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Métodos de inoculacao de Colletotrichum
graminicola em colmo de milho

Introducgao

A antracnose causada pelo fungo Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W.
Wils. € uma das principais doengas do milho em todo o mundo (BERGS-
TROM; NICHOLSON, 1999). A doenca afeta todas as partes da planta,
entretanto, € comumente constatada no campo nas formas de mancha foliar
e de podridao do colmo. O patégeno pode sobreviver em restos de cultura

ou em sementes, na forma de micélio e conidios. O ciclo de vida de C. gra-
minicola pode ser dividido em cinco fases: producao e dispersao do inéculo
primario nos restos culturais da cultura anterior, lesdes foliares nas plantulas,
manchas foliares com produgao de indculo secundario, colonizagéo sistémica
com podriddo do colmo e sobrevivéncia nos restos culturais (BERGSTROM,;
NICHOLSON, 1999). O patoégeno é capaz de colonizar os tecidos do colmo
antes da fase reprodutiva, em plantas vigorosas. Nesse caso, os danos dire-
tos sdo causados pela colonizagao dos tecidos vasculares do colmo, reduzin-
do a absorgao de agua e de nutrientes. Como consequéncia, ha um menor
enchimento dos graos, que resulta em um menor tamanho e em um menor
peso deles, levando, em alguns casos, a morte prematura da planta (COSTA
et al., 2008).

Antes da década de 1970, a antracnose do milho ndo era considerada uma
doenga importante na cultura do milho. Contudo, a partir daquele ano come-
garam a ocorrer surtos epidémicos nas regides produtoras do centro-norte
dos Estados Unidos (HOOKER; WHITE, 1976; PERKINS; HOOKER, 1979).
Uma epidemia severa da antracnose no Estado de Indiana levou-o a ndo mais
produzir milho-doce (WARREN et al., 1973). Os plantios sucessivos, a adogao
do sistema de plantio direto sem a utilizacdo da rotacao de culturas e a utili-
zacao de genotipos suscetiveis sao fatores que contribuem para o aumento
da ocorréncia da doenca em funcéo da elevada capacidade do patégeno de
sobreviver em restos de cultura, resultando no rapido acumulo de inéculo nas
areas de cultivo. A antracnose do colmo pode reduzir o peso de espigas e de
graos em até 34% (COTA et al., 2009).

O uso de cultivares resistentes constitui-se na principal medida de manejo da
doenca. Medidas culturais, como a rotagao de culturas, o uso de adubacao
equilibrada, principalmente com relagcédo a N e K, e espagamento e densidade
de plantas adequadas sao importantes como medidas complementares ao
uso de cultivares resistentes. Nao existem fungicidas registrados no Ministério
da Agricultura para o manejo de podridées de colmo na cultura do milho, e

os resultados de pesquisa sao contraditérios quanto ao efeito direto desses
produtos em patdgenos localizados na base do colmo. No processo de iden-
tificacdo de novas fontes de resisténcia a antracnose do colmo, em estudos
de variabilidade patogénica de C. graminicola, na avaliagao da eficiéncia de
medidas de manejo e da epidemiologia da doenga, € fundamental o desen-


https://core.ac.uk/display/15436812?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

2 | Métodos de inoculagio de Colletotrichum graminicola em colmo de milho

volvimento e a padronizagdo de metodologias
que permitam a selecao segura dessas fontes de
resisténcia e a determinacao precisa da reacao,
de resisténcia ou de suscetibilidade, dos geno-
tipos avaliados. Um fato que exemplifica bem a
necessidade de padronizagao de métodos de ino-
culagdo foi o trabalho realizado por Forgey et al.
(1978). O autor apontou a ocorréncia de oito ra-
cas de C. graminicola em 10 isolados do patoge-
no inoculados em 10 linhagens de milho. Entre-
tanto, Nicholson e Warren (1981) repetiram suas
avaliagdes utilizando sete isolados e as mesmas
linhagens utilizadas por Forgey, e concluiram
que as diferencas nos sintomas, causados pelos
diferentes isolados, nao eram suficientes para
permitir a sua diferenciagdo em ragas, atribuindo
os resultados obtidos por Forgey a nao padroni-
zacao da metodologia de preparo de inoculo e de
inoculacao.

