Resisténcia de cultivares de milho (Zea mays L.) a
antracnose foliar no estddio de pléntula
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Resumo - A antracnose foliar, doenca causada pelo fungo Colletotrichum graminicola (Ces.), é considerada de
importancia nas regides produtoras de milho, sendo seu controle realizado unicamente por meio da resisténcia e
tratos culturais. Com o objetivo de avaliar a resisténcia de genétipos de milho a antracnose foliar foram testadas 72
cultivares em estadio de plantula, considerando-se a severidade e o periodo de incubacédo em cAmaras climatizadas
e em casa de vegetacdo. Para determinar a severidade da doenca, baseou-se na percentagem visual de area foliar
necrosada (zero a 100%). As cultivares testadas apresentaram diferencas quanto a severidade da doenca sem que
nenhuma pudesse ser considerada resistente. O periodo de incubacéo ndo permitiu diferenciar as cultivares avaliadas
quanto a resisténcia a mancha foliar de antracnose.

Termos para indexacao: Severidade, periodo de incubacéo, Colletotrichum graminicola.

Resistance of corn cultivars to anthracnose in the seedling stage

Abstract — Anthracnose leaf blight, a disease in maize caused by Colletotrichum graminicola (Ces.), is considered
very important in production areas whose control is achieved only through resistance and cultural practices. This
study was carried out with the objective of evaluating the resistance of 72 corn cultivars, in seedling age, to leaf
anthracnose, considering the severity and incubation period both in an acclimatized chamber and in a greenhouse.
The severity of the disease was determined based on the visual percentage of necrotic leaf area (zero to 100%). The
cultivars differed in the degree of severity of the disease although none could be considered resistant. The incubation

period did not permit differentiating the cultivars in relation to resistance to leaf spot of anthracnose.

Index terms: Severity, incubation period, Colletotrichum graminicola.

Introducao

O milho (Zea mays L.) é uma das
principais culturas agricolas
brasileiras e mundiais, ocupando, no
Brasil, uma 4rea agricola de
aproximadamente 52 milhdes de
hectares, representando 26% da area
colhida e 42% dos graos produzidos
no Pais. Na comparacdo com outros
paises, o Brasil é o terceiro maior
produtor, atras dos EUA e da China.
A produtividade brasileira, no
entanto, é de 3.650kg/ha, sendo
muito baixa quando comparada a
média dos dois principais paises
produtores, EUA e China, que é
aproximadamente 8.903kg/ha, o que
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tem como causas algumas
adversidades climéaticas, princi-
palmente a restricdo hidrica e a
incidéncia de doencas, tais como as
ferrugens, helmintosporiose,
cercosporiose e antracnose
(Brugnago Neto, 2007). Dentre elas,
a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum graminicola (Ces),
pode manifestar-se em qualquer
parte da planta, principalmente em
folha (Figura 1) e colmo. No Brasil, o
C. graminicola estd amplamente
distribuido nas regides produtoras de
milho (Cruz et al., 1996). A doenca
ocorre em todas as principais regioes
produtoras do Brasil e em qualquer
época de semeadura do milho

(Fernandes & Balmer, 1990). De
acordo com Bergstrom & Nicholson
(1999), lesoes foliares servem de fonte
de inéculo para infecgdes no colmo,
que podem causar tombamento da
planta, comprometendo a pro-
dutividade na ordem de 18% (Carson
& Hooker, 1981b) a 40% (Smith,
1976; Perkins & Hooker, 1979; White
et al., 1979; Callaway et al., 1992).

Devido as grandes extensodes de
areas plantadas, a utilizagdo da
sucessido em vez da rotacdo e ao uso
de cultivares com base genética
estreita, tem aumentado a ocorréncia
do C. graminicola nas regides
produtoras de milho (Barbosa, 2001,
Cruz et al., 1996).»
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O controle da antracnose consiste
no desenvolvimento de hibridos/
variedades resistentes. O controle
quimico aumenta o custo de producio
e apresenta riscos de contaminacao
do ambiente. Além disso, a eficiéncia
desses produtos depende do momento
da aplicacdo e das condigdes
ambientais. Portanto, a resisténcia
genética aliada a praticas culturais
é a medida que da sustentabilidade
a cultura do milho. Diante da
potencialidade da doencga, sobretudo
em sua forma foliar devido & maior
facilidade de disseminac¢ao dos
esporos, o emprego de gendtipos
resistentes surge como medida
promissora de controle (Silva, 1983).

A selecdo para resisténcia exige
precisdo nos testes fenotipicos,
principalmente naqueles relativos a
escolha de cultivares para uso em
cruzamentos visando a resisténcia a
antracnose foliar. O objetivo deste
trabalho foi avaliar em plantula o
grau de resisténcia do milho a
antracnose foliar.

