CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Puccinia polysora, AGENTE
CAUSAL DA FERRUGEM DO MILHO, QUANTO AOS COMPONENTES
DE AGRESSIVIDADE'

GLADYS ALVARENGA FERREIRA DE ANDRADE?

RESUMO - Foram utilizados neste trabalho vinte iso-
lados monopustulares de Puccinia polysora Underw,
coletados nas regides Sul e Sudeste do Brasil, os quais
foram caracterizados quanto a agressividade, em um
gendtipo susceptivel de milho (Zea mays L.), em casa-
de-vegetacdo. Plantulas, no estadio de quatro a cinco
folhas, foram pulverizadas com suspensdes uniformes
de uredosporos desses isolados. Foram avaliados o peri-
odo latente médio, o periodo infeccioso, a producéo de
uredosporos, o numero total de pustulas, o numero de
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pustulas/cm?, o niimero de uredosporos/pustula e a pos-
sivel relagdo entre agressividade e origem dos isolados.
O delineamento experimental utilizado foi o de blo-
cos ao acaso, com oito repeti¢cdes para cada trata-
mento. As analises de varidncia dos dados obtidos,
baseando-se na produgido de uredosporos, numero
total de pustulas, nimero de pustulas/cm? e niimero
de uredosporos/pustula, indicaram diferengas signi-
ficativas entre os isolados, evidenciando varia¢do na
agressividade dos mesmos.

TERMOS PARA INDEXACAO: Agressividade, Puccinia polysora, milho, ferrugem do milho, resisténcia.

CHARACTERIZATION OF Puccinia polysora ISOLATES, THE CAUSAL
ORGANISM OF CORN RUST, IN RELATION TO COMPONENTS OF
AGRESSIVENESS

ABSTRACT - Twenty single pustule isolates of
Puccinia polysora Underw obtained from experiment
plots in Southern and Southeastern regions of Brazil,
were characterized for aggressiveness to a susceptible
maize (Zea mays L.) genotype in the greenhouse. Plants
in the four to five-leaf stage were sprayed with a
uniform spore suspension of each isolated. The latent
period, infectious period, urediniospore production,
total number of pustules, number of pustules/cm?,

number of urediniospores/pustule and a possible
relationship between aggressiveness and origin of isolates
were evaluated. A randomized complete block
experimental design with eight replications per treatment
was used. The analysis of variance indicated significant
differences among isolates for urediniospore production,
total number of pustules, number of pustules/cm? and
number of urediniospores/pustule, which was an indication
of variation for aggressiveness among isolates.

INDEX TERMS: Agressiveness, Puccinia polysora, maize, corn rust, resistance.

INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.), ndo somente
no Brasil, mas em todo o mundo, é considerada de
suma importancia, tanto econdmica quanto social. Re-

presentando cerca de 40% da safra de grios do Pais,
tem sua produtividade ameagada por um grande nime-
ro de enfermidades, dentre as quais se destaca a ferru-
gem polysora, causada por Puccinia polysora.
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No Brasil, a ferrugem polysora é encontrada em
todas as regides, sendo que sua incidéncia vem adqui-
rindo carater epidémico no Sudoeste de Goids, Tridn-
gulo Mineiro, Noroeste de Sdo Paulo, Oeste e Norte do
Parand e Mato Grosso do Sul, locais onde a produgéo
de milho s6 tem sido possivel com a utilizag@o de culti-
vares resistentes (EMBRAPA, 1997).

O aumento na incidéncia e severidade dessa
doenca pode estar associado a diversas razdes, des-
tacando-se a freqiiente introdugdo de cultivares co-
merciais mais produtivas, porém susceptiveis, e os
plantios de safrinha, que podem contribuir para a
perpetuagdo do patégeno e aumento do inéculo
(EMBRAPA, 1997).

Os sintomas da infecgdo por P. polysora se as-
semetham aos sintomas causados por P. sorghi Schw,
porém, com diferencas marcantes. As urédias sfo pre-
dominantemente circulares, abundantes e uniforme-
mente distribuidas principalmente na face superior
das folhas. Os uredosporos s3o amarelo-
avermelhados, ovais a irregulares e relativamente
grandes (20-29 x 29-40 pum). Os uredosporos de P.
sorghi, por sua vez, sio mais escuros, globosos, me-
nores e moderadamente equinulados. As urédias sdo mais
alongadas e encontram-se esparsamente distribuidas
pela planta (EMBRAPA, 1997; Shurtleff, 1986 e 1992).

