutricional e producéo de toxinas pelo fungo.



Tabela 4 - Médias de crescimento radial (raio da co
meios de cultura, com 10 dias de incubacao.
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I6nia) de Kabatiella zeae em diferentes

Crescimento radial (cm)*

Meios de cultura

Isolados BSA FA AVA MA
KPR 1 3,3aD 1,4cC 2,0bC 2,0 bB
KPR 2 4,2 aA 1,6 bB 2,1aC 2,0 bB
KPR 3 2,5aF 0,7 dE 2,1aC 1,8bB
KPR 4 2,6 aF 1,5bC 1,8 bD 1,8 bB
KPR 5 3,7aC 1,6 bC 1,5 bE 1,6 cC
KPR 6 4,3 aA 1,7 bB 1,8 bD 2,0 bB
KPR 7 3,4aD 1,5bC 1,7 bD 1,7 bC
KPR 11 2,3aG 1,5bC 2,0bC 2,3aA
KPR 12 2,9 aE 1,6 bC 1,9bD 1,9 bB
KPR 13 1,9 aH 1,5bC 1,5 bE 2,0 bB
KPR 14 4,3 aA 1,4 cC 1,8 bD 1,5cC
KPR 15 3,8aC 1,8 bB 2,0bC 2,2 bA
KPR 16 3,8aC 0,9 bD 2,2 aB 2,2 bA
KPR 17 3,3aD 0,8 bD 0,5cF 0,8cD
KPR 18 2,6 aF 0,5dE 1,9bC 2,0 bB
KPR 19 1,7 bH 1,7 bB 2,8 aA 1,4 cC
KPR 20 2,6 aF 0,5 dE 0,5cF 1,6 cC
KPR 21 3,4 aD 0,5 dE 2,0bC 2,2 bA

KPR 22 2,0 aH 1,0cD 2,1aC 2,3aA

KPR 23 2,1aH 0,8cD 2,1aC 1,6 cC

KPR 24 3,0 aE 1,7 bB 2,2 aB 2,2 bA

KPR 25 2,7 aF 2,7 aA 2,3 aB 1,5cC

KPR 26 3,5aD 1,8 bB 2,1aC 1,5cC

KPR 27 3,3aD 1,0cD 1,9bC 2,2 bA

KPR 28 2,9 aE 1,5bC 2,0bC 2,2 bA

KPR 29 3,0 aE 1,4cC 2,1aC 2,1bB

KPR 30 2,2 aG 1,1cD 1,8 bD 1,6 cC

KPR 31 2,7 aF 1,5bC 2,0bC 1,3cC

KSC 32 3,9aB 1,4 cC 2,2 aB 2,0 bB

KSC 33 2,6 aF 0,8dD 2,1aC 2,2 bA

KSC 34 3,7aC 0,6 dE 2,0bC 1,0dD

KSC 35 2,1 aH 1,1 bD 2,4 aB 1,1cD

KSC 36 2,3 aG 0,5dE 2,4 aB 1,3cC

KSC 37 3,9aB 1,9 bB 1,8 bD 1,1cD

KPR 39 2,5aF 1,7 bB 2,0bC 1,1cd
Média 3 1,6 1,6 1,9
CV% 9,18

BSA: batata sacarose agar; FA: fuba de milho agar;
*As médias seguidas de mesma letra mindscula na col

entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de s ignificancia.

AVA: flocos de aveia agar; MA: malte agar.
una, e maiuscula na linha, néo diferem
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3.2 ESCALA DIAGRAMATICA PARA AVALIACAO DA SEVERIDADE DA MANCHA
OCULAR EM MILHO

A escala diagraméatica elaborada neste trabalho, apresentou sete niveis de
severidade 0,9; 2,0; 4,0; 9,0; 18,0; 32,0 e 51,0% (Figura 09), e observou a “Lei do
estimulo de Weber-Fechner”, conforme descrita em trabalhos anteriores de
elaboracédo de escalas (HORSFALL & COWLING, 1978; RODRIGUES et al., 2002;
GOMES et al., 2004; MAZARO et al., 2006), pode ser observada na.

