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RESUMO

O fungo Stenocarpella maydis comumente causa podriddo do colmo e da espiga em milho.
Pouca informagdo existe sobre a resisténcia genética de plantas de milho & S. maydis. A
resisténcia & Stenocarpella vem sendo investigada em diversas partes do mundo por técnicas de
inoculacéo artificial a partir de indculo produzido, principalmente, em fragmentos da planta de
milho e grdos de sorgo e aveia. Neste caso, a quantidade de indculo produzido é baixa,
necessitando longo periodo de incubagéo para a producdo de indculo em niveis satisfatorios.
Além do substrato, temperatura e luminosidade sdo fatores essenciais para estimular a
esporulacdo dos fitopatdgenos. O objetivo deste trabalho foi determinar um método facil,
répido, reproduzivel e de baixo custo para a indugdo a esporulagdo de S. maydis. O
experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina, CAV/UDESC, Lages, SC, em
2008. O isolado monospdrico do fungo foi obtido de grdos de milho naturalmente infectados
oriundos de lavouras comerciais de municipio de Abelardo Luz, SC. Previamente foram
realizados ensaios com 20 possiveis substratos naturais a partir de compostos de gréos,
fragmentos de folhas e colmos de plantas como sorgo, trigo, aveia branca, aveia preta,
centeio, cevada e milho a fim de selecionar os mais promissores. Foram descartados 13
diferentes substratos naturais que ndo apresentaram caracteristicas desejaveis em qualquer
etapa de preparacao, manuten¢do, producédo e contagem de conidios. Os 07 substratos naturais
de gréos de sorgo, trigo, aveia branca, aveia preta, centeio, cevada e milho, foram submetido
as temperaturas de 21, 24, 27, 30 e 33°C, em regimes de luz continua, escuro e por periodo de
12 horas. Cada substrato foi embebido em 100 mL de &gua por 24 horas em Erlenmyers. Apés
a remocdo do excesso de agua os grdos foram esterilizados por duas autoclavagens por 20 min
a 127°C. Em cada Erlenmeyer foram inseridos trés discos de micélio do fungo. O material foi
incubado em cadmara de crescimento nas respectivas temperaturas e regimes de luz. Para cada

tratamento foram utilizadas trés repeticdes. A avaliagdo do nimero de conidios por grama



de gréos e a viabilidade dos conidios foi quantificada aos 15 dias de incubagdo. Os dados do
ndmero de conidios/g de gréos e a viabilidade dos conidios foram transformados em V(x+1) e
submetidos a andlise de varidncia e comparados pelo teste de Bonfferroni a 1% de
significancia. Posteriormente foi realizado ensaio com o melhor substrato natural com o
objetivo de avaliar diferencgas entre cultivares e tempo de incubagéo na producéo e viabilidade
de conidios. Muitos grdos de cereais, oleaginosas e fragmentos de milho ndo podem ser
usados como substratos para induzir a esporulagdo de S. maydis. Os gréos de cevada, aveia
preta e trigo foram os melhores para producdo e viabilidade de conidios de S. maydis. A
cevada foi o substrato natural que apresentou a maior producdo de conidios. A producdo de
conidios e a viabilidade sdo influenciadas pela temperatura e fotoperiodo, sendo que S.
maydis responde melhor a temperatura de 27 °C e fotoperiodo 12 h. Existe variagdo entre
cultivares de cevada para nimero de conidios, o que ndo foi verificado para viabilidade de
conidios. Procedimento igual foi realizado com Stenocarpella macrospora, no entanto ndo se

obteve esporulacéo suficiente para mensuragéo da producéo e germinacéo de conidios.

Palavras-chave: Conidios. Diplodia. produgéo de indculo. Zea mays.



ABSTRACT

The fungus Stenocarpella maydis usually can cause corn stalk and ear rot. There is little data
on the genetic resistance of maize plants to S. maydis. The Stenocarpella resistance has been
investigated around the world by artificial inoculation techniques with inoculum produced
mostly in fragments of maize plant and sorghum and oats grains. The amount of inoculum
produced by these techniques is low, require a long period of incubation to gave a satisfactory
inoculum levels. Despite of the substrate, temperature and luminosity are essential factors to
stimulate the pathogens sporulation. The objective of this study was to determine an easy,
quick and reproducible method by relative low cost to induce the S. maydis sporulation. The
experiments were carry out at the Plant Pathology Laboratory at the Centro de Ciéncias
Agroveterinarias- CAV/UDESC during the years 2007/08. The S. maydis monosporic isolate
was obtained from commercial crops naturally infected in the Aberlado Luz County, Santa
Catarina State. Preliminary were carry out a experiment with 20 potentials natural substrates
from grains and leaves and stalks fragments of different plants like, sorghum, wheat, white
oat, black oat, rye, barley and maize , with the objective to select the most promising
substates. Were discarded 13 substrates by not present desirable features in any stage of
preparation, maintenance, production and conidia amount. The remained 07 natural substrates
based in grains of sorghum, wheat, white and black oat, rye, barley and maize were submitted
to temperatures of 21, 24, 27, 30 and 33°C on continuous light systems and darkness by
period of 12 hours Each substrate was soaked in 100 mL of water for 24 hours in Erlenmeyer.
After removal of excess water, the grains were sterilized twice in autoclave by 20 min at
127°C. In each flask were added three disks of fungus mycelium. The material was incubated
in growth chamber according to the different temperatures and light regimes. For each
treatment three replicates were used. The assessment of the conidia number per gram of
grains and conidia viability were measured at 15 days of incubation. The data of conidia

number per gram of grain and conidia viability were transformed into \ (x +1) and



subjected to analysis of variance and compared by Bonfferroni test by 1% of significance.
Subsequent tests were done with the best natural substrates with the objective to evaluate
differences between cultivars and the incubation period on the conidia production and
viability. Many cereal grains, oil seeds and crushed fragments of maize can not be used as
substrates to induce S. maydis sporulation. The grains of barley, black oat and wheat were the
best ones for S. maydis conidia production and viability. The barley grain was the natural
substrate that showed the biggest conidia production. The conidia production and viability
were influenced by temperature and photoperiod. The S. maydis developed better at
temperature of 27°C and 12 h of photoperiod. There is conidia number variation among barley
cultivars, which was not checked for viability of conidia. Same procedure was performed with
Stenocarpella macrospora, however not obtained enough for measurement of spore

production and germination of conidia.

Keywords: Conidia. Diplodia. inoculum production. Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais cultivados no mundo, sendo importante
para alimentagdo, producéo de combustivel a partir do etanol e sendo de grande importancia
na balanga comercial de vérios paises (CONAB, 2008)..

Na safra de 2007/08 o Brasil cultivou uma éarea de aproximadamente 14,7 milhdes de
hectares, com producéo de 58,6 milhdes de toneladas e produtividade média de 3.987 kg ha™,
sendo o estado de Santa Catarina o sexto colocado no ranking nacional, porém a oferta é
inferior a demanda (ICEPA, 2008). Nesta mesma safra, Santa Catarina cultivou uma area de
aproximadamente 716 mil hectares, com producdo de 4,1 milhdes de toneladas e
produtividade de 5.700 kg ha™ (CONAB, 2008). Na regifo oeste do estado concentra-se a
maior parte da producéo de milho, que é absorvida pela avicultura e suinocultura. Este déficit
de producdo é suprido por outras regides catarinenses e pela importacdo de outros estados e
da Argentina (ZAMPIERI & SILVA, 2005), caracterizando o estado como tradicional
importador de milho.

O potencial de rendimento de gréos da cultura pode ser afetado pela fertilidade do
solo, disponibilidade hidrica, populacdo de plantas, potencial genético dos hibridos, praticas
culturais, época de semeadura e por doencas, pragas e ou plantas daninhas (WHITE, 1999;
FANCELI & DOURADO NETO, 2003; SANGOI et al., 2000).

A expansdo da area cultivada em plantio direto proporcionou uma alteracdo no
microclima e na biologia do agroecossistema, com reflexos nas populagfes dos agentes
causais das doencgas do milho (REIS et al., 2004). As podriddes do colmo e da espiga, causada
pelo fungo Stenocarpella maydis (Berkeley) Sutton tem sido detectadas frequentemente em
lavouras de milho nas diversas regides do Brasil (REIS et al., 2004; PEREIRA et al., 2005). S.
maydis estd amplamente distribuido onde se cultiva milho (SUTTON & WATERSTON,
1966), sendo frequente sua ocorréncia no Brasil nas lavouras de monocultura (CASA et al.,

2006). O género Stenocarpella comumente é detectado em grdos de milho ardidos (REIS et



16

al, 2004), o que pode ocasionar danos a satide humana e animal (MARASAS et al., 1984).

A utilizagdo de populagdes elevadas de plantas, aliada aos desequilibrios nutricionais e
a suscetibilidade dos gendtipos, contribui para o aumento da incidéncia das podriddes de
colmo, espigas e de gréos ardidos (WHITE, 1999). A intensidade destas doencas aumenta
quando se pratica a monocultura (FLETT & WEHNER 1991; REIS et al., 2004).