Para estudos envolvendo patégenos de colmo na
cultura do milho, os métodos de inoculac&o nor-
malmente utilizados séo: inje¢do de suspensao
de esporos no colmo, insergao de palito previa-
mente imerso em solugao de esporos do patdge-
no e insergao de palito previamente colonizado
pelo patégeno (BERGSTROM; NICHOLSON,
1999; BORGES et al., 2001; MUNKVOLD et al.,
1997 ).

Considerando-se a inexisténcia de métodos
padronizados de inoculacao e de avaliacdo da
reacao de colmos de milho a C. graminicola,

os objetivos deste trabalho foram determinar o
método mais eficiente e pratico para a inoculagao
deste patégeno em colmos de plantas de milho e
determinar o momento adequado para avaliagao
da severidade dos sintomas apés a inoculacao
artificial.

Material e Métodos

1. Avaliagdo de métodos para inoculagao
de C. graminicola em colmos de
plantas de milho

Os ensaios foram conduzidos em casa de
vegetacdo do Centro Nacional de Pesquisa
de Milho e Sorgo, CNPMS — EMBRAPA, em
Sete Lagoas — MG. Foram utilizadas quatro
cultivares de milho: BRS1010 (Embrapa),

DKB390 (Monsanto), 2B710 (Dow Agroscience)
e 30F35 (Pioneer). As plantas foram cultivadas
em vasos de 20 litros mantidos em casa de
vegetacdo. Foram semeadas quatro sementes
por vaso, sendo mantida apenas uma planta por
vaso apos o desbaste, realizado 15 dias apos

o plantio. Foram utilizados seis vasos de cada
gendtipo para cada método de inoculagao, e
quatro plantas de cada gendtipo utilizadas como
testemunhas (sem inoculagao). As adubagdes
de plantio e de cobertura foram realizadas de
acordo com as analises de solo e a necessidade
da cultura. Na fase do pré-pendoamento, as trés
folhas baixeiras de cada planta foram removidas
(folha e bainha), expondo-se os trés entrenos
da base do colmo (Figura 1a), os quais foram
desinfestados superficialmente com alcool 70%
(Figura 2a) antes das inoculagdes, realizadas
conforme os métodos descritos abaixo. Para

as inoculagoes foi utilizado o isolado 16.04M

de C. graminicola depositado na coleg¢ao de
fitopatdégenos da cultura do milho da Embrapa
Milho e Sorgo.

Figura 1. Validacdo das metodologias seleciona-
das. A) plantas com as folhas baixeiras retiradas
para a inoculagao; B) parcela 30 dias apds ino-
culacao, com as folhas retiradas e os colmos cor-
tados abaixo da espiga; C) parcela encaminhada
para avaliagdo; D)colmos do hibrido secciona-
dos verticalmente; E) testemunha a esquerda
das demais plantas que foram inoculadas .
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Figura 2. Metodologias de inoculagdo da an-
tracnose em colmos de plantas de milho. A)
limpeza efetuada no entren6 de inoculacédo
com alcool 70%; B) perfuragao do colmo com
furador para os tratamentos com o depdsito de
palito; C) palitos recobertos por micélio fungico;
D) palitos imersos em suspensao de esporos;
E) inoculagao feita com injecao de esporos.

Obtencao do isolado, preparo do
inéculo e inoculagcao

O isolado de C. graminicola foi transferido para
placas de Petri contendo o meio FAA (60g
farinha de aveia, 15g Agar e 1000ml agua) e
mantidas sob luz fluorescente continua. Apos
cinco dias de crescimento, realizou-se uma
raspagem superficial do micélio para indugao
da esporulacao do fungo. Para produgao do
inéculo, o isolado foi novamente repicado para
placas contendo meio FAA e realizados os
mesmos procedimentos para a obtencao de
placas contendo esporulacao suficiente para o
preparo do inéculo. Cinco dias apds a raspagem,
as placas foram inundadas com agua destilada
e raspadas superficialmente, para a liberacao
de esporos. A suspensao de esporos obtida foi
ajustada para a concentragéo de 10° conidios/
mL, através da contagem dos esporos em
camara de Neubauer.
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Foram avaliados trés métodos de inoculacéao:
palito imerso na suspenséao de esporos (PISE),
palito colonizado por micélio do patégeno
(PCMP) e injecao da suspensao de esporos
(ISE).