Na validacdo da escala diagramatica, os avaliadores se mostraram com boa
acurdacia, pois os valores estimados de severidade ficaram préoximos dos valores da
severidade real, 0 que € observado quando sdo comparadas as linhas de regressao
entre severidade real e estimada, sem escala (A-J e A*-J*) e com escala (K-T e K*-
T*) (Figuras 10, 11, 12 e 13). Mesmo com o0 uso da escala, ainda ocorreram
pequenas tendéncias de subestimacdo ou superestimacdo, no entanto, de forma
aceitavel, pois estudos demonstram que ndo sé a boa qualidade de uma escala
diagramatica, mas também as estimativas dependem da percepcao visual e da
experiéncia de cada individuo na avaliagdo de doencas (SPOSITO et al., 2004).

A precisdo é um fator a ser considerado na validacdo de uma escala
diagramatica e é definida como a exatidao de uma operagdo na qual h& rigor ou
refinamento na medida. A precisdo pode ser avaliada por meio do coeficiente de
determinacdo da regressao, que deve ser proximo de 100%, e pela variacdo dos
erros absolutos (diferenga entre severidade estimada e real). Com a utilizacdo da
escala diagramatica proposta para mancha ocular em milho, os avaliadores
apresentaram boa precisdo, sendo que para os dois grupos de avaliadores (com
experiéncia e sem experiéncia) ocorreu aumento do coeficiente de determinacao de
regressao quando se fez uso da escala (Figuras 10, 11, 12 e 13), indicando que,
com o uso da escala, as estimativas foram sistematicamente relacionadas com o
valor real.

Além do coeficiente de determinagdo, a boa precisdo dos avaliadores pode
ser observada com a determinacdo do erro absoluto ou do residuo, ou seja, a
diferenca entre a severidade estimada e a real. Os valores obtidos para residuos
podem ser considerados adequados, pois, na maior parte, permaneceram dentro

dos valores aceitaveis de -10 a +10 (Figuras 14 e 15), segundo critérios adotados
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por programas de computadores para treinamento na quantificacdo de doencgas
como o Distrain (TOMERLIN; HOWELL, 1988) e o Disease Pro (NUTTER JR,;
WORAWITLIKIT, 1989). Quando foram comparados os grupos de avaliadores (sem
escala e com escala), percebe-se que, de modo geral, o erro diminuiu para todos os

avaliadores.

4% 2% 0,9%
Figura 09 - Escala diagramatica para avaliagdo da s everidade da mancha ocular em milho
UTFPR — Campus Pato Branco, 2007.
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:K); 2 (BiL); 3 (C;M); 4 (D;N); 5 (E;O); 6
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5K*); 2 (BL); 3 (C5M%); 4 (D*N*); 5
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3.3 REACAO DE GENOTIPOS DE MILHO A MANCHA OCULAR

Nenhum gendtipo de milho testado neste trabalho foi imune a doenca. No
entanto, na primeira época da safra 2006/2007, sob alta pressdo da doenga, a
diferenca entre os genoétipos foi mais evidente, separando grupos distintos de
ocorréncia da doenca (Tabela 5). Estes resultados foram confirmados nos demais
experimentos. A maior pressdo da doenca na referida época, se deve
provavelmente as condi¢des climaticas mais propicias a doenga, com chuvas mais
regulares e um acumulado de 181 mm e 23,1 T de tem peratura média, nos quinze
dias que antecederam as avaliacdes de severidade (Figuras 03 e 04). Nesta mesma
época, foram observados os primeiros sintomas da doenga aos 37 (d.a.s.) (Estadio
2) (Figura 16). Este fato refor¢ca o aumento de importancia da doenca em condi¢des

propicias e genotipos suscetiveis.

L

o
Figura 16 - Folha de milho com as primeiras lesdes de mancha ocular, 9 dias apés a

semeadura.