Puccinia polysora geralmente infecta folhas
expostas da planta e entre seus danos podem-se in-
cluir a diminui¢io do vigor das plantas, clorose,
seca e morte prematura das folhas, reducio na
quantidade e peso dos grios e acamamento (Futrell,
1975). P. polysora é considerado um patogeno alta-
mente destrutivo quando comparado com P. sorghi,
pois pode causar morte precoce da planta infectada
(Scott, King e Armour Jr., 1984)

Isolados de um mesmo patégeno, virulentos a
um hospedeiro, podem variar em agressividade (Thakur
e Shetty, 1993). A agressividade € caracterizada pelo
tempo requerido para que os isolados incitem a mesma
quantidade de doenga e pode ser medida, quantitativa-
mente, pela avaliagio de alguns componentes como,
por exemplo, periodo latente, taxa de esporulag@o, peri-
odo infeccioso, niimero de pustulas e niimero de pustu-
las/cm? (Bergamim Filho e Kimati, 1995; Nelson,
1973; Van der Plank, 1968).

Segundo Wheeler (1976), a variabilidade dos
patogenos € uma grande limitacio em programas de
melhoramento de plantas para resisténcia a doencgas. As
alteragdes em variedades tidas como resistentes, pas-
sando a susceptiveis, sdo devidas ndo a mudangas em si
mesmas, mas a modificagdes genéticas no agente cau-
sador da doenca.

Moncilovic e Jerkovic (1985) encontraram gran-
des diferencas na patogenicidade de isolados de Pucci-
nia recondita f.sp. tritici da América do Norte e Euro-
pa. Para eles, andlises da patogenicidade de ferrugens
podem ter os seguintes objetivos: fornecer informagdes
sobre a patogenicidade de populagdes de patdgenos
para guiar programas de melhoramento de plantas e/ou
fornecer informacdes para estudos epidemioldgicos. Se-
gundo esses autores, no caso de ferrugens, seu controle
deve ser feito pela criagfio de variedades resistentes, ne-
cessitando-se determinar a patogenicidade da popula-
¢do do parasita e, a seguir, procurar incorporar resis-
téncia ao hospedeiro.

Hamid, Ayers e Hill (1982) apresentaram uma
variagdo consideravel entre isolados da raga 3 de Co-
chliobolus carbonum em relagéo a eficiéncia da doenga,
a capacidade de esporulagfo e ao nimero de lesdes re-
sultante de uma determinada quantidade de indculo,
mas afirmaram que € de grande importincia a avalia-
¢do do periodo latente e do periodo infeccioso nesse
tipo de trabalho.

A variacdo em patogenicidade também foi
relatada em muitos outros patossistemas, como por
exemplo, batata-Phytophthora infestans (Caten,
1974), milho-Cercospora zea-maydis (Bair e Ayers,
1986), arroz-Pyricularia oryzae (Bonman et al.,
1989), cevada-Ustilago hordei (Gaudet e Kiesling,
1991), arroz-Magnaporthe grisea (Roumen, 1992 a,
b), sorgo-Colletotrichum graminicola (Pande et al.,
1991; Casela e Fredriksen, 1994), paingo-
Sclerospora graminicola (Thakur e Shetty, 1993),
trigo-Puccinia recondita (Lehman e Shaner, 1996),
entre outros.

Em relagdo a Puccinia polysora, a variagdo em
patogenicidade foi primeiramente observada por Storey
e Ryland (1954). Esses autores identificaram trés ragas
fisiolégicas, EA1, EA2 e posteriormente a EA3. Robert
(1962) diferenciou mais seis novas ragas (PP3, PP4,
PP5, PP6, PP7 e PP8). Foi encontrada resisténcia para
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todas essas ragas, entretanto, esta era tdo facilmente
quebrada que linhagens ditas resistentes nunca chega-
ram a ser comercializadas, nem mesmo melhoradas.
Ullstrup (1965) identificou mais uma raga, em Indiana,
EUA, denominada PP9. Yeh (1986), em Taiwan, iden-
tificou outras seis ragas, as quais denominou PP10,
PP11, PP12, PP13, PP15 e PP16, confirmando, assim, a
alta variabilidade desse patogeno.