Os palitos a serem utilizados nas inoculagdes
foram previamente fervidos por duas vezes em
agua deionizada para a eliminagao de quaisquer
residuos, sendo feita a troca de agua nas duas
fervuras. Os palitos foram secos em estufa a 60°
C e, posteriormente, acondicionados em beckers
para autoclavagem. A utilizagao posterior dos
palitos autoclavados foi variada em fungao do
método de inoculagéo.

Para o método de inoculagao com palito
colonizado por micélio do fungo (PCMP), o
inoculo foi produzido da seguinte maneira:
palitos, previamente esterilizados, foram inseridos
em meio FAA vertido em um recipiente de vidro
com tampa de rosca previamente autoclavados
(Figura 1C). Em seguida foi realizada a
repicagem do isolado do patdégeno para cada
recipiente e, os mesmos, mantidos em camara
de incubacéao para promover o crescimento do
micélio do fungo nos palitos.

No método PISE e PCMP, apds a desinfestacao
superficial, o segundo entrend da base do colmo
foi perfurado com o auxilio de um furador de
didmetro similar ao didametro dos palitos (Figura
1b). Apos a retirada do furador, os palitos,
embebidos na suspensao de esporo (PISE)

ou colonizados pelo patégeno (PCMP), foram
colocados no orificio produzido, sendo inserido,
aproximadamente, 1/3 do seu comprimento.

As testemunhas consistiram da insercao de
palitos livres do patégeno, ou seja, ndo imersos
na suspensao de esporos e sem micélio do
patdégeno. No método ISE, apds a desinfestagéo
superficial do colmo com alcool 70%, foi injetado
aproximadamente 0,5 mL da suspensao de
esporos no segundo entrené do colmo, com o
auxilio de uma seringa de uso veterinario (Fig.
1e). Apos a deposicéo do indculo, e retirada

da agulha, o orificio produzido foi obstruido
utilizando-se uma cola acética de silicone. As
testemunhas receberam injecao de agua.
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Avaliagoes

As avaliagdes foram realizadas 30 dias apés as
inoculacdes. Para tal, segmentos de colmos das
plantas foram colhidos e avaliados em condigéo
de laboratdério. Na colheita, foram removidas
todas as folhas das plantas, e os segmentos de
colmos compreendidos entre o primeiro entrend
e o entrend de insergédo da espiga foram corta-
dos e levados ao laboratdrio para as avaliagbes
(Figura 1). Os segmentos de colmo foram seccio-
nados longitudinalmente e a extensao das lesdes
(severidade) foi avaliada utilizando-se a escala
diagramatica utilizada por Christensen e Wilcox-
son (1966), adaptada para a antracnose do col-
mo. Essa escala é composta de quatro notas de
avaliacao, sendo 1 até 25% do tecido do entreno
necrosado, 2 de 26 a 50% do tecido necrosado, 3
de 51 a 75% do tecido necrosado e 4, 76 a 100%
do tecido necrosado. Foram avaliadas todas as
plantas de cada tratamento e obtidas as notas
médias de severidade e o desvio padrao para
cada tratamento.

2. Determinacao da época de avaliagdo da
severidade da antracnose do colmo do milho
apos as inoculagoes.

Este experimento foi conduzido com o objetivo
de avaliar a possibilidade de se reduzir o tempo
de avaliagao da podridao do colmo apods a
inoculagao. O ensaio foi conduzido em casa de
vegetacao do Centro Nacional de Pesquisa de
Milho e Sorgo, CNPMS — EMBRAPA, em Sete
Lagoas — MG. Foram utilizadas trés cultivares
de milho: BRS1001 (Embrapa), 2B710 (Dow
Agroscience) e Attack (Syngenta). As plantas
foram cultivadas conforme descrito no item 01.
As inoculagdes foram realizadas quando as
plantas estavam na fase de pré-pendoamento,
utilizando-se o método do palito imerso na
suspensédo de esporos do mesmo isolado
utilizado no experimento anterior. As avaliagbes
foram realizadas 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias
apo6s as inoculagdes. Foram utilizadas doze
repeticdes para cada tratamento e cada parcela
foi constituida de um vaso. As avaliagbes foram
realizadas seguindo-se a mesma metodologia
adotada no ensaio de avaliacdo de métodos de

inoculacdo. Foi considerada a melhor época de
avaliagao aquela que permitiu a melhor distingao
das cultivares com relacéo ao nivel de resisténcia
a antracnose do colmo.