Os materiais mais suscetiveis & doenga foram SPRINT, AG 9020 e SG 150 e
0os mais resistentes foram o AGN 30A06, CARGO, ATTACK, P30R50, P30F53 e
AS1565. Nos materiais mais afetados pela doenca, em ordem de apresentacdo, a
severidade variou de 15,82 a 17,18%, enquanto nos que apresentaram menor
severidade, a variacao foi de 6,2 a 7,49%. Portanto dos 33 materiais testados na
primeira época da safra 2006/2007, 9% foram considerados suscetiveis, 18% pouco

suscetiveis e os demais com sensibilidade intermediaria e severidade variando de
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8,43 a 13,80%, sendo os trés grupos estatisticamente diferenciados. Estes
resultados mostram que a doenca vem ganhando importancia devido a ocorréncia
epidémica e por se manifestar em varios hibridos de milho, e em alguns com alta
severidade.

Na segunda época de cultivo, os hibridos AG9020 e SPRINT foram
confirmados como os materiais com maior suscetibilidade a mancha ocular e entre
os de menor suscetibilidade destacaram-se os hibridos P30R50, P30F53 e AS1565,
complementados pelos hibridos AS 1560, AG 8021, BD 7912, 32R21, DKB 214, AX
892 e DKB 234. Os primeiros sintomas foram observados aos 35 dias ap0s o
plantio, no entanto, a pressdo de doenca ao longo do cultivo e ho momento da
avaliacao foi 40% em média menor do que na primeira época. Este fato contribuiu
para aumentar o numero de gendtipos que se diferenciou entre os mais resistentes.
A severidade da doenca, avaliada no estadio 5, foi préximo a 7% para os hibridos
mais suscetiveis e 2,23% para os mais resistentes. As condicdes climaticas foram
caracterizadas por uma precipitacdo de 52,5 mm e 21,2 T de temperatura média,
nos quinze dias que antecederam a avaliagdo de severidade (Figuras 03 e 04). O
fator preponderande que determinou a menor intensidade da doenca na segunda
época foi o menor indice de pluviosidade e sua distribuicdo irregular, em relacdo a
primeira época.

Observou-se no campo que a doenca, embora tenha iniciado ainda no
estadio 2, para as duas épocas de cultivo, progrediu lentamente no inicio da
epidemia, principalmente nas folhas jovens da parte superior. A severidade comecou
a se intensificar no inicio do florescimento, nas folhas do terco médio das plantas de

milho de todos os hibridos.



Tabela 5 — Severidade da mancha ocular (%) em geno6t

ipos de milho avaliados na safra

2006/2007, em 2 épocas de semeadura, 13/10/2006 e 2 7/12/2006, no municipio de Pato Branco.
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Genotipos Epoca 1* (110 d.a.s) Genotipos Epoca 2* (75 d.a.s)
SPRINT 17,18 a AG 9020 7,12 a
AG 9020 16,87 a SPRINT 6,99 a
SG 150 15,82 a CARGO 520b
AX 890 13,80 b DKB 566 5,18 b
DKB 566 13,74 b AS 32 4,93 b
DKB 234 13,74 b AX 890 4,79b
AX 892 12,48 b DKB 979 4,70 b
AX 895 12,28 b PENTA 4,53 b
SG 6418 11,87 b PREMIUM FLEX 4,33b
AS 3466 10,93 ¢ ATTACK 4,18 b
PENTA 10,83 ¢ AGN 35A42 3,99 b
AGN 2012 10,83 ¢ AGN 2012 3,96 b
AS 1545 10,62 c DKB 950 3,95b
BD 7912 1041 c AG 2020 3,95b
AGN 35A42 10,20 c SG 6418 3,85b
AG 2020 10,10 c AS 3466 3,78 b
BALU 761 9,89 ¢ AS 1570 3,73 b
P32R21 9,68 c AX 895 3,62 c
DKB 950 9,58 ¢ AS 1545 3,53 ¢
DKB 979 9,57 c BALU 184 3,37c
AS 1570 8,95¢ AGN 30A06 3,33¢C
AS 1560 8,95¢c BALU 761 3,33¢c
BALU 184 8,85¢c SG 150 3,11lc
AG 8021 8,85¢c AS 1560 2,72d
PREMIUM FLEX 8,64 c AG 8021 2,62d
AS 32 8,64 c P30F53 2,56 d
DKB 214 8,43 ¢ BD 7912 2,39d
AGN 30A06 7,49d P32R21 2,32d
CARGO 6,56 d AS 1565 2,24d
ATTACK 6,45 d DKB 214 2,20d
P30R50 6,45d AX 892 1,95d
P30F53 6,29 d DKB 234 1,88d
AS 1565 6,20 d P30R50 1,33d
CV % 14,83 23,23