Como medida preferencial de controle recomenda-se o0 emprego de variedades
resistentes a S. maydis (WHITE, 1999; REIS et al., 2004). No entanto, dentre as cultivares de
milho disponiveis para comercializacdo na safra 2008/09 no Brasil, nenhuma apresenta
informagdes sobre reacdo a S. maydis (CRUZ & PEREIRA FILHO, 2008). A resisténcia
genética de plantas de milho & Stenocarpella vem sendo investigada ha décadas em diversas
partes do mundo (KOEHLER, 1951; PAPPELIS et al., 1973; ANDERSON & WHITE, 1994),
por técnicas de inoculagdo em diferentes sitios de infeccdo e em diferentes estadios de
desenvolvimento da planta (FOLEY, 1960; ULLSTRUP, 1970; PEREIRA & PEREIRA,
1976; CHAMBERS, 1988; KLAPPROTH & HAWK, 1991; BIZZETTO et al., 2000).

De acordo com ULLSTRUP (1970) para diferenciagdo dos gendtipos resistentes séo
necessarias técnicas adequadas de inoculacdo artificial e meios apropriados para multiplicacdo
do in6culo. A composi¢do do meio de cultura determina a quantidade e qualidade do
crescimento micelial e esporulacdo dos fitopatogenos (DHINGRA & SINCLAIR, 1995).
Entretanto, alguns fungos, geralmente apresentam baixa esporulagdo ou ndo esporulam em
meio de cultura artificial (NAGEL, 1934). Além do meio de cultura, a temperatura e a
luminosidade sdo fatores essenciais para estimular a esporulacdo dos fitopatogenos
(DHINGRA & SINCLAIR, 1995). H& pouca informagdo disponivel na literatura sobre
aspectos referentes a producdo de in6culo de S. maydis em substratos naturais, bem como sua
interacdo com amplitudes térmicas e regimes de luz (LATTEREL & ROSSI, 1983; BENSCH
et al., 1992; MORANT et al., 1993; CASA et al., 2006).

A producéo de indculo se faz importante para trabalhos que visam: estudar a fisiologia
do parasitismo, com detalhes nas subfases do processo de infecgéo; a reagdo de cultivares; a
quantificagdo de danos; inocular plantas de milho para gerar o gradiente da doenga afim de
estabelecer modelos de crescimento; quantificar a eficAcia de fungicidas in vitro na
germinacdo de conidios e in vivo por meio de inoculacdo nas plantas de milho explorando
detalhes de modo de agéo (preventiva, curativa e erradicativa) e persisténcia; e correlacionar
intensidade de doenga com dano visando a determinacdo de limiares de dano.

O trabalho teve como objetivo identificar um método fécil, répido, barato e
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reproduzivel para indugdo da esporulacdo de S. maydis em substratos naturais submetidos a

diferentes temperaturas e regimes de luz.
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2 O FUNGO Stenocarpella maydis

2.1 NOMES COMUNS DA DOENCA

No Brasil, quando os sintomas manifestam-se no colmo, a doenca é conhecida como
podriddo do colmo causada por Diplodia (BALMER & PEREIRA, 1987; PEREIRA et al.,
2005), podriddo de Diplodia, podridédo da base do colmo (REIS et al.,1996) e podriddo de
Diplodia maydis (FERNANDES & OLIVEIRA, 1997). Na espiga, é denominada de podrid&o da
espiga causada por Diplodia (BALMER & PEREIRA, 1987, PEREIRA et al., 2005) e podriddo
de diplodia ou podridéo branca da espiga (REIS et al.,1996; FERNANDES & OLIVEIRA, 1997,
CASA etal., 2006).

2.2ETIOLOGIA E TAXONOMIA

O fungo Stenocarpella maydis (Berkeley) Sutton [Sin. Diplodia maydis (Berkeley)
Saccardo pertence ao Filo Deuteromycota, Classe Coelomycetes e Ordem Sphaeropsidales. Esta
espécie apresenta no campo, em seu ciclo biolégico, somente a forma anamorfica (imperfeita ou
assexuada), e pode causar podriddo do colmo, da espiga e gréos ardidos.

SUTTON (1980), em reviséo dos "Coelomycetes”, propds que D. maydis, bem como a
outra espécie D. macrospora, encontradas em colmos, sementes e folhas do milho, fossem
incluidas no género Stenocarpella Syd., baseado na conidiogénese como uma caracteristica
taxondmica. Por outro lado, em 1985, na revista “Plant Disease”, foi publicado uma lista de
Nomes Comuns de Doengas de Plantas (COMMITTEE ON STANDARTIZATION OF
COMMON NAMES FOR PLANT DISEASES, 1985), na qual o género Diplodia era preferido
para identificar as espécies em discussao. Alguns pesquisadores na Africa do Sul (CHAMBERS,
1988; FLETT & WEHNER, 1991; BENSCH, 1995) e nos Estados Unidos (LATTERELL &
ROSSI, 1983; KLAPPROTH & HAWK, 1991; MORANT et al., 1993), adotam Stenocarpella
para identificar as espécies D. maydis e D. macrospora. O género Stenocarpella também foi

aceito em publicacbes da Sociedade Americana de Fitopatologia (American Phytopathological
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Society - APS), como verificado na terceira edi¢do do compéndio de doengas do milho (WHITE,
1999). Considerando as informagdes da literatura consultada, verifica-se que a classificacéo
taxondmica dos agentes causais descritos nesta revisdo, apresenta como base cientifica as
descrigdes de SUTTON & WATERSTON (1966) e a revisdo de SUTTON (1980). SUTTON
(1980) justifica que caracteristicas da conidiogénese levaram as espécies a serem incluidas em
um género distinto de Diplodia, pois Stenocarpella apresenta células conidiogénicas
enteroblasticas e fialidicas e, Diplodia, células conidiogénicas holoblasticas. N&o foram
encontrados na literatura informac6es sobre forma teleomorfica de S. maydis.

O fungo Stenocarpella maydis apresenta picnidios subepidérmicos, globosos ou
alongados, com coloragdo marrom-escura a preta, paredes grossas, didmetro de 150-300 um e
um ostiolo protuberante papilado. Os conidi6foros sdo usualmente ausentes. Apresentam células
conidiogénicas enteroblasticas, fialidicas, cilindricas, formadas nas células internas da parede do
picnidio. Os conidios sdo pardos-oliva a pardos, cilindricos, fusiformes, retos a ligeiramente
curvados, medindo 15-34 x 5-8 um, bicelulados e comumente com 1 septo (0-2) (SUTTON &
WATERSTON, 1966; SUTTON, 1980).

Em meio de cultura de BSA (Batata+Sacarose+Agar), apresenta crescimento micelial
rapido, com micélio aéreo e cotonoso, cobrindo a placa de Petri de 90 mm de didmetro em 5-6
dias. Com 10 dias as col6nias das duas espécies apresentam cor branca. Aos 15 dias, a col6nia de
S. maydis apresenta cor superficial salm&o-escura (CASA, 1997; REIS et al., 2004). MARIO &
REIS (2001), verificaram que as col6nias de Stenocarpella macrospora (Earle) Sutton [Sin. D.
macrospora Earle] permanecem brancas & bege 15 dias ap6s a incubagdo das sementes em
“Papel de filtro”, enquanto que S. maydis, originalmente branca, tornam-se pardo-escuras.

A formag&o de picnidios ocorre sobre os grdos em teste de patologia de sementes pelo
método de “Blotter Test” ou em meios de cultura agarizados (batata + sacarose + agar = BSA,
farinha de milho e farinha de aveia) (Figura 1) e em pedacos de folha de milho superficialmente
embebidos nestes meios agarizados (LATTERELL & ROSSI, 1983; CASA et al., 1998a). S.
maydis também pode produzir picnidio quando o micélio do fungo entra em contato com a

parede de placas de Petri ou caixas de acrilico do tipo gerbox.
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Figura 1 - Detalhe da formac&o de picnidios sobre gréos de milho plagueados em meio de cultura de Batata Dextrose
Agar.

2.3 VARIABILIDADE DE Stenocarpella maydis

Na literatura consultada ndo ha relato da presenca de racas de S. maydis. Sabe-se, no
entanto, na existéncia de variagdo no grau de agressividade entre diferentes isolados do
patdgeno. HOPPE (1936) estudando o antagonismo entre as espécies de Stenocarpella a partir de
21 isolados de S. maydis e de quatro isolados de S. macrospora, verificou que, em inoculagoes
feitas em espigas com diferentes combinages entre trés isolados de S. maydis e um de S.
macrospora, havia uma acéo antagdnica entre eles, uma vez que, em isolamentos realizados ap6s
0 apodrecimento das espigas inoculadas, apenas um dos isolados foi recuperado. A reagéo
antagbnica inter e intraespecifica de S. maydis e S. macrospora pode ser visivel pelo
escurecimento do micélio e do meio de cultura quando as hifas de cada col6nia juntam-se
quando os fungos séo cultivados em meio agarizado (HOPPE, 1936). CASA et al. (1998a)
também detectaram o antagonismo inter e intraespecifico em coldnias desenvolvidas em meio de
BSA em analise de patologia de sementes com material incubado a 25°C e fotoperiodo de 12 h,
durante 10 a 12 dias.

LATTERELL & ROSSI (1983) comparando a patogenicidade dos fungos, verificaram
que S. macrospora é mais agressivo do que S. maydis durante os estadios iniciais de
desenvolvimento da planta. RHEEDER et al. (1990), relataram uma associa¢ao negativa entre as
espécies crescendo na mesma placa de petri, sendo que S. macrospora restringiu o crescimento

de S. maydis em plantula.
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Estudo de DORRANCE et al. (1999) comparando 46 isolados de S. maydis oriundo de
empresas de milho e de laboratorios fitopatologia dos Estados Unidos e da Africa do Sul,
demonstraram baixo nivel de polimorfismo de isoenzimas, com pequena variagdo para 10
enzimas avaliadas, sendo detectadas o-esterase, hexose quinase e malato dehidrogenase
(DORRANCE et al., 1999). Os autores esperavam maior variagdo em funcéo da agressividade
do patdgeno. A especializacdo do fungo ao hospedeiro é uma das justificativas para limitada

variagdo em izoenzimas.