3. Validagao do método de inoculagéao e do pe-
riodo de avaliagdo em condigdes de campo.

Com o objetivo de testar a eficiéncia, a operacio-
nalidade e a praticidade do método de inoculagao
com palito imerso na suspensao de esporos foi
conduzido um experimento de campo utilizando-
se 10 cultivares de milho e 10 isolados de C. gra-
minicola. O ensaio foi conduzido em condig¢ao de
campo na area experimental da Embrapa Milho e
Sorgo. As 10 cultivares de milho testadas foram:
BRS1010 (Embrapa), BRS1030 (Embrapa),
BRS1035 (Embrapa), DKB390 (Dekalb), 2B710
(Down Agroscience), 2B587 (Down Agroscience),
30F80 (Pioneer), 30P70 (Pioneer), Tracktor (Syn-
genta) e Attack (Syngenta). O plantio foi realizado
utilizando-se o espagamento de 0,9 metros entre
linhas. Para cada cultivar foram semeadas 10
linhas de trés metros, sendo cada linha destina-
da a inoculagao com um isolado. Em cada linha,
foram inoculadas 15 plantas e trés utilizadas com
testemunha (palito sem esporos). Foram utili-
zados 10 isolados de C. graminicola: 155.04M,
16.04M, 150.09M, 152.09M, 132.09M, 14.04M,
114.09M, 130.09M, 6.08M e 37.09M, depositados
na colecao de fungos fitopatogénicos da Embra-
pa Milho e Sorgo. Os procedimentos de preparo
de indculo, inoculagao e avaliagbes foram realiza-
dos conforme descrito no item 1.

Resultados e Discussao

Todos os métodos de inoculagao testados foram
eficientes em reproduzir os sintomas da podridao
do colmo nas cultivares de milho (Tabela 01).

O método de inoculagao com palito imerso na
suspenséao de esporos foi considerado o melhor
devido ao seu menor custo, a maior facilidade e
a rapidez em relagao aos outros métodos de ino-
culagao, e por permitir uma facil padronizagao da
inoculagéo. Este método resultou em uma menor
variabilidade das notas de severidade entre as
repeticoes, representado por um menor desvio
padrao da estimativa das médias dos tratamen-
tos (Tabela 01). Este método é mais facil de ser



utilizado quando um numero grande de isolados
e genotipo necessitam ser avaliados, uma vez
que reduz a chance de contaminacao entre os
isolados e permite um maior numero de pessoas
realizarem as inoculacoes.

Tabela 01. Severidade de antracnose em colmos
de quatro gendtipos de milho (2B710, DKB390,
30F35 e BRS1010) inoculados com Colletotri-
chum graminicola utilizando-se trés métodos de
inoculacao: palito imerso na suspenséao de espo-
ros (PISE), palito colonizado por micélio do paté-
geno (PCMP) e injecdo da suspensao de esporos
(ISE). Os valores entre parénteses representam o
desvio padrao (DP) da estimativa da nota média.

Método Gendtipo Nota(DP) Método Genétipo Nota (DP)
2B710 1,61 (1,29) 2B710 2,06 (1,06)
DKB 390 2,42 (0,90) DKB 390 3,22 (0,69)
PCMP ISE
30F35 3,08 (0,81) 30F35 2,56 (0,91)
BRS 1010 3,21 (0,68) BRS 1010 3,21 (1,07)
DPM’ 0,92 0,94
2B710 2,14 (1,21)
DKB 390 2,93 (0,81)
PISE
30F35 3,61(0,72)
BRS 1010 3,31 (0,70)
DPM 0,86