Material e métodos
O experimento foi realizado no
Laboratoério de Fitopatologia e em

casa de vegetacao da Epagri/Centro
de Pesquisa para Agricultura
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Figura 1 Sintoma da infec¢ao do fungo Colletotrichum graminicola em

Familiar (Cepaf), em Chapecd, SC, no
ano de 2008. Foram avaliadas 72
cultivares de milho oriundas de
diversos programas de
melhoramento (Tabela 1) quanto a
severidade foliar causada por C.
graminicola e quanto ao periodo de
incubacio.

Obtencao do isolado de
Colletotrichum
graminicola

O isolamento de C. graminicola
foi realizado a partir de acérvulos
retirados de folhas de milho
provenientes de campos de produgdo

em Chapecé, SC, (isolado SC-01).
Para manutencgio da patogenicidade,
o isolado foi inoculado a cada dois
meses em plantulas de milho com
quatro a cinco folhas e reisolados
apos cada inoculacéo.

Semeadura dos
genotipos, preparo do
indéculo e inoculacao

Os genétipos de milho foram
semeados em vasos plasticos com
aproximadamente 400g de substrato
(marca Tecnomax), semeando quatro
sementes por vaso. A irrigacdo foi

realizada fornecendo cerca de 10ml
de dgua/vaso a cada 2 dias. As
plantas permaneceram em casa de
vegetacdo, adotando temperatura
média de 25°C. O delineamento
experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro repeticoes,
sendo cada unidade experimental um
vaso contendo quatro plantas.

Para obtencdo do inéculo, o
isolado monospérico SC-01 de C.
graminicola foi cultivado em placas
de Petri por um periodo de 20 dias
em meio de aveia-dgar (40g aveia,
17g agar, 1L agua), sob regime de
alternancia luminosa (12/12h) com
lampadas fluorescentes de 20W a
22°C. A suspensido do inéculo foi
obtida pela adi¢ao de 20ml de agua
destilada a cada placa e raspagem da
colénia com auxilio de espatula. O
sobrenadante foi filtrado com duas
camadas de gaze para eliminar os
fragmentos de micélio, e apés esse
periodo foram visualizadas sob
microscépio estereoscopico para
determinar a viabilidade dos
conidios, com a leitura 100 esporos/
placa de forma aleatédria.
Consideraram-se vidveis 0s esporos
nos quais o tubo germinativo era
maior do que o maior didmetro do
conidio. Conhecendo a viabilidade do
inéculo foi possivel corrigir uma
possivel discrepadncia quanto a
germinacao.

Ap6és a calibragem da
concentracdo da suspensio para 5,0
x 10° conidios viaveis/ml, foi
adicionado 0,01% do surfactante
Tween 80°. As inoculac¢des foram
feitas mediante pulverizacao das
folhas em plantas com 15 dias de
idade (estddio V2) (Ritchie &
Hanway, 1982). A pulverizacao foi
realizada com um atomizador
(modelo SGA 570 DeVilbiss Co.
Somerset, PA) acoplado a uma bomba
de ar aplicando aproximadamente
2ml de suspensdo de conidios por
repeticdo. As plantas inoculadas
foram mantidas em cAmara dmida
(98% UR, fotoperiodo de 12h, 25 +
1°C) e ap6s 24h foram transferidas
para casa de vegetacdo (25 = 2°C),
onde permaneceram até a avaliacdo.
A avaliacao da severidade dos
sintomas foi feita 10 dias apés a
inoculacdo, baseando-se na
percentagem visual de area foliar
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Tabela 1. Caracteristicas agrondmicas das cultivares de milho submetidas a avalia¢do de resisténcia a antracnose