2.4 HISTORICO E OCORRENCIA

O fungo S. maydis foi descrito pela primeira vez em 1884 (SACCARDO, 1944) nos
Estados Unidos, e desde entdo foi relatado nos cinco continentes (SUTTON & WATERSTON,
1966).

A frequéncia de deteccdo da espécie S. maydis em colmos de milho no estado da Fldrida,
Estados Unidos, foi de 80,3% (EDDINS, 1930), sendo que alguns colmos apresentaram 0S
picnidios de duas espécies, e em poucos casos, a presenca das trés espécies. KOEHLER &
BOEWE (1957) examinando colmos de milho infectados durante os anos de 1946, 47 e 48, no
estado de Illinois, Estados Unidos, verificaram porcentagem média de infec¢éo de 31% para S.
maydis e 25,8% para Gibberella zeae (Schw.) Petch. Em 1959, também no estado de lllinois,
HOOKER & WHITE (1976), relataram que S. maydis foi encontrado em 86,3% das lavouras
avaliadas, mas em 1975, somente 5,0% de lavouras apresentavam o patdgeno. O declinio de S.
maydis foi atribuido & especificidade do fungo ao hospedeiro e ao desenvolvimento de cultivares
superiores do ponto de vista de resisténcia genética, pelos programas de melhoramento genético.
No entanto, ANDERSON & WHITE (1987), relataram aumento da incidéncia de S. maydis
causando podriddo do colmo, com valores de 38,5% e 11,1% das lavouras amostradas,
respectivamente nos anos de 1982 e 1983.

No Brasil, apesar da existéncia de inimeros trabalhos sobre S. maydis, a prova de
patogenicidade e a mensuracdo das estruturas reprodutivas foram realizadas na década de 90
(CASA, 1997). Em testes de patologia de sementes de milho, S. maydis foi a espécie com maior
frequéncia de detecgdo (OLIVEIRA & MELLO, 1986; REIS et al., 1995; PINTO, 1998). Hoje, o
fungo S. maydis é detectado com frequéncia em sementes, fato atribuido ao aumento na
ocorréncia e intensidade da doenga nas lavouras da Regi&o Sul do Brasil (CASA et al., 2000).

DENTI & REIS (2003) avaliando o efeito da monocultura e da rotagéo de culturas na incidéncia
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e nos danos causados pelas podriddes do colmo relataram que S. maydis e S. macrospora foram,
na ordem de incidéncia, o segundo e o quarto fungo isolado das plantas sintométicas.

Em Santa Catarina a oferta de milho é inferior a demanda (ICEPA, 2008). Na regido
oeste do estado concentra-se a maior parte da produgdo de milho, que é absorvida pela
avicultura e suinocultura (ZAMPIERI & SILVA, 2005). A pratica de semeadura direta do
milho em monocultura representa uma atividade muito adotada entre os pequenos e médios
produtores do estado de Santa Catarina (RIBEIRO et al., 2005). O cultivo do milho em
semeadura direta sob monocultura favorece a sobrevivéncia e multiplicacdo do inéculo dos
fungos necrotroficos (ZAMBOLIM et al.,, 2000; DENTI & REIS, 2001). Trabalhos relatando
podriddes de colmo, espiga e grédos ardidos em milho no estado de Santa Catarina sdo
freqlientemente encontrados na literatura (CASA et al., 2005b; RIBEIRO et al., 2005;
KUHNEM JUNIOR et al., 2007a; KUHNEM JUNIOR et al.,, 2007b; CASA et al., 2007a).
CASA et al. (2007a) estudando o efeito do adensamento de plantas de milho na incidéncia de
podriddes do colmo, gréos ardidos e rendimento de grdos no municipio de Lages, SC,
determinaram que Stenocarpella sp., junto com Fusarium graminearum, foram os fungos mais
freqlientes em podridGes do colmo independente das densidades de semeadura, nos dois anos

avaliados.

2.5 DANOS

Na Regido Sul do Brasil, os fungos S. maydis estdo relacionados com a germinagdo de
sementes, emergéncia e estabelecimento de plantulas, podrides do colmo e da espiga e mancha
foliar (CASA et al., 2000; REIS & CASA, 2001). O efeito negativo sobre a germinacdo de
sementes indica que os fungos atacam e matam o embrido (CLAYTON, 1927; CASA, 1997).

As podriddes do colmo podem ser consideradas as doengas mais importantes na cultura
do milho, ocorrem em todas as lavouras, todas as safras de cultivo, com incidéncia e severidade
variada (REIS et al., 2004; PEREIRA et al., 2005). Nos Estados Unidos, SHURTLEFF (1992),
relatou danos de 10 a 20%. No Brasil, NAZARENO (1989), detectou incidéncia de 15 a 85% e
redugbes no rendimento de grédos de 12 a 40%. Posteriormente, DENTI & REIS (2003)
determinaram incidéncias de 4 a 72% com redugfes no rendimento variando de 0,67 a 50%. A
podriddo do colmo interfere no desenvolvimento normal da planta, afetando suas fungdes,
ocasionando quebra da base do colmo, acamamento e morte prematura da planta (SHURTLEFF,
1992; REIS et al., 2004). Durante trés anos, MICHAELSON & CHRISTENSEN (1953)
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determinaram reducdo no rendimento gréos devido a podriddo do colmo, chegando a danos de
9,7% causado por S. maydis. Redugéo de 5% no rendimento de gréos foi obtido a partir de
inoculagdes no colmo com S. maydis (SINGH & SHARMA, 1974; NATTI & WHITE, 1981).

A podridao branca da espiga pode causar redugdo na produtividade e na qualidade dos
gréos colhidos. Muitos fungos causadores de podriddo da espiga produzem micotoxinas que
podem afetar também o valor econdmico do grdo e o valor nutricional da racdo (MOLIN &
VALENTINI, 1999). SHURTLEFF (1992) e WHITE (1999) ndo mencionam Stenocarpella
como produtor de micotoxinas. No entanto, CUTLER et al. (1980) relatam uma toxina
denominada diplodiol, enquanto que WILLIAMS et al. (1992) descrevem a ocorréncia de uma
doenca chamada diplodiose em patos jovens, ratos, bovinos e ovelhas e causada por uma toxina
ainda ndo identificada que é produzida por S. maydis.

Apesar de existir informagOes sobre redugdo de rendimento de grdos causados por
podriddes do colmo, no Brasil os danos e as perdas causadas exclusivamente por S. maydis ainda

nao foram quantificados.

2.6 HOSPEDEIROS

As duas espécies identificadas como S. maydis e S. macrospora parasitam plantas de
milho (SUTTON & WATERSTON, 1964; WHITE, 1999). A espécie S. maydis também foi
encontrada em bamb( (Arundinaria sp.) (SUTTON & WATERSTON, 1966; SUTTON, 1980).
Na literatura nacional a maior parte dos trabalhos ndo menciona os hospedeiros para essas duas
espécies, assumindo que o milho € considerado o Unico hospedeiro (COSTA NETO, 1976;
PINTO et al., 1997; FERNANDES et al., 1997; REIS et al., 2004; PEREIRA et al., 2005).

2.7 CICLO BIOLOGICO DE Stenocarpella maydis
2.7.1 Fontes de in6culo

O fungo S. maydis é agente necrotréfico, apresenta fase parasitéria na planta viva e fase
saprofitica nos restos culturais. E encontrado sobrevivendo como micélio em sementes (Figura 2)

(McGEE, 1988; CASA et al., 1998a, RHEEDER et al., 1990) e formando picnidios nos restos
culturais (Figura 3) (SMITH & WHITE, 1988; SHURTLLEF, 1992).
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Figura 2 - Col6nia de Stenocarpella maydis em meio de BDA oriundas de semente de milho.

Figura 3 - Colmo de milho naturalmente infectado apresentando cirros (A) e detalhe dos cirros de Stenocarpella
maydis (B).

As sementes infectadas constituem-se em fonte de indculo primario para podriddo de
semente, morte de plantulas e podridao de raizes. O fungo S. maydis pode ser transmitido a
plantula (McNEW, 1937; McGEE, 1988). No entanto, a taxa de transmissdo desse fungo ainda
ndo foi quantificada. A transmisséo é fundamental em lavouras onde o milho nunca foi semeado
ou em éareas de rotacdo de culturas, pois indica o potencial de indculo da semente no
desenvolvimento inicial de epidemias (REIS et al, 2004). O processo de transmissdo de S.
maydis ocorre com o micélio do fungo colonizando o sistema radicular e a base do colmo. A
passagem do fungo da semente, via mesocétilo, alcancando a coroa, raizes e finalmente a base
do colmo, é um processo lento que quase coincide com o ciclo da cultura (CASA et al., 1998b).