*As médias seguidas de mesma letra, na coluna, nao
nivel de 5% de significancia.
d.a.s.: dias apds a semeadura.

diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao

Este resultado corrobora com os estudos realizados por Arny et al (1971),

sobre a mancha ocular do milho afirmando que folhas maduras sdo mais

suscetiveis a doenca do que as folhas jovens.

Um grande numero de lesdes nas folhas pode vir a causar reducdo no

rendimento de graos, pois, segundo Dourado Neto e Fancelli (2000), 50 e 30% dos

carboidratos transportados para o grdo sao oriundos das folhas da porcao superior

e do terco médio, respectivamente. Para que estas taxas sejam mantidas, torna-se

importante que as folhas se mantenham sadias para que haja bom desempenho
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fotossintético. Todavia, novas pesquisas devem ser conduzidas no Brasil, para
relacionar a doenca com o potencial de rendimento de cada hibrido.

Na safra 2007/2008, com menor intensidade da doenca, observou-se o
mesmo comportamento do hibrido AG 9020 como mais suscetivel & mancha ocular,
na primeira e segunda épocas de semeadura em Pato Branco. Houve a
confirmacao dos hibridos AS 1565, DKB 234 e P30F53, na primeira época, como
sendo mais resistentes a doenca (Tabela 6).

Os primeiros sintomas foram observados aos 16 dias apos o plantio, na
primeira época, contudo, a pressao da doenga, durante o periodo de cultivo até o
momento da avaliacdo de severidade, foi menor do que na primeira época da
primeira safra. A severidade da doenca, avaliada no Estadio 5, foi de 3,60 e 0,83 a
1,83 para os hibridos mais suscetiveis e mais resistentes, respectivamente. Durante
0s quinze dias de cultivo, que antecederam a avaliacdo de severidade, as
condicdes climaticas caracterizaram-se por uma precipitacdo acumulada de 94,30
mm e 21,6<C de temperatura média (Figuras 03 e 04). Esta caracteristica climatica,
de baixa pluviosidade, em relagéo a primeira época do primeiro ano de cultivo, pode

ter influenciado para a baixa intensidade da doenca.

Tabela 6 - Severidade da mancha ocular (%) em genét ipos de milho, avaliados na safra
2007/2008 em duas épocas de semeadura em Pato Branc 0 — PR e numa época em Palma Sola -
SC.

Cultivares Pato Branco - PR Palma Sola - SC

1% Epoca* 2% Epoca* Epoca Unica*

(74 d.a.s.) (74 d.a.s.) (131d.a.s.)
SG 150 1,17 b 1,00 c P30F53 1,34 c
SPRINT 1,83 b 2,50 b DKB566 1,88 ¢
AS 1565 0,83 b 1,00 c AG9020 11,13 a
DKB 234 0,67 b 1,00 c AG8011 1,37 ¢
DOW 2A120 1,00 b 1,33c DKB234 2,08 c
AG 9020 3,60 a 3,83a AS1565 089 ¢
DKB 566 1,17b 2,00 b SPRINT 12,27 a
P30F53 1,00 b 1,00 c SG150 6,82 b
DOW 2A106 1,00 b 1,17 ¢ - -
AG 8011 1,33b 1,83 b - -