foliar
Cultivar Tipo®? Ciclo® Textura do grao Cultivar Tipo® Ciclo® Textura do griao
DKB 789 HD P Semiduro SHS 4050 HD SP Duro
DKB 2040 S/1 S/1 S/1 SHS 4060 HD P Semiduro
DKB 234 HS SP Dentado SHS 4070 HD N Dentado
DKB 747 HD P Duro SHS 4080 HD P Semiduro
DKB 566 HT P Semidentado SHS 5050 HT SP Semiduro
DKB 330 HS SP Semidentado SHS 5070 HT SP Duro
DKB 979 HD P Semiduro SHS 5080 HT P Semiduro
AG 6018 HT SP Duro SHS 3035 S/1 S/1 S/1
AG 8021 HS P Semidentado AS 1533 S/1 S/I S/I
AG 9020 HS SP Dentado AS 1535 HSm P Semiduro
AG 2020 HD P Semiduro AS 1540 HSm P Semiduro
AG 6020 HD SP Duro AS 1548 HSm P Semiduro
AG 122 HD P Semidentado AS 1570 HS P Semiduro
AG 2040 HD P Semiduro AS 1575 HS P Semiduro
AG 2060 HD P Semiduro AS 3430 HT P Duro
AG 5011 HT P Dentado AS 3466 HT P Semiduro
AG 8011 HT P Dentado AS 3477 S/ S/1 S/
SCS154 Fortuna V P Duro AS 1567 HS S/1 Semiduro
SCS155 Catarina V P Duro AS 1545 HS P Semiduro
DOW 2B707 HS P Semiduro AS 1560 HS P Semiduro
DOW 2B587 HS P Semidentado AS 32 HP P Semiduro
DOW 2B688 HT P Semidentado AS 1565 HS P Semiduro
BM 1115 HS P Semiduro PRE 3601 S/1 S/ S/
BM 2202 HD P Semidentado BX 1382 HS P Semiduro
BM 810 HS P Semiduro BX 1149 HS P Semiduro
BM 620 HT SP Semiduro BR 205 HD P Semidentado
PL 6882 HT P Semidentado BR 206 HD P Semidentado
P 30F53 HS SP Semiduro BRS 1035 HS P Semidentado
P 30F36 HS P Semiduro BRS 2020 HD P Semiduro
P 30P34 HT 12 Semiduro SG 6418 HT P Duro
P 30R50 HS P Semiduro XGN 5303 S/ S/1 S/1
P 32R48 HS SP S/1 XGN 6211 S/1 S/1 S/1
SHS 5090 HT P Semiduro XGN 6302 S/1 S/1 S/
SHS 7070 HS P Duro XGN 6311 S/1 S/1 S/1
SHS 7080 HS P Semiduro XGN 7321 S/ S/1 S/1
SHS 3031 A% P Semiduro XGN 7326 S/ S/1 S/1

WHS = hibrido simples; HD = hibrido duplo; HT = hibrido triplo; V = variedade de polinizacdo aberta.
2 SP = Super precoce; P = precoce; HSm = hibrido simples modificado; N = normal. S/I = Sem informac&o.

Fonte: Embrapa, 2008.

necrosada (zero a 100%). Para
avaliacdo do periodo de incubacio, foi
utilizada uma lupa de mao de 40x de
aumento, iniciando-se 24 horas ap6s
a inoculacdo e finalizando no
aparecimento das primeiras lesdes
nas plantas. As avaliacées foram
realizadas periodicamente de 12 em
12 horas.

O experimento foi realizado duas
vezes de forma independente. Foram
realizadas andalises conjuntas dos

experimentos, uma vez que 0s
quadrados médios residuais nao
ultrapassaram a relacdo aproximada
de 2:1, conforme Banzatto & Kronka
(1989).

Os valores de severidade
determinados em cada cultivar foram
reunidos em trés grupos, pelo
procedimento “FASTCLUS”, uti-
lizando o método do “nearest
centroid”, tendo como medida de
dissimilaridade a distdncia eu-
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clidiana, ndo efetuando a eliminacéo
de nenhum “outlier”, aplicado
conjuntamente aos dois expe-
rimentos. O grupo 1 consistiu de
unidades amostrais com valores de
severidade mais baixos, o grupo 2
com valores intermedidrios e o grupo
3 com valores elevados. A andlise de
agrupamento, também conhecida por
anadlise “cluster”, tem como finalidade
reunir, por algum critério de
classificacdo, as unidades amostrais »
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em grupos de tal forma que exista
homogeneidade dentro do grupo e
heterogeneidade entre grupos
(Liberato et al., 1995).

Resultados e discussio

O uso da anélise de agrupamento
(FASTCLUS) para separar cultivares
de milho quanto a resisténcia
(severidade) foi apropriado. A analise
de agrupamento por valor de
severidade foi efetuada, dando
origem a trés grupos distintos. As
cultivares enquadradas no grupo 1
foram consideradas como mode-
radamente suscetiveis a antracnose
foliar (MS), as do grupo 2 como
suscetiveis (S) e as do grupo 3 como
altamente suscetiveis (AS) (Tabela 2).