Os restos culturais de milho infectados por S. maydis que permanecem na superficie do

solo, de uma estacdo de cultivo para a outra, sdo considerados a principal fonte de inéculo
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primario para as podrides do colmo e da espiga e para mancha foliar (FLETT et al., 1992;
CASA et al., 2004). Durante os anos de 1962 e 1963, em Indiana, Estados Unidos, verificou-se a
ocorréncia de duas epifitias da podriddo branca da espiga do milho, causada por S. maydis,
limitadas em extensdo com uma redugéo na intensidade da doenca a partir da fonte de indculo,
constituida de palha infectada dos anos anteriores (ULLSTRUP, 1964). Na Africa do Sul, uma
relacdo linear positiva entre a incidéncia da podriddo branca da espiga e a quantidade de residuo
na superficie do solo foi relatada por FLETT et al. (1998).

As maiores intensidades da podrid&o do colmo e da espiga ocorrem nas situagdes onde as
plantas se encontram proximas da fonte de indculo (ULLSTRUP, 1964; FLETT et al., 1992.
Incidéncia de 49 a 61% de podriddo da espiga, causada por S. maydis, foi detectada em lavoura
localizada ao lado da fonte de indculo, sendo que a incidéncia baixou para menos de 1% em
lavouras localizadas a 16 m da fonte de inéculo. DEL RIO & MELARA (1991) relataram
reducéo de 80% na incidéncia de podrid&o da espiga, causada por S. maydis, em plantas distantes
20 m da fonte de indculo constituida por palha infectada. MARIO et al. (1998) demonstraram
que o inéculo de S. maydis e S. macrospora produzido nos restos culturais sobre o solo e
dispersado pelo vento, relaciona-se com a incidéncia dos fungos na semente colhida.

Uma possivel fonte de indculo alternativa seria 0s hospedeiros secundarios. Entretanto,
segundo a literatura consultada, somente as plantas de bambu seriam parasitadas por S. maydis.
Como a populagdo dessa planta é muito restrita, limitando-se a pequenos bosques em
determinadas regides, provavelmente essas tém pouca importancia como fonte de indculo.

NEMEC (1992) e SCOTT (1993) consideram S. maydis e S. macrospora como fungos de
solo, tendo como critério a sobrevivéncia saprofitica nos restos culturais. Esses autores ndo
consideram a necessidade de estruturas especiais de repouso ou a probabilidade de sobreviverem

como conidios livres, como critério para incluir as duas espécies como fungo de solo.

2.7.2 Disseminagéo

A semente infectada € um dos principais veiculos de disseminacéo de S. maydis, sendo
responsavel pela introducdo do fungo em novas &reas de cultivo, mesmo distantes de seu local de
producéo, como detectado pelo servico de quarentena do Japdo em sementes importadas dos
Estados Unidos (DAI et al., 1987). MACDONALD & CHAPMAN (1997), em testes de
sanidade de sementes de diferentes paises, detectaram com freqiiéncia a presenca do fungo S.

maydis.
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A disperséo vertical e horizontal dos conidios de S. maydis a partir dos restos culturais
naturalmente infectados foi recentemente relatada por CASA et al. (2004). Os dados
demonstraram que mais de 60% dos conidios de S. maydis foram coletados até altura de 25
cm. Esses valores ajudam a compreender porque as podriddes causadas por Stenocarpella em
milho apresentam sintomas frequentes e tipicos na base do colmo, normalmente no primeiro e
segundo entrend. Os conidios de S. maydis capturados acima de 50 cm de altura
possivelmente sdo responsaveis por uma das vias de inoculagdo dos fungos nas espigas.
MARIO et al. (1998) determinaram que 0s esporos produzidos nos restos culturais foram

responsaveis pela infecgdo de grdos de milho no campo.

2.7.3 Infeccéo e colonizagéo

A podrid&o da base do colmo pode ter origem com a infec¢do nos 6rgéos abaixo do nivel
do solo, a partir do indculo presente nas sementes infectadas (McNEW, 1937) ou nas raizes
infectadas (CRAIG & HOOKER, 1961). De modo geral, o processo mais freqliente de infeccéo
dos colmos, ocorre com indculo proveniente dos residuos culturais. A velocidade de colonizagéo
de S. maydis em colmos inoculados € maior uma a trés semanas ap6s a antese (HOOKER,
1957), sendo inibida em tecidos com células vivas (PAPPELIS & SMITH, 1963), predominantes
nos entrenos dos colmos antes da floracdo. CHAMBERS (1988) demonstrou ndo haver diferenca
significativa entre a podriddo medular do colmo com inoculagbes na metade do periodo de
polinizacdo e 18 dias apds. Segundo LATTERELL & ROSSI (1983), a infecgdo na espiga por S.
maydis é maior algumas semanas apos a polinizagéo.

Normalmente a infec¢éo da espiga ocorre a partir de esporos disseminados pelo vento,
que ao germinarem na presenca de &gua sobre o tecido do hospedeiro, emitem o tubo
germinativo, penetrando diretamente a palha da espiga (SHURTLEFF et al., 1976; BENSCH,
1995). BENSCH et al. (1992) determinaram que suspenséo de conidios de S. maydis inoculada
no colmo atras da espiga, no periodo de polinizagéo, resulta na maior incidéncia da podrid&o da
espiga. Por outro lado, KLAPPROTH & HAWK (1991), obtiveram maior intensidade de
infeccdo com injecdo da suspensdo de esporos de S. maydis dentro da espiga. Posteriormente,
BENSCH (1995) determinou que a colonizagdo do fungo na base da espiga, com posterior
ramificacdo do micélio para a ponta da mesma, ocorreu pela inoculagdo dos conidios de S.
maydis entre a bainha foliar e o colmo. A infecco natural ocorre principalmente no periodo de

duas a trés semanas ap0s a polinizacdo, com clima Umido e temperatura de 28-30 °C
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(SHURTLEFF, 1992).

A germinagdo dos conidios de S. maydis sobre os tecidos do colmo e da bainha foliar
ocorreu apos 5 h de incubagdo a 30°C (BENSCH et al., 1992), com penetragdo e colonizagéo da
hifa do fungo inter e intracelular. A colonizagdo foi acompanhada pela degeneracéo das paredes
da célula, demonstrando haver atividade de enzimas

O alto nivel de N e baixo de K, a alta densidade de plantas e a redugéo da érea foliar
devido a outras doencas, 0 granizo ou danos por insetos, podem também predispor as plantas a
infec¢éo de Stenocarpella (DODD, 1980; SMITH & WHITE, 1988).

O efeito da temperatura e do periodo luminoso no crescimento do micélio e
germinacgdo de esporos de S. macrospora e S. maydis foi determinado em meio de batata-
sacarose-agar e agar-agua sob condigdes controladas (CASA et al., 2007). No entanto, ndo foi
encontrado na literatura dados sobre substratos naturais, temperatura e luminosidade ideal

para induzir a esporulacdo de S. maydis.

2.7.4 Sobrevivéncia

O fungo S. maydis sobrevive principalmente na forma de micélio no endosperma e no
embrido das sementes de milho. CASA et al. (1998a) relataram uma frequiéncia média de 18,5 e
21,4% de Stenocarpella spp. em sementes de milho produzidas em lavouras do sul e do sudeste
do Brasil, safra 94/95 e 95/96, respectivamente, tratadas comercialmente com fungicidas.

O fungo S. maydis também sobrevive saprofiticamente na resteva de milho, colonizando
os tecidos celulares e formando picnidios subepidérmicos. No sistema plantio direto os restos
culturais do milho s8o deixados na sua totalidade sobre a superficie do solo. O posicionamento
da palha sobre o solo torna sua decomposi¢do mais lenta, o que aumenta o periodo de
sobrevivéncia dos patégenos necrotréficos, durante a fase saprofitica (CASA, 2000; CASA et al.,
2003). Dessa maneira, 0 indculo encontra-se num posicionamento ideal para esporulacao,
liberagéo e disperséo (CASA, 2000). Por isso, a intensidade de diplodia no sistema plantio direto
é maior sob monocultura (MORA & MORENO, 1984; FLETT & WEHNER, 1991). O
desenvolvimento e o periodo de sobrevivéncia de picnidios de S. maydis sdo maiores nos restos
culturais na superficie do solo (FLETT et al., 1992). Esses autores verificaram 11 meses apos a
colheita a producéo de 90,6 e 37,9 picnidios/cm? de palha e 39,5 e 24,3% de esporos germinados,
respectivamente, para 0s restos culturais remanescentes na superficie do solo e enterrados.

CASA et al. (2003) detectaram uma viabilidade de S. maydis superior a 90% em colmos de
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milho mantidos na superficie do solo até 320 dias de exposi¢&o no campo.

Pouco se conhece a respeito da possibilidade de S. maydis sobreviver como conidios ou
clamidosporos livres no solo. CRAIG & HOOKER (1961) infestaram o solo com S. maydis, em
casa-de-vegetacdo, e observaram em estudo histolégico que a infeccdo do colmo pode se
processar a partir de raizes infectadas, pelo indculo presente no solo. CASA (1997) observou a
morte de plantas e sintomas de podridao radicular 21 dias ap6s a infestagdo do solo com conidios
de S. maydis e S. macrospora. Nesse caso, utilizou-se solo autoclavado, com semeadura do
milho logo apds a adicéo do indculo no solo, demonstrando a capacidade dos conidios presentes
livres no solo em parasitar as plantulas. No entanto, ndo se conseguiu posteriormente determinar
a densidade de inoculo no solo e a viabilidade dos conidios apds a retirada das plantas,
demonstrando a necessidade de mais estudos para esclarecer a possibilidade dos conidios livres

no solo constituirem-se em fonte de inéculo.