CV% 12,08 11,36

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo d iferem entre si pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Na segunda época de cultivo o hibrido AG 9020 foi confirmado o mais
suscetivel a mancha ocular, e entre os mais resistentes estdo o SG 150, AS 1565,
DKB 234, DOW 2A120, 30F53 e DOW 2A106, com 0 mesmo comportamento
observado na primeira época. Os primeiros sintomas foram observados aos 9 dias
apos a semeadura, nesta época. Isso pode ter sido influenciado pela alta
precipitacdo durante esses 9 dias, de 102,2 mm e temperatura média neste periodo
de 20C (Figuras 03 e 04). Outra hipétese a ser considerada, seria de que o
patégeno foi transmitido pela semente. Reifschneider e Arny (1979), estudando a
possivel transmissdo de K. zeae pela semente, inocularam espigas de milho, 10
dias ap6s a polinizagdo, com esporos deste fungo para tentar o isolamento do
mesmo, da semente. Relataram que o fungo K. zeae estéa localizado no embrido da
semente e que alguns isolados obtidos foram usados em novas inoculagfes, em
plantulas de milho e apresentaram comportamento patogénico. Todavia, apesar do
rapido aparecimento dos sintomas, a doenca progrediu lentamente, com baixa
pressao durante o periodo de cultivo. A severidade observada, no Estadio 5 foi de
383 e 1 a 1,33% nos hibridos mais suscetiveis e menos suscetiveis,
respectivamente. Durante 0s quinze dias que antecederam a avaliagdo de
severidade, a precipitacdo acumulda foi de 47,8 mm e 22,1 T de temperatura
média (Figuras 03 e 04). Com relacao aos dados meteoroldgicos, observa-se que
nesta época, houve diminuicdo na precipitacdo acumulada e leve decréscimo na
temperatura média em relacdo a primeira época do primeiro ano de cultivo,
novamente influenciado no desenvolvimento da doenca. Em estudos sobre o
progresso da mancha ocular, Chinchila (1987), relatou que os sintomas da mancha
ocular tornam-se muito pronunciados se houver condigbes ambientais favoraveis,
como clima frio e Gmido, e principalmente, quando as plantas se aproximam da
maturidade, o patdgeno se espalha rapidamente. Entretanto, inferir que com clima
frio e imido a doenca ocorre com maior intensidade, ndo revela exatamente qual a
amplitude das condicdes climéticas que beneficiam o estabelecimento do patégeno.
Novos estudos devem ser conduzidos para determinar as condi¢cfes ideais para o
desenvolvimento da doenca.

Como ocorrido nos outros experimentos, as avaliagbes realizadas no
municipio de Palma Sola confirmaram os hibridos AG 9020 e SPRINT foram
confirmados como os mais suscetiveis a mancha ocular e, entre os materiais que
apresentaram menor severidade estédo os hibridos P30F53, DKB 234 e AS 1565. Os
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primeiros sintomas foram observados aos 38 dias apds a semeadura, entretanto, ao
longo do cultivo até a avaliacdo de severidade, a pressdo da doenca foi
relativamente maior do que em Pato Branco, para o0 mesmo ano de cultivo. A
severidade média foi de 11,7 e 1,5 para os hibridos mais suscetiveis e mais
resistentes, respectivamente. Durante a quinzena anterior a avaliacdo de
severidade, Estadio 6, as condigcBes climaticas caracterizaram-se por uma
precipitacdo acumulada de 97,3 mm e 20,5 T de temp eratura média (Figura 03 e
04). Em andlise comparativa entre os dois locais de cultivo, no mesmo ano,
observa-se que houve um aumento na precipitagdo acumulada em Palma Sola e
diminuicdo da temperatura média, o que pode justificar a maior severidade da
doenca neste local.

Embora a doencga tenha diminuido sua intensidade no segundo ano de
cultivo, vale ressaltar que no primeiro ano de cultivo a semeadura foi realizada em
area com monocultura de milho. Entretanto, no segundo ano, a area utilizada havia
sido cultivada anteriormente em rotacdo com soja. Com isso, pode-se sugerir que o
patégeno tenha sobrevivido nos restos culturais de milho, e desta forma, foi mantida
a fonte de inoculo, causando a maior severidade da doenca no primeiro ano de
cultivo.