O levantamento da agressividade de isolados de
Puccinia polysora é uma etapa de grande importincia
para se tracar estratégias em programas de melhora-
mento visando 2 resisténcia a essa doencga. Contudo,
ainda € escasso o0 nimero de trabalhos neste sentido,
apesar de essa doenga estar alcangando uma posigio de
destaque na cultura de milho. O objetivo deste trabalho
foi caracterizar vinte isolados de Puccinia polysora em
relacdo aos componentes da agressividade.

Foi utilizado neste trabalho uma cultivar de mi-
Iho selecionado com base na sua suscetibilidade a P.
polysora, apresentada tanto em observacdes feitas em
experimentos de campo quanto em inoculagdes artifici-
ais, com diferentes isolados do patogeno, em casa-de-
vegetagdo. Plantulas desse material foram inoculadas
com vinte isolados monopustulares de P. polysora, pro-
venientes de lavouras comerciais das Regides Sul e Su-
deste do Brasil (Capinépolis-MG, Sete Lagoas-MG, Ja-
carezinho-PR e Cascavel-PR), onde a ferrugem polyso-
ra tem sido observada. Esses isolados foram coletados
no verdo de 1994/1995 e de 1995/1996 e multiplicados
em casa-de-vegetagdo, na Embrapa Milho e Sorgo, em
Sete Lagoas.

Foram semeadas sete sementes da cultivar, sele-
cionadas por vaso, contendo solo de campo adubado se-
gundo resultados da analise de solo. Dois dias apés a
emergéncia das plantas, foi feito o desbaste, deixando-
se quatro plantas por vaso.

O indculo foi produzido a partir de uredosporos
coletados em folhas de uma cultivar susceptivel, em
casa-de-vegetagdo. Os uredosporos foram coletados
com o auxilio de espatulas e transferidos para vidros de
relogio flambados, sendo, em seguida, armazenados em
microtubos Eppendorf.

Para o preparo do indculo, os uredosporos de
cada isolado foram colocados em 40ml de agua destila-
da na qual foi adicionada uma gota de Tween 20. Logo
apos, procedeu-se a agitacdo da suspensdo em agitador
magnético, por um periodo de trés a cinco minutos.

A concentragdo da suspensfo obtida foi determinada
em camara de Neubauer e padronizada para 2x10* ure-
dosporos/ml de dgua destilada (Zummo, 1988).

O delineamento experimental utilizado foi o
de blocos ao acaso, sendo vinte isolados de P
polysora e uma cultivar de milho, totalizando vinte
tratamentos, repetidos oito vezes. Cada vaso, con-
tendo quatro plantas, foi considerado como uma uni-
dade experimental.

As inoculagdes foram feitas em plantulas no es-
tadio de quatro a cinco folhas ao entardecer (Zummo,
1988). Antes da inoculaggo, foi retirada manualmente a
cerosidade existente na superficie das folhas para
aumentar a aderéncia das suspensdes a serem ino-
culadas. Foram pulverizados 10ml de suspensio por
vaso. Apds a inoculagio, os vasos foram colocados
em camara umida com 100% de umidade relativa,
por um periodo de 14 horas, a uma temperatura de
25 a 30°C. Depois desse periodo, os vasos foram
transferidos para as bancadas da casa de vegetacéo,
a uma temperatura de 25 a 45°C e 80 a 100% de umi-
dade relativa.

As avaliagGes foram feitas na primeira folha,
abaixo da folha mais nova, de dois em dois dias, sem-
pre a mesma hora. Foram avaliadas areas de dezoito
centimetros de comprimento, sendo desprezadas as ex-
tremidades das folhas.