2.8 CONTROLE

O controle integrado de S. maydis tem preconizado o uso de sementes sadias,
tratamento de sementes (CASA et al., 1998b), rotagdo de culturas (FLETT & MCLAREN,
2001), utilizagdo adequada da populagéo de plantas (DENTI & REIS, 2001; TRENTO et al.,
2002) e equilibrio nutricional, principalmente excesso de nitrogénio e baixos niveis de
potéssio (WHITE, 1999).

O uso de variedades resistentes para podriddes do colmo e espiga tem sido estudado
pelas empresas produtoras de sementes por ser medida eficiente de controle (WHITE, 1999;
REIS et al., 2004).

2.8.1 Resisténcia genética a diplodia

A resisténcia genética de plantas de milho a Stenocarpella vem sendo investigada ha
décadas em diversas partes do mundo (KOEHLER, 1951; PAPPELIS et al., 1973; ANDERSON
& WHITE, 1994), principalmente por técnicas de inoculagdo em diferentes sitios de infeccéo e
em diferentes estadios de desenvolvimento da planta (FOLEY, 1960; ULLSTRUP, 1970;
PEREIRA & PEREIRA, 1976; CHAMBERS, 1988; KLAPPROTH & HAWK, 1991;
BIZZETTO et al., 2000), o que tem esclarecido, em parte, os processos de infecgdo, colonizagéo

e expressdo dos sintomas em diversas variedades, apesar da dificuldade de repetibilidade do grau
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de resisténcia (FLETT & MCLAREN, 1994; VAN RENSBURG & FERREIRA, 1997).

A reducdo do nivel de aglcar no colmo das plantas de milho determina a senescéncia
destes, que é indicada pela diminuigéo da densidade da medula. As plantas com tecido senescido
estdo mais predispostas aos agentes causais das podriddes do colmo (CRAIG & HOOKER,
1961), sendo que, aparentemente, a sintese celular de substancias de resisténcia diminui (BE
MILLER & PAPPELIS, 1965). DODD (1980), também relata que a senescéncia ou a morte
celular dos tecidos precede & podriddo do colmo. No caso de espigas, KOEHLER (1951),
relacionou a resisténcia a podriddo com o bom empalhamento da espiga.

No Brasil, os hibridos comerciais de milho tém sido classificados quanto a sua resisténcia
as podridBes do colmo e da espiga, e em algumas situacdes em relacdo a incidéncia de gréos
ardidos (DENTI et al., 2002; CASA et al., 2005a; CASA et al., 2005b; RIBEIRO et al., 2005;
KUHNEM JUNIOR et al., 2007a; KUHNEM JUNIOR et al.,, 2007b; CASA et al., 2007a).
Entretanto, ndo existe uma descrigdo clara da reacdo dos materiais genéticos especificamente
para cada patégeno. Até o momento desta revisao, existem 302 cultivares de milho disponiveis
para comercializagdo na safra 2008/09 no Brasil (CRUZ & PEREIRA FILHO, 2008), no
entanto, nenhuma apresenta informagdo sobre reacéo a Stenocarpella. No caso de podridao da
espiga, o hibrido X 9403 apresentou menor incidéncia de S. maydis, quando comparado com 0s
hibridos P3041, C808, C901, XL212 e Ag9012 (MARIO & REIS, 2003).

2.8.2 Producéo de indculo

Para producdo de indculo de fungos visando trabalhos de inoculacdo e determinacédo
da reacdo de suscetibilidade a patégenos, podem ser empregados meios contendo solugdes e
substancias nutritivas necessarias ao seu desenvolvimento e reproducdo (ZAUZA et al.,
2007). Espécies do género Stenocarpella caracterizam-se pelo rapido crescimento micelial e
pela reduzida esporulagdo em meios de cultura (WHITE, 1999).

Meios de cultura como BDA (batata + dextrose + 4gar) (MORANT et al., 1993), BSA
(batata + sacarose + &gar) (CASA et al., 2007), FAA (farinha de aveia + 4gar) (JONG &
EDWARDS, 1991) e extrato de malte-levedura + &gar (BIZZETTO et al., 2000) sdo
comumente utilizados para producdo micelial de Stenocarpella, porém com baixas
esporulacdes. MORANT et al. (1993) recomenda a adicdo de biotina para estimular a
esporulacéo de S. macrospora.

Diversos substratos naturais sao citados na literatura a fim de promover a esporulagao
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de fungos para trabalhos que utilizam inoculagdo artificial. Entre eles, destacam-se grdos de
aveia, arroz, centeio, milho, soja e sorgo (MELGAR & ROY, 1994; DHINGRA &
SINCLAIR, 1995; HARTMAN et al., 1997; TOLEDO et al., 2004; KLINGELFUSS et al.,
2007). No caso de Stenocarpella os substratos mais utilizados sdo colmos de milho (CASA et
al., 2007), grdos de sorgo (ULSTRUP, 1970) e grdos de aveia (MORANT et al., 1993).
Mesmo assim, nestes casos a quantidade de in6culo produzida e baixa e um longo tempo €
demandado para sua producéo em niveis satisfatorios.

Além do meio de cultura, a temperatura e a luminosidade sdo fatores essenciais para
estimular a esporulagdo dos fitopatdgenos (DHINGRA & SINCLAIR, 1995). Segundo
GRIFFIN (1994) a temperatura influéncia a producéo de proteinas e enzimas responsaveis
pela manutengdo da célula fungica. A luminosidade exerce efeito sobre a célula fungica,
induzindo ou inibindo a formacéo de estruturas de reproducéo, embora haja algumas espécies
que sdo indiferentes a quantidade ou qualidade da luz (HAWKER, 1957).
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3 EFEITO DE SUBSTRATOS NATURAIS, TEMPERATURA E FOTOPERIODO NA
ESPORULACAO E VIABILIDADE DE CONIDIOS DE Stenocarpella maydis

3.1 RESUMO

A podriddo da base do colmo e a podriddo branca da espiga do milho causada pelo
fungo Stenocarpella maydis é freqlente na regido sul do Brasil em &reas de monocultivo. Ha
pouca informagdo sobre aspectos da fisiologia, as amplitudes térmicas e aos regimes de luz
favoraveis a esporulacdo do fungo sobre substrato natural. O objetivo deste trabalho foi
determinar método fécil, rdpido, reproduzivel e de baixo custo para induzir a esporulacdo de
S. maydis. O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina CAV/UDESC, Lages,
SC, em 2008. O isolado monospdrico do fungo S. maydis foi obtido de grdos de milho
naturalmente infectados oriundos de Abelardo Luz, SC. Os substratos naturais testados foram
grdos de sorgo, trigo, aveia branca, aveia preta, centeio, cevada e milho. Submetido as
temperaturas de 21, 24, 27, 30 e 33°C, em regimes de luz continua, escuro total e fotoperiodo
de 12 horas. Cada substrato (20 g de gréos) foi embebido em 100 mL de agua por 24 horas em
erlenmyers. Ap6s a remogdo do excesso de agua os grdos foram submetidos a esterilizacdo
por meio de duas autoclavagens, com intervalo de 24 horas entre cada processo. Em cada
erlenmeyer foram inseridos trés discos de micélio do fungo. O material foi incubado em
camara de crescimento nas respectivas temperaturas e regimes de luz. Para cada tratamento
foram utilizadas trés repeticdes. A avaliacdo do nimero conidios por grama de gréos e a
viabilidade dos conidios foi quantificada aos 15 dias de incubagdo. Posteriormente foi
realizado um ensaio com o melhor substrato a fim de avaliar diferencas entre cultivares e
tempo de incubacdo na producéo e viabilidade de conidios. Os grdos de cevada, aveia preta e
trigo foram os melhores para producéo de conidios. O substrato a base de grdos de cevada
apresentou a maior producdo, com 67.600 conidios/g de grdos na temperatura de 27 °C e

fotoperiodo de 12 h. Existe variacdo entre cultivares de cevada para niumero de conidios, no
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entanto ndo foi verificada para viabilidade de conidios.

Palavras-chave: Conidios. Diplodia. producgdo de in6culo. Zea mays.

3.1.1 Abstract: Amount between natural substrate, temperature and photoperiod on

Stenocarpella maydis conidia sporulation and viability.

The corn stalk rot caused by the fungus Stenocarpella maydis is frequent in areas of
monoculture in South Brazil. There is little information on physiological aspects and
favorable temperature and light ranges on the fungus sporulation in natural substrates. The
objective of this study was to determine an easy, quick and reproducible method by relative
low cost to induce the S. maydis sporulation. The experiments were carry out at the Plant
Pathology Laboratory in the Centro de Ciéncias Agroveterinarias- CAV/UDESC, during the
years 2007/08. The S. maydis monosporic isolate was obtained from commercial crops
naturally infected in the Aberlado Luz County, Santa Catarina State. The natural substrates
composed by grains of sorghum, wheat, white and black oat, rye, barley and maize were
submitted to temperatures of 21, 24, 27, 30 and 33°C on continuous light systems and
darkness by period of 12 hours. Each substrate (20 g of grain) was soaked in 100 mL of water
for 24 hours in Erlenmeyer. After removal of excess water, the grains were sterilized twice in
autoclave by 20 min at 127°C. In each flask were added three disks of fungus mycelium. The
material was incubated in growth chamber according to the different temperatures and light
regimes. For each treatment three replicates were used. The assessment of the conidia number
per gram of grains and conidia viability were measured at 15 days of incubation. Subsequent
tests were done with the best natural substrates with the objective to evaluate differences
between cultivars and the incubation period on the conidia production and viability. The
grains of barley, black oat and wheat were the best ones for S. maydis conidia production and
viability. The barley grain substrate presented the highest conidia production with 67,600
conidia/g of grains at the temperature of 27°C and 12 h of photoperiod. There is conidia

amount variation among barley cultivars, which was not checked for viability of conidia.