Em estudos sobre o desenvolvimento da mancha ocular com quatro tipos
de preparo de solo, sob restos culturais de milho, Chinchila (1986), encontrou a
maior severidade da doenca nas parcelas onde ndo havia nenhum tipo de preparo,
em relacdo a aquelas com aracdo. Em experimentos para avaliar rendimento em
areas com restos culturais de milho, com cultivo minimo ou aracgéo, foi observada
uma reducdo no rendimento de 34 e 20%, respectivamente (REIFSCHNEIDER,;
ARNY, 1983). Outros autores revelam ainda que a severidade média de mancha
ocular foi maior em campos com cultivos de milho em sucesséo de milho do que em
sucessdo de soja, alfafa ou trigo (TENG et al., 1982).

O presente trabalho revela uma variabilidade quanto ao nivel de resisténcia
entre os hibridos testados, dependendo também da época e ano de semeadura.

Para o fator ambiente, observa-se que quanto maior a precipitacdo
pluviométrica a mancha ocular teve melhor desenvolvimento, no entanto, novos
estudos de amplitude climatica, principalmente a correlacdo umidade e temperatura,

para o desenvolvimento da doenca devem ser conduzidos.
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3.3.1 Respostas bioquimicas de plantas de milho a K. zeae

De acordo com os resultados das andlises bioquimicas, percebe-se que nao
houve diferenca significativa entre os hibridos para proteinas totais, fenois totais e
aclcares redutores, nos dois tratamentos (Tabela 7). Todavia, a atividade da
enzima peroxidase foi maior para os hibridos AG 9020, AS 1565 e DKB 234, nos
dois tratamentos. Este resultado mostra que o hibrido SPRINT apresenta menor
atividade desta enzima em comparacao aos outros hibridos, sendo que ela pode ter
sido pronunciada para ativacdo de outras rotas de defesa nas quais, as mesmas,
possuem envolvimento.

Comparando-se os dois tratamentos observa-se que apds a inoculagdo
houve aumento da atividade das peroxidases para os quatro hibridos estudados
(Tabela 7). Pode-se sugerir que a inoculacdo induziu os hibridos a sintese destas
enzimas. Entretanto, novos estudos devem ser conduzidos para analisar se as
peroxidases estdo realmente ligadas a respostas de defesa, principalmente nas
plantas que apresentaram menor severidade da mancha ocular.

A alta atividade de peroxidases tem sido relacionada a resisténcia, e
algumas vezes utilizada como marcador bioquimico de resisténcia em diversas
culturas (LABANCA, 2002). Elas séo glicoproteinas capazes de catalisar a producao
de H;0;, a formacédo de lignina, incorporacdo de glicoproteinas a parede celular,
destruicdo peroxidativa do &cido indolilacético e de outros reguladores de
crescimento. As peroxidases, bem como outras enzimas como a superéxido
dismutase e a catalase, atuam sobre as Espécies Ativas de Oxigénios (EAOs) de
modo a livrar a célula de seu efeito deletério. As peroxidases ndo tém relacao direta
com a resisténcia das plantas, no entanto, a alteracao de sua atividade é um indicio
de alteracdo do metabolismo da planta, como na formagcdo da lignina pela
polimerizacdo de fen6is (LABANCA, 2002).

Em comparagdo aos dois tratamentos estudados, observa-se que os
hibridos AS 1565 e DKB 234 apresentaram maior concentracdo de proteinas apos a
inoculacdo, nao diferindo estatisticamente dos outros hibridos (Tabela 7). Todavia,
esta concentracdo ndo foi suficientemente maior, nestes dois hibridos, para diferi-
los dos outros nem para se poder inferir, que as proteinas estao ligadas a defesa

nos hibridos que apresentaram menor severidade da doenca. Novas analises de
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proteinas devem ser realizadas para inferir se realmente, elas atuam de alguma

forma, na defesa de plantas de milho contra mancha ocular.