* Desvio padrdo médio

O método de palito colonizado por micélio, ape-
sar de eficiente, apresentou dificuldade na inocu-
lacdo devido a perda de rigidez dos palitos cau-
sada pela colonizac¢ao do fungo. Esse fato dificul-
tou o processo de inser¢éo do palito no entrend
perfurado. O método da inje¢ao da suspensao de
esporos apresentou o inconveniente da dificulda-
de na padronizacao da quantidade de in6culo a
ser injetada, variando entre os aplicadores. Além
disso, nas situacdes em que for necessaria a utili-
zacao de um maior numero de isolados, a neces-
sidade de limpeza do conjunto de aplicagao para
a troca de isolados torna o processo trabalhoso,
demorado e com mais chance de contaminagdes.
Portanto, os métodos de palito colonizado por
micélio e da inje¢ao da suspensao de esporos
apresentaram limitacdes para o uso em inocula-
¢bes em larga escala, com um grande numero de
isolados e gendtipos a serem avaliados.

Assim como para os métodos de inoculacéo,
a melhor época para avaliagdo da severidade
da antracnose do colmo, apds a inoculagao, foi
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aquela que permitiu uma melhor distingéo entre
0s gendtipos avaliados. Com base neste critério,
a avaliagao realizada aos 30 dias apés a inocula-
¢ao foi considerada a mais eficiente (Figuras 3 e
4).

4,0

35| —*— BRS1001
—e— 2B710

30l —® ATTACK

2,54

2,0 4

Notas de colonizagéo

0,0 T T T T T T
5 10 15 20 25 30

Dias apds a inoculagéo

Figura 3. Curvas de progresso da severidade da

antracnose (Colletotrichum graminicola) do colmo

em ftrés cultivares de milho avaliadas 5, 10, 15,

20, 25 e 30 dias apos a inoculagao.
S g

\l

Figura 4. Sintomas da colonizacao de colmos de
milho inoculados com Colletotrichum graminicola
e avaliados 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias apos a
inoculagéo em trés cultivares de milho (BRS1001,
ATTACK e 2B710).
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Os sintomas de podridao nos colmos inoculados
puderam ser observados a partir do 15°dia apds
a inoculagéo (Figura 04). No entanto, a melhor
distingdo entre os niveis de resisténcia ou
suscetibilidade dos gendtipos foi obtida no 30° dia
apos a inoculagao. Comparando-se as cultivares
BRS1001 (moderadamente resistente) e ATTACK
(altamente suscetivel), observou-se que 30 dias
apo6s a inoculacéo o colmo da cultivar suscetivel
apresentava-se completamente colonizado pelo
patégeno (Figura 4).

Nos ensaios de validagdo da metodologia de ino-
culacao de C. graminicola em colmos de milho,

o0 método de inoculagado com palito imerso na
suspensao de esporos foi pratico e de facil utiliza-
¢ao em condi¢cdes de campo. Todos os isolados
infectaram os colmos inoculados e nao houve
contaminacéao na testemunha nao inoculada. Os
resultados obtidos em condi¢cbes de campo corro-
boram os obtidos em casa de vegetacao (Figura
5) e reforgaram o potencial deste método para
uso em programas de melhoramento visando a
fenotipagem de linhagens e para estudos onde
um numero grande de isolados necessita ser
inoculado.

28587 28710

BRS1010 BRS1030

Notas de colonizag¢éo

30¢ 80 30P70

BRS1035

Conclusoes

O melhor método para a inoculagao de C. gra-
minicola em colmos de milho foi o de inoculagéo
com palito imerso na suspensao de esporos do
patogeno. Para fins de caracterizagédo da resis-
téncia ou suscetibilidade dos gendtipos, a melhor
época para avaliacao foi 30 dias apds a inocula-
¢ao. Este método apresenta um grande potencial
para ser utilizado para a inoculacédo de outros
patdgenos causadores de podriddes de colmo em
plantas de milho, como Fusarium spp. e Steno-
carpella spp.

Attack

DKB39%0 Tracktor

Isolados de Colletofrichum graminicola

Figura 5. Dispersao da média de colonizagao do colmo de genétipos de milho por 10 isolados de Colleto-
trichum graminicola (155.04M, 16.04M, 150.09M, 152.09M, 132.09M, 14.04M, 114.09M, 130.09M, 6.08M

e 37.09M). O primeiro ponto representa a testemunha.
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