Keywords: Conidia. Diplodia. inoculum production. Zea mays.
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3.2 INTRODUCAO

O fungo Stenocarpella maydis (Berkeley) Sutton [Sin. Diplodia maydis (Berkeley)
Saccardo causa podriddo do colmo e espiga em milho (WHITE, 1999). A qualidade dos gréos
é alterada direta ou indiretamente quando séo infectados podendo produzir micotoxinas, que
ocasionam danos a salide humana e animal (MARASAS et al., 1984).

No Brasil, a ocorréncia de S. maydis causando podridao da base do colmo ou podridéo
branca da espiga é freqliente nas lavouras de milho conduzidas em &rea de sistema plantio direto
sob monocultura (REIS et al., 2004; CASA et al., 2006).

Em Santa Catarina a oferta de milho é inferior a demanda (ICEPA, 2008). Na regido
oeste do estado concentra-se a maior parte da produgdo de milho, que é absorvida pela
avicultura e suinocultura (ZAMPIERI & SILVA, 2005). A pratica de semeadura direta do
milho em monocultura representa uma atividade muito adotada entre os pequenos e médios
produtores do estado de Santa Catarina (RIBEIRO et al., 2005). A ocorréncia de podriddes de
colmo, espiga e grdos ardidos em milho, incluindo a presenga de S. maydis, vem sendo
monitorada com freqiiéncia no estado de Santa Catarina (CASA et al., 2005b; RIBEIRO et al.,
2005; KUHNEM JUNIOR et al., 2007a; KUHNEM JUNIOR et al., 2007b; CASA et al., 2007a).

O uso de variedades resistentes para podriddes do colmo e espiga tem sido estudado
pelas empresas produtoras de sementes por ser medida eficiente de controle (WHITE, 1999;
REIS et al., 2004). No entanto, no Brasil, ndo ha informagdo especifica sobre a reacdo de
variedades de milho disponiveis para safra 2008/09 quanto a suscetibilidade & S. maydis
(CRUZ & PEREIRA FILHO, 2008)

Gendtipos de milho sdo periodicamente avaliados visando obter materiais com niveis de
resisténcia a S. maydis. A selecéo pode ser feita em condi¢Bes naturais de campo (KOEHLER,
1951; PAPPELIS et al., 1973; ANDERSON & WHITE, 1994; MARIO et al., 2002) ou
inoculagéo artificial (BENSCH et al., 1992; BENSCH & VAN STADEN, 1992; BIZZETTO et
al., 2000; SILVA et al., 2005). A selecéo de variedades de milho resistentes em programas de
melhoramento genético, onde se utiliza métodos de inoculagdo artificial, demanda grande
quantidade de indculo, fazendo-se necessério otimizar a producdo massal de conidios
(ULLSTRUP, 1970).

Diversos substratos naturais sao citados na literatura a fim de promover a esporulagao
de fungos para trabalhos que utilizam inoculagdo artificial. Entre eles, destacam-se grdos de
aveia, arroz, centeio, milho, soja e sorgo (PEREIRA & PEREIRA, 1976; BENSCH & VAN
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STADEN, 1992; MELGAR & ROY, 1994; HARTMAN et al., 1997; TOLEDO et al., 2004;
KLINGELFUSS et al., 2007). Além do substrato, a temperatura e a luminosidade séo fatores
essenciais para estimular a esporulacdo dos fitopatogenos (DHINGRA & SINCLAIR, 1995).
Como S. maydis apresenta baixa e lenta esporulagdo em meios agarizados, resultando
em baixa concentracdo de in6culo, esse trabalho objetivou avaliar o efeito de substratos
naturais em diferentes temperaturas e fotoperiodos sobre a producdo e a viabilidade de

conidios de S. maydis.

3.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina, CAV/UDESC, Lages, SC,
durante os anos de 2007 e 2008.

O isolado monospdrico de S. maydis foi obtido de sementes de milho naturalmente
infectadas, coletadas em lavoura comercial na regido de Abelardo Luz, SC, e encontra-se
depositado na Micoteca do Laboratério de Fitopatologia do CAV/UDESC.

Previamente foi realizado um ensaio com 20 substratos naturais, compostos de gréos,
fragmentos de folhas e colmos, afim de selecionar os mais promissores (Tabela 1). O processo
foi repetido duas vezes.

Foram descartados os substratos naturais que ndo apresentaram caracteristicas
desejaveis em qualquer etapa de preparagdo, manutencdo, producdo e contagem de conidios.
Os gréos de linho e o trigo em flocos apds autoclavados apresentaram aspecto pastoso (Figura
4) de dificil separacéo sob agitacdo. Os grdos de feijdo azuki, de canola e de grdo de bico
apresetaram uma substancia de coloracdo amarelo-negra (Figura 5), com aspecto de mela e
baixa produgdo micelial sem formacéo de picnidios. Os trés tipos de grdos de arroz e os gréos
de gergelim apresentaram baixa producgdo de micélio e contaminacdo em todas as repeticoes
(Figura 6). Os graos de milho crioulos I e 1l e os fragmentos de colmos e folhas de milho né&o

apresentaram formacao de micélio e picnidios (Figura 7).



Tabela 1 - Substratos naturais utilizados no ensaio preliminar. Lages/SC, 2008.
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Substrato Natural

1. Arroz Branco

2. Arroz Integral Feijao
3. Arroz Parboilizado
4. Aveia Branca

5. Aveia Preta

6. Canola

7. Centeio

8. Cevada

9.Colmo de Milho

10. Feijdo Azuki

11
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Folha de Milho
Gergilim

Gréo de Bico
Linho

Milho Amarelo
Milho Crioulo |
Milho Crioulo 1l
Sorgo

Trigo

Trigo em Flocos

Figura 4 - Trigo em flocos (A) e linho (B) com aspecto pastoso ap6s a autoclavagem.



Figura 5 - Coloragdo negra, de aspecto de mela em gréos de feijao akuzi.

Figura 6 - Detalhe de gréos de gergilim (A) e arroz (B) sem formagéo de picnidios e com contaminac&o.

36
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Figura 7 - Folhas (A), grdos (B) e colmo (C) de milho com baixa formacdo de micélio e sem presencga de
picnidios.

Ensaio I: Graos de cereais, temperaturas e fotoperiodos sobre esporulacdo e germinacdo de

conidios Stenocarpella maydis

Foi conduzido experimento fatorial incluindo sete substratos naturais selecionados
previamente, cinco temperaturas e trés fotoperiodos, com quatro repeti¢cées no delineamento
inteiramente causalizado, avalindo o nimero de conidios/g de substrato e a viabilidade dos
conidios aos 15 dias de incubacao.

Foram utilizados como substratos naturais grdos de sorgo, trigo, aveia branca, aveia
preta, centeio, cevada e milho, nas temperaturas de 21, 24, 27, 30 e 33 °C, sob trés regimes de
luminosidade, luz continua, escuro total e fotoperiodo de 12 h de luz, iniciando-se o
experimento com periodo de 12 h sob luz nos tratamentos com luz.

Os substratos foram acondicionados em cameras de crescimento, com controle de
temperatura e iluminacdo fornecida por quatro lampadas Philips 15 W/75 (luz do dia)
distanciadas 5 cm dos erlmneyers (Figura 08).

A producdo do micélio de S. maydis do isolado monosporico foi feita em placas de
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Petri de 80 mm de didmetro, contendo meio de cultura de BDA (batata-dextrose-agar = 39 ¢
de 1.000 mL de agua). Do isolado monosporico foram feitas trés repicagens referentes aos
trés fotoperiodos, onde foram rodadas todas as temperaturas utilizando cinco camaras de

crescimento.

Figura 8 - Camaras de crescimento (A) e detalhe do fornecimento de luz pelas lampadas Philips 15 W/75 (B).

Foram utilizados erlenmeyers com volume de 250 mL de capacidade com 20 gramas
de cada grdos, embebidos em 100 mL de agua por 24 horas, com posterior remog¢ao do
excesso e esterilizacdo por meio de duas autoclavagens, por 20 minutos a temperatura de

127°C, com intervalo de 24 h entre cada processo (Figuras 09).

Figura 9 - Erlenmeyers com volume de 250 mL de capacidade com 20 gramas de grdos cada(A), embebidos em
100 mL de &gua por 24 horas (B).
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Apos o resfriamento dos grdos, cada erlenmeyer recebeu trés discos de micélio do
fungo de 5 mm de didmetro, provenientes de colonias de seis dias de idade (Figura 10). Sendo
levado posteriormente para a incubadora de acordo com seu respectivo tratamento.

A cada cinco dias todos erlenmeyers foram agitados de forma manual e suave por

aproximadamente 10 segundos para homogenizagdo e compactacdo dos gréos.

Figura 10 - Col6nia de Stenocarpella maydis com seis dias de idade (A), detalhe dos discos de 5 mm de didmetro
(B) e repicagem dos discos para erlenmeyers apds resfriamento (C).