Foram considerados como componentes da
agressividade o periodo latente médio, o periodo infec-
cioso, o nimero total de pustulas, o nimero de pustu-
las/cm?, a produgio de uredosporos € o niimero de ure-
dosporos/pustula, definidos a seguir. Também foi avali-
ada a relagfio entre agressividade e origem dos isolados
pela observagdo dos dados da Tabela 1. ,

Periodo latente médio (PLso): considerou-se
como PLs, o tempo médio requerido entre a inoculagio
e a presenga de cinqiienta por cento das pustulas em es-
porulaggio; para isso, contou-se o nimero de pustulas
até que todas estivessem rompidas.

Numero total de pustulas: foi determinado para-
lelamente a avaliacdo do PLsy, contando-se o niimero
de pustulas em esporulagdo, até que este se mantivesse
constante.

Numero de pustulas/cm? (P/cm?): foram feitas
cinco contagens, ao acaso, por folha, no primeiro dia
apos o rompimento de todas as pustulas, com o auxi-
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lio de uma régua de cartolina contendo um orificio
em formato quadrado, com area de um centimetro
quadrado.

Produgdo de uredosporos: os uredosporos foram
coletados com o auxilio de uma espatula e armazenados
em copos plasticos, a medida em que se procedia a
contagem das pustulas. Um mililitro de agua destilada
com Tween 20 (quatro gotas por litro de 4gua destilada)
foi adicionado em cada copo plastico. Apds agitagdo, a
quantidade de uredosporos presente na suspensdo foi
determinada pela contagem de trés amostras, em cama-
ra de Neubauer.

Numero de uredosporos/pustula: foi obtido pela
razdo entre o numero de uredosporos pelo nimero total
de pustulas.

Periodo Infeccioso (PI): foi determinado como
sendo o periodo de tempo em que as urédias permane-
ceram esporulando.

Os dados obtidos para todos esses componentes
foram transformados por log(x+2) e submetidos a ana-
lises de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados de P. polysora apresentaram dife-
rengas entre si quando se avaliaram o numero total
de pustulas, nimero de pustulas/cm?, produgio de
uredosporos e nimero de uredosporos/pustula. Essas
diferengas ocorreram n#o apenas entre locais, mas
também dentro de um mesmo local de origem dos
isolados (Tabela 1).

Os isolados ndo apresentaram diferencas signifi-
cativas quando se consideraram o periodo infeccioso € o
periodo latente médio, ou seja, os componentes da
agressividade relacionados ao tempo ndo foram bons
critérios para diferenciagdo dos isolados em pléntulas
de milho no estadio de quatro a cinco folhas (Tabela 1).
Entretanto, pelo menos para o PI, ha uma tendéncia de
diferenciacdo entre os isolados. Esse resultado deve ser
cautelosamente observado, pois em se tratando de um
patogeno de infecgdo policiclica, um acréscimo de 3,75
dias na produgido de uredosporos pode significar um
grande aumento na quantidade de doenga no campo, ou
seja, deve-se considerar a hipétese do efeito cumulativo
do PI por varios ciclos da infecgio, da mesma forma

como ressaltado por Statler e Parlevliet (1987). Segun-
do Parlevliet (1975) e Zadoks e Schein (1979), para do-
encas policiclicas, como a ferrugem, pequenas diferen-
¢as em resisténcia podem beneficiar programas inte-
grados de controle de doengas.

Um isolado de um fungo fitopatogénico € tido
como mais agressivo em relagéo a outros isolados, se
ele for capaz, em um determinado hospedeiro, de
produzir mais uredosporos, mais pustulas, mais ure-
dosporos/ptistula, mais pustulas/cm?, e se tiver um
periodo latente mais curto € um periodo infeccioso
mais longo (Nelson,1973). O presente trabalho
mostrou que ha diferencas em agressividade entre os
isolados de Puccinia polysora, quando, pelo menos,
algumas dessas caracteristicas s@o consideradas, e
que a variagdo entre os isolados ndo foi associada
aos seus locais de origem. Esses resultados indicam
que os isolados de Puccinia polysora podem estar
diferentemente adaptados aos gendétipos hospedeiros
no campo.