Tabela 7 - Concentragdo de proteinas (mg.g. tecido) , peroxidase (unid. enzimatica.min.), fenéis
totais (mg/g) e agucares redutores (mg.g. tecido) p  resentes nos extratos foliares de plantulas
de milho sem e com inoculagéo de 4 hibridos de milh o com diferentes niveis de severidade de
mancha ocular.

Proteinas* Atividade de Fenc’_)is Acgulcares
Peroxidases* totais redutores
AG9020 1.300 aA 46.453 abB 3.093 :z 0.003 ;z
. x AS1565 0.370 aB 55.650a B 2.683 0.002

Seminoculacdo  ypogy 1.723 aB 55.603a B 2.710" 0.002 "™
SPRINT 2.123 aA 39.793b B 2.946 " 0.002 ™
AG9020 1.876 aA 60.410 aA 2.586 " 0.002 ™
AS1565 3.986 aA 67.180 aA 2.493 "™ 0.002 ™
Com inoculagé&o DKB 234 4.000 aA 58.796 aA 2.736 ™ 0.002 ™
SPRINT 1.743 aA 56.946 bA 2.510 "™ 0.002 "™

Média 2,14 55,10 2,72 0,002

CV% 51,00 9,66 13,30 14,60

*Médias seguidas de mesma letra minlscula, na colun  a, em cada gen6étipo, e mailscula na
coluna nos tratamentos com e sem inoculacdo, ndo di ferem significativamente pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

"S n&o significativo.
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4 CONCLUSOES

De acordo com as condi¢cdes de desenvolvimento deste estudo, pode-se
concluir que:

- Com 10 dias de incubacéo, 80% dos 35 isolados estudados, apresentaram
coloracao clara, e todos os isolados apresentaram aspecto coreaceo e enrugado;

- A maioria dos isolados obteve melhor crescimento micelial no meio MA em
relacdo aos outros meios. Todavia, 0 maior grupo de alto crescimento micelial foi
constatado em BSA.

- A utilizacdo da escala diagramatica para mancha ocular em milho permitiu
guantificar os sintomas de forma acurada e precisa;

- Os hibridos AG 9020 e SPRINT apresentaram-se mais suscetiveis a
mancha ocular, independente de épocas e local de cultivo, e os hibridos que
apresentaram menor grau de suscetibilidade foram AS 1565, DKB 234 e P30F53;

- A maior atividade de peroxidases foi observada nos hibridos AG 9020, AS
1565 e DKB 234, ap0s a inoculagéo.

- Em alta pluviosidade e temperaturas amenas pode ocorrer maior

intensidade da mancha ocular.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou uma grande variabilidade entre os isolados
utilizados e seu crescimento radial em diferentes meios de cultura. Estes resultados
podem justificar a escolha dos isolados para trabalhos futuros que visem o controle
da mancha ocular. Além disso, novas pesquisas com outros meios de cultura podem

ser conduzidas para avaliar outros meios que acelerem o crescimento de Kabatiella.

zeae, tendo em vista que € um fungo de crescimento lento em relagdo a outros
fungos.Torna-se necessario, em trabalhos futuros, a caracterizacdo molecular
destes isolados para saber se existem racas diferentes de Kabatiella zeae, e caso
existam, se estdo diretamente relacionadas com a severidade da doenca.

Outro aspecto de grande importancia a ser estudado € a relacao da
mancha ocular com a produtividade do milho, caracterizar a porcentagem de danos
gue a doenca causa, detectar quais os hibridos que apresentam menores niveis de
danos e se existe algum hibrido que seja imune a doenca. Paralelamente, deve-se
fazer um estudo epidemiolégico do fungo caracterizando sua forma de
sobrevivéncia, disseminacéo, periodo de incubacao e principalmente, caracterizar a

amplitute climética favoravel ao seu desenvolvimento.

| Excluido: encontrar
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