Aos 15 dias os erlenmeyers foram retirados das camaras de crescimento. Com auxilio
de uma espatula flambada, foi tranferido 2 g de substrato de cada erlenmeyer para tubo de
ensaio contendo 20 mL de agua destilada e esterilizada (solu¢do estoque de 1.000 mL de agua
+ 1 gota de espalhante Tween 10) (Figura 11). A mistura foi agitada de forma manual e
vigorosa para liberar os esporos em suspensao. Posteriormente, com auxilio de uma pipeta
foram retiradas quatro aliquotas de 0,03 mL da suspensdo de cada tubo e colocadas em
ldminas microscopicas. A contagem do numero de conidios por aliquota foi feita em
microscopio Otico com aumento de 40 vezes. Por regra de trés calculou-se o nimero de
conidios por mL de suspensdo, com posterior multiplicacdo por 10 para obtencdo do niimero

de conidios por grama de substrato.



40

Figura 11 - Tubos de ensaio contendo 20 mL de agua destilada e esterilizada (solugdo estoque de 1.000 mL de
agua + 1 gota de espalhante Tween 10) + 2 g de substrato de cada erlenmeyer.

Também foi pipetado 1,0 mL da suspensdo para placas de Petri contendo &gar-agua a
1% para determinar a germinacdo dos conidios considerando a viabilidade dos conidios. As
placas foram colocadas nas camaras de crescimento com temperatura de 25 °C e luz continua
durante 6 h. A germinag&o dos conidios foi observada diretamente nas placas sob microscdpio
6tico, com magnitude de 40 vezes (Figura 12). Foram examinados 50 conidios por placa de
Petri, considerando germinado o conidio que apresentou tubo germinativo com comprimento

igual ou maior que a maior largura do conidio (Casa et al., 2007).

Figura 12 - Germinacdo de conidios de Stenocarpella maydis em placas de petri contendo &gar-agua.
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Os resultados obtidos do numero de conidios/g de substrato e a viabilidade dos
conidios foram transformados em \(x+1) e submetidos a anélise de variancia, posteriormente
analisados pela comparacdo de médias pelo teste de Bonfferroni ao nivel de 1% de

significancia.

Ensaio Il: Producdo e viabilidade de conidios de Stenocarpella maydis em grdos de

cultivares de cevada em funcéo do tempo de incubacéo

Foi conduzido experimento fatorial incluindo quatro cultivares de cevada,
selecionadas no ensaio anterior como o substrato natural mais promissor, na temperatura de
27°C e fotoperiodo de 12 h, com quatro repeti¢es. Delineamento inteiramente causalizado,
avaliando o nimero de conidios/g de cevada e a viabilidade dos conidios aos 10, 15, 20, 25 e
30 dias de incubagéo. Foram utilizadas as cultivares de cevada Scarlet, Borema, MN 610 e

MN 721. O ensaio foi conduzido com procedimento igual ao ensaio descrito anteriormente.

Ensaio Ill: Efeito de substratos naturais, temperatura e fotoperiodo na esporulacdo e

viabilidade de conidios Stenocarpella macrospora

O isolado monospdrico de S. macrospora foi obtido de colmos de milho naturalmente
infectados, coletadas em lavoura comercial na regido de Capinzal, SC, e encontra-se
depositado na Micoteca do Laboratério de Fitopatologia do CAV/UDESC.

Foi conduzido experimento fatorial incluindo sete substratos naturais: gréos de sorgo,
trigo, aveia branca, aveia preta, centeio, cevada e milho, nas temperaturas de 21, 24, 27, 30 e
33 °C, sob trés regimes de luminosidade, luz continua, escuro total e fotoperiodo de 12 h de
luz, iniciando-se o experimento com periodo de 12 h sob luz nos tratamentos com luz.

O ensaio constou de quatro repeticdes no delineamento inteiramente causalizado,
avalindo o nimero de conidios/g de substrato e a viabilidade dos conidios aos 15 dias de
incubacéo.

O ensaio foi conduzido com os mesmo procedimentos descritos para S. maydis.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio |: Gréos de cereais, temperaturas e fotoperiodos sobre esporulagdo e viabilidade de

Stenocarpella maydis

Houve diferenca estatistica significativa para fotoperiodo, temperatura, substrato e
suas interagBes, incluindo a interacdo tripla, tanto para o niamero de conidios/g de substrato
quanto para viabilidade de conidios (Tabela 2). Demonstrando que S. maydis responde
diferentemente em cada substrato aos estimulos de temperatura e de luminosidade na

producdo e viabilidade dos conidios.

Tabela 2 - Andlise de variancia para nimero de conidios/g de substrato e viabilidade de conidios de
Stenocarpella maydis, para fotoperiodo, temperatura e substrato. Lages/SC, 2008.

Q.M.
F.V. GL Conidios/g de subst. Viabilidade
Fotoperiodo (F) 2 82.329* 1261,80*
Temperatura (T) 4 82.339* 454,58*
FxT 8 9.359* 164,30*
Substrato (S) 6 20.019* 97,88*
FxS 12 2.760* 136,29*
TxS 24 3.706* 27,71*
FXTxS 48 1.899* 23,44*
Erro 315 7,31 4,89
Total 419 - -
C.V. - 16,72 12,22

*significativo ao nivel de 1% de significancia pelo teste F.

Né&o houve diferenca significativa entre o fotoperiodo de 12 e 24 h de luz na producéo
e viabilidade de conidios (Tabelas 3 e 4). No escuro continuo foi observado menor producéo e
viabilidade de conidios na média de todas as temperaturas e substratos diferindo
significativamente dos outros fotoperiodos (Tabelas 3 e 4). A luminosidade pode exercer
efeito indutor ou inibidor sobre a formagéo de estruturas reprodutivas (BRUNELLI et al.,
2006). Estes mesmos autores determinaram que a falta de luminosidade foi fator inibitério na
esporulacéo de Cercospora zeae-maydis. Para HANADA et al. (2002) a luminosidade foi um
fator fundamental na esporulacdo de Mycosphaerella fijiensis, uma vez que no regime de

escuro continuo o fungo ndo esporulou. TRIONE & LEACH (1969) relataram que, para
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fungos cuja esporulacéo é induzida pela luz, este agente fisico age diretamente na ativagéo de
enzimas-chave envolvidas na esporogénese. Embora haja algumas espécies que sdo
indiferentes a quantidade ou qualidade da luz (HAWKER, 1957). CASA et al. (2007)
verificaram aumento de 30% na germinagdo de conidios de S. macrospora em meio de BSA
sob luz continua quando comparado aos mantidos no escuro. Estes mesmos autores relatam

que para S. maydis ndo ocorreram tais diferencas.

Tabela 3 - NUumero de conidios de Stenocarpella maydis por g/substrato para fotoperiodo, temperatura e
substrato natural. Lages/SC, 2008.

Fotoperiodo (h) Temperatura (°C) Substrato N° de conidios/g de subst.
12 - - 5.900 a
24 - - 5.700 a
0 - - 660 b
- 27 - 11.000 a
- 24 - 5.700 b
- 30 - 2900 c
- 21 - 700 d
- 33 - 80 d
- - Cevada 11.800 a
- - Aveia Preta 4.100 b
- - Trigo 4100 b
- - Centeio 2700 c
- - Sorgo 2600 c
- - Aveia Branca 1.900 cd
- - Milho 1.300 d

*letras iguais ndo diferem pelo teste de Bonferroni ao nivel de 1% de significancia.

Tabela 4 - Viabilidade de conidios de Stenocarpella maydis por fotoperiodo, temperatura e substrato natural.
Lages/SC, 2008.

Fotoperiodo (h) Temperatura (°C) Substrato Viabilidade (%)
24 - - 57 a
12 - - 55a
0 - - 24 b

- 27 - 57 a

- 24 - 56 a

- 30 - 48 b
- 21 - 43 ¢
- 33 - 22 d
- - Cevada 60 a

- - Aveia Preta 48 b
- - Trigo 47 b
- - Centeio 43 ¢
- - Sorgo 42 ¢
- - Aveia Branca 37 d
- - Milho 33 e

*letras iguais ndo diferem pelo teste de Bonferroni ao nivel de 1% de significancia.
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Com relagdo as temperaturas analisadas, em todos os tratamentos na temperatura de
33°C observou-se alteracdo da coloracdo do micélio de S. maydis de branco para verde-oliva
(Figura 13), e baixa esporulagdo. A temperatura de 27°C proporcionou a maior producéo de
conidios (11.000/g de grdaos) na média de todos os fotoperiodos e substratos diferindo das
demais temperaturas (Tabela 3). A temperatura de 27°C também obteve a melhor viabilidade
(57%), diferindo estatisticamente das demais temperaturas, exceto 24°C (56%) (Tabela 4).
Segundo BENSCH & VAN STADEN (1992), os conidios de S. maydis germinam no tecido
da planta ap6s 5 h de incubacio a 30°C. No entanto, a maioria dos trabalhos que visam obter
indeulo artificial utiliza temperaturas variando de 22 a 27°C (ULLSTRUP, 1970; HANADA
et al., 2002; NOZAKI et al., 2004; BRUNELLI et al., 2006; MAFACIOLI et al., 2008).

Figura 13 - Exemplo do micélio de Stenocarpella maydis com coloracdo verde-oliva submetido na temperatura
de 33°C.