Pesquisas visando a identificagfio de resisténcia
a ferrugem polysora tém indicado a existéncia de linha-
gens, hibridos e gendtipos que diferem quanto ao nivel
de resisténcia a doenga. Contudo, ainda sdo poucos os
trabalhos que caracterizam a variabilidade entre isola-
dos de P. polysora, aspecto importante para a criagio de
estratégias para controle dessa doenca. Os resultados
sugerem que a selecdo de material resistente a isolados
mais agressivos, como o 8.96 (Jacarezinho) e o 34.96
(Capindpolis), seria de grande utilidade na identifica-
¢do de uma resisténcia estavel a populacdes do patdge-
no, pelo menos nesses locais.

CONCLUSOES

a) Considerando-se a produgdo de uredosporos,
nimero total de pustulas, nimero de uredospo-
ros/pustula e niimero de pustulas/cm?, os vinte isolados
de Puccinia polysora, coletados em Jacarezinho, Cas-
cavel, Capindpolis e Sete Lagoas, apresentaram dife-
rengas em agressividade.

b) Os componentes da agressividade relacio-
nados ao tempo, como o PL e o PI, ndo foram bons
critérios para diferenciar isolados de Puccinia po-
lysora em plantulas de milho no estadio de quatro a
cinco folhas.
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TABELA 1 - Niimero total de pustulas (NP), nimero de pistulas/cm? (P/cm?), produgéio de uredosporos (PE), ni-
mero de uredosporos/pustula (PE/NP), periodo infeccioso (PI) e periodo latente (PL) de vinte isolados (ISO) de

Puccinia polysora em plantulas de milho, em casa de vegetagido. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, 1997.

ISO  ORIGEM NP P/em’ PE PE/NP PL PI

4 Jacarezinho 5,06d* 1,41 ¢ 13.042 ¢ 5.409 10,50 a 1525a
7 Jacarezinho 353¢ 24.056 ¢ 1.886 b 9,50 a 16,50 a
8 Jacarezinho 63,84 a 16,22 a 157.703 a 2.754 a 9,63 a 19,00 a
9 Jacarezinho 30,38b 8,56 b 56.789 b 2.208 b 10,25 a 17,00 a
13 Jacarezinho 21,53 ¢ 444 c 47326 ¢ 2.147b 9,38 a 17,50 a
15 Jacarezinho 23,78 ¢ 3,66 ¢ 62.716 ¢ 2554a 8,88 a 1725a
22 Cascavel 14,44 ¢ '2,25 ¢ 27.045 ¢ 1.866 b 10,00 a 16,75 a
23 Cascavel 22,53 ¢ 6,34 b 36.282 ¢ 1.723b 10,75 a 17,75 a
24 Cascavel 13,31¢c 3,66 ¢ 33.603 c 2.579a 10,75 a 17,00 a
26 Cascavel 10,50 ¢ 2,69¢ 21.768 ¢ 2.139b 10,75 a 18,25 a
27 Cascavel 11,28 ¢ 2R¢ 30914 ¢ 2.745 a 10,00 a 18,25 a
28 Cascavel 1341 ¢ 2,78 ¢ 33.544 ¢ 2.831a 9,88 a 17,50 a
30 Cascavel 16,75 ¢ 3,63 ¢ 24910 ¢ 1.598 b 10,38 a 16,75 a
34 Capinépolis 35,00 b 6,97 b 70.214 b 2.143b 10,38 a 19,00 a
35 Capinépolis 14,50 ¢ 3,38¢ 36.619c 2358 a 9,63 a 1775 a
36 Capinopolis 14,34 ¢ 3.25:Cc 28971 ¢ 2258 a 10,75 a 16,50 a
11B  Capinépolis 19,13 ¢ 3,78 ¢ 31.107 ¢ 1.634b 10,50 a 17,50 a
13B  Capinopolis 20,66 ¢ 6,84 b 60.436 b 3.121a 9,75 a 18,75 a
6B Sete Lagoas 3231b 722b 63.946 b 2.021b 10,00 a 18,00 a
6C  Sete Lagoas 2334 ¢ 4,88 ¢ 52.076 b 2490 a 9,63 a 18,50 a
CV (%) 16,82 25,18 5,67 5,41 5,08 3,88

* Médias com a mesma letra nfio diferem entre si, pelo Teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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