O substrato natural que apresentou a maior producdo e viabilidade de conidios na
média de todos os fotoperiodos e temperaturas foi a cevada, com 11.800 conidios/g de gréo e
60% de germinacéo diferindo estatisticamente dos demais (Tabelas 3 e 4). A interagdo tripla
“cevada x 27°C x 12 h de fotoperiodo” proporcionou a maior producéo de conidios (67.600/g
de grdos) diferindo estatisticamente das demais interacfes triplas e a maior germinagédo
(93%), porém ndo diferindo dos demais substratos (Tabelas 5 e 6) (Figura 14). Do mesmo
modo, MORANT et al. (1993) obtiveram 86% e 96% de germinacgéo de conidios de S. maydis
em aveia e meio a base de sais minerais, respectivamente. BIZZETTO et al. (2000) estudando
producdo micelial e esporulacdo de S. maydis em gréos de sorgo, de aveia e meios de cultura

agarizados obtiveram o méaximo de 10.000 conidios/mL de suspensdo aos 15 dias de
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incubacdo. Para obter uma concentracdo de 1.200.000 conidios/ mL ULLSTRUP (1970)
precisou de 6 semanas de incubacdo com grdos de aveia a uma temperatura de 24°C e
fotoperiodo de 12 h. Comparativamente, grdos de cevada, na temperatura de 27°C e
fotoperiodo de 12 h obteve-se uma suspenséao de aproximadamente 700.000 conidios/ mL aos
15 dias de incubagdo, um pouco superior a metade do obtido por ULLSTRUP (1970), porém

em um periodo 12 vezes mais rapido.

Tabela 5 - Melhor interagdo tripla entre substrato natural, fotoperiodo e temperatura para nimero de conidios/g
de gréos de Stenocarpella maydis. Lages/SC, 2008.

Substrato Fotoperiodo (h) Temperatura (°C) conidios/gde gréos (n°)
Cevada 12 27 67.600 a

Aveia Preta 12 27 23.200 b

Trigo 12 27 19.000 bc
Centeio 12 27 15.000 bc

Sorgo 12 24 11.500 c¢

Milho 24 24 9.600 c¢

Aveia Branca 12 27 9.000 c

*letras iguais ndo diferem pelo teste de Bonferroni ao nivel de 1% de significancia.

Tabela 6 - Melhor interacdo tripla entre substrato natural, fotoperiodo e temperatura para viabilidade de conidios
de Stenocarpella maydis. Lages/SC, 2008.

Substrato Fotoperiodo (h) Temperatura (°C) Viabilidade (%)
Cevada 12 27 93a

Aveia Preta 12 27 Na

Milho 12 27 89a

Aveia Branca 12 27 85 ab

Sorgo 12 27 85 ab

Trigo 12 27 78 bc
Centeio 12 27 75 cC

*letras iguais ndo diferem pelo teste de Bonferroni ao nivel de 1% de significancia.

Figura 14 - Gréos de cevada incubados na temperatura de 27°C e fotoperiodo de 12 h por 15 dias.
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Embora trabalhos relacionem correlagdo entre producdo de conidios e teores
nutricionais dos meios de cultura e substratos naturais, principalmente teores de carbono e
nitrogénio (CUTRIM et al., 2006; MAFACIOLI et al., 2008), neste trabalho ndo foi
observado correlacdo entre a producdo de conidios e teores de proteina, fibra e gordura bruta
nos gréos (Tabela 7). No entanto GRIFFIN (1994) relata que a relagdo entre carbono e
nitrogénio é muito importante para o crescimento e esporulacdo dos fungos e ainda que a alta

concentracdo de nitrogénio inibe a esporulacéo.

Tabela 7 - Analise bromatol6gica dos substratos naturais e sua correlagdo com a producdo de conidios.
Lages/SC, 2008.

Substrato conidios/g de Proteina bruta (%)  Fibra Bruta (%) Gordura Bruta (%)
graos (n°)

Cevada 67.600 11,947 51,99™ 2,58"

Aveia Preta 23.200 14,91 38,91 6,12

Trigo 19.000 13,69 61,44 1,63

Centeio 15.000 14,78 50,15 2,71

Sorgo 11.500 7,81 62,21 4,01

Milho 9.600 9,01 55,35 4,84

Aveia Branca 9.000 10,16 49,09 4,58

*n.s. = ndo significativo pela analise de regressdo ao nivel de 5%.

Ensaio Il: Producdo e viabilidade de conidios de Stenocarpella maydis em grdos de

cultivares de cevada em funcdo do tempo de incubacéo

Houve diferenca estatistica significativa entre as quatro cultivares de cevada, o tempo
de incubacdo e sua interagdo na producdo de conidios de S. maydis (Tabela 8). O que

demonstra que cada cultivar de cevada responde diferente ao tempo de producéo de conidios.

Tabela 8 - Andlise de variancia para nimero de conidios de substrato de Stenocarpella maydis, para cultivares de
cevada. Lages/SC, 2008.

Q.M.
F.V. GL conidios/g de gréos (n°) viabilidade (%)
Cevada (C) 3 357.705* 53,58
Tempo (T) 4 472.622* 1.234*
CxT 12 90.730* 70,94
Repeticdo 5 41.107 18,59
Erro 95 17.833 36,33
Total 119 - -
C.V. - 40,22 7,33

*significativo ao nivel de 1% de significancia pelo teste F.
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A cultivar Scarllete apresentou a maior produgdo de conidios em todas as datas de
avaliacdo (Figura 15). Também foi a Unica cultivar a apresentar regresséo linear, ao contrario
das demais que apresentaram regressdo quadratica, porém todas significativas a 5% (Figura
15). Pela derivacdo das equagOes obteve-se o tempo de incubacdo que proporcionou a maior
producdo de conidios, o qual ocorreu aos 21, 23, e 22 dias para Borema, MN 610 e MN 721
(Figura 15).

Scarlette y = - 23287 + 3761,8x R* = 0,96
Borema y = - 66638 + 9919x - 230,9x? R? = 0,92 °
MN 610y = - 47212 + 7494x - 162,5x* R = 0,90

MN 721y = - 54334 + 8467x - 189,79x* R* = 0,72
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Figura 15 - NUmero de conidios de Stenocarpella maydis/g de substrato de quatro cultivares de cevado no
tempo.

Para a viabilidade de conidios ndo foi observado diferenca estatistica entre as
cultivares, no entanto foi verificado diferenca na viabilidade de conidios ao longo do tempo
de incubacdo (Tabela 8). Tal fato demonstra que ao contrério da produgdo de conidios, a
viabilidade dos mesmos independe da cultivar utilizada, sendo apenas dependente do tempo
de incubacdo (Figura 16). Observa-se também que a maior viabilidade de conidios (93%) foi
aos 15 dias de incubacdo, a qual decresce apés esta data. Se comparar com a producgéo de
conidios (Figura 15) observa-se que a data de maior producéo encontra-se proximo aos 22
dias, no entanto nesta data a viabilidade destes conidios € menor (85%) (Figura 16). Deste
modo, deve-se levar em consideragdo o numero de conidios viaveis para se estabelecer o

periodo de incubagdo adequado.
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Figura 16 - Germinagdo dos conidios de Stenocarpella maydis em grdos na média de quatro cultivares de cevada
no tempo.

Ensaio Ill: Efeito de substratos naturais, temperatura e fotoperiodo na esporulacdo e

viabilidade de conidios Stenocarpella macrospora

Todos os tratamentos apresentaram colonizagdo dos grdos pelo micélio de S.
macrospora. Com destaque para a temperatura de 24°C e fotoperiodo de 12 h.

Apenas a cevada e o milho apresentaram formagdo de alguns picnidios, os quais ndo
produziram ou escassamente produziram conidios, nas temperaturas de 24 e 27 °C, ambas no
fotoperiodo de 12 h. A baixa quantidade de conidios (menos de 15 conidios/g de substrato)
encontrados apenas nestes dois substratos para quantificacdo da produgdo e germinagéo de
conidios impossibilitou a obtengdo de resultados consistentes.

Sugere-se que trabalhos futuros explorem outros substratos naturais, com ou sem adicdo de
substancias que possam induzir a esporulagdo, como MORANT et al. (1993) que utilizaram
Biotina em meio de cultura de BSA para favorecer a esporulagéo e viabilizar a quantificacéo

da producéo e germinacdo de conidios de S. macrospora.
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CONCLUSAO

Nem todos os grdos de cereais, oleaginosas e fragmentos de milho podem ser usados
como substratos naturais na producdo de in6culo de S. maydis.

Os gréos de cevada, aveia preta e trigo foram os melhores substratos para produgéao de
conidios de S. maydis, com destaque para gréos de cevada.

A producdo e a germinacdo de conidios de S. maydis sdo influenciadas pela
temperatura e luminosidade, como melhor resposta a temperatura de 27°C e fotoperiodo de
12h.

A luminosidade é fator essencial para esporulagdo e germinagdo de conidios de
Stenocarpella maydis.

Existe variagdo entre cultivares de cevada para producéo de conidios de S. maydis,
porém ndo existe diferenca para viabilidade de conidios.

O método desenvolvido neste trabalho para producdo e germinacdo de conidios de S.
maydis pode ser considerado eficaz, rapido, barato e reproduzivel, podendo ser recomendado
para producdo massal de indculo.

O fungo Stenocarpella macrospora esporulou somente sobre grdos de cevada e milho,

porém com quantidade insuficiente para serem utilizados para producéo de in6culo.
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