As cultivares de milho no estddio
de plantula diferiram quanto a
severidade de antracnose foliar
causada por C. graminicola (Tabela
1). Badu-Apraku et al. (1987), Carson
& Hooker (1981a e b), Zuber et al.
(1981) e Keller & Bergstrom (1988)
também constataram diferencas no
grau de suscetibilidade de cultivares
e linhagens de milho quanto a reacao
a antracnose. Esses estudos indicam
que a resisténcia a antracnose foliar
é controlada por poucos (um a quatro)

genes dominantes. Pouco se sabe
sobre os mecanismos de expressao
desses genes de resisténcia.
Entretanto, respostas bioquimicas e
fisiol6gicas a infec¢do fungica em
milho sdo conhecidas. Geralmente a
reacdo de resisténcia em folhas
envolve estimulos & biossintese de
compostos fendlicos, especialmente
fenilpropanoides (Bergstrom &
Nicholson, 1999).

A antracnose foliar pode ser tédo
severa em genoétipos suscetiveis a
ponto de restringir seu crescimento
normal, podendo resultar na morte
de plantulas (Bergstrom &
Nicholson, 1999), sendo mais
evidente em plantulas e em plantas
adultas ap6s a antese (Badu-Apraku
et al., 1987).

A resisténcia manifestada nas
cultivares de milho avaliadas foi do
tipo parcial (moderadamente
suscetivel) ao isolado testado. As
cultivares DKB 566, AS 1567 e BM
2202 formaram o grupo 3. Elas
apresentaram os maiores valores de
severidade da doenca, variando de
93,47% a 100% para o isolado
testado, sendo consideradas
altamente suscetiveis & mancha
foliar de antracnose. Os genétipos AG
6018, AG 8021, AG 9020, BM 1115;

P 30F36, P 30P34, P 30R50, AS 1533,
AS 1535, AS 1540, AS 1570, AS 1575,
AS 3466, AS 1545, AS 1560, BX 1149,
BR 205 e AG 8011 apresentaram
valores de severidade da doencga
variando de 81,75% a 86,25% e
formaram o grupo 2 para o isolado
testado. Estas foram consideradas
suscetiveis a mancha foliar de
antracnose. As demais cultivares,
grupo 1, apresentaram valores de
severidade variando de 67,65% a
74,33%, sendo consideradas
moderadamente suscetiveis a
mancha foliar de antracnose,
totalizando 70,42% das cultivares
testadas. Nao foi encontrado entre as
cultivares estudadas, material
resistente a mancha foliar de
antracnose. Todas as cultivares
apresentaram resisténcia parcial a
doenca. Resultados semelhantes
foram obtidos por Badu-Apraku et al.
(1987), Carson & Hooker (1981aeb),
Zuber et al. (1981) e Keller &
Bergstrom (1988). Eles também
constataram diferencas no grau de
suscetibilidade de cultivares e
linhagens de milho a mancha foliar
de antracnose.

Nao houve diferenca significativa
quanto ao periodo de incubacgéo (PI)
entre as cultivares avaliadas neste

Tabela 2. Agrupamento de 72 genétipos de milho em relagcdo a severidade manifestada ao isolado SC-01 de
C. graminicola sob condi¢oes controladas. Chapecé, SC, 2008

Moderadamente suscetivel (MS)
(Grupo 1) Severidade baixa
70,99 = 3,34 desvio padrao

DKB-789; DKB 2040; DKB 234; DKB 747; SCS155 Catarina;

DOW 2870; SCS154 Fortuna; DOW 2B587; DOW 2B688; PL 6882;
P 30F53; P32R48; SHS5090; SHS 7070; SHS 7080; AG 2020;

AG 6020; AS 1548; AS 3430; AS 3477; SHS 3031; SHS 4050;

SHS 4060; SHS 4070; SHS 4080; SHS 5050; SHS 5070; SHS 5080;
PRE 3601; BX 1382; AS 32; BM 810; SHS 3035; AS 1565; BM 620;
BR 206; BRS 1035; BRS 2020; SG 6418; AG 122; AG 2040; AG 2060;
AG 5011; DBK 330; DKB 979; XGN 5303; XGN 6211; XGN 6302;

XGN 6311; XGN 7321 e XGN 7326.

Suscetivel (S)
(Grupo 2) Severidade média
84,00 = 2,25 desvio padrao

AG 6018; AG 8021; AG 9020; BM 1115; P30F36; P30P34; P30R50;
AS 1533; AS 1535; AS 1540; AS 1570; AS 1575; AS 3466; AS 1545;
AS 1560; BX 1149; BR 205 e AG 8011.

Altamente suscetivel (AS)
(Grupo 3) Severidade alta
97,74 + 2,26 desvio padrao

DKB 566; AS 1567 e BM 2202

) Média de dois experimentos independentes.
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experimento, mesmo considerando
aquelas que apresentaram diferentes
niveis de resisténcia. Os genétipos
apresentaram média de 80,48 horas
de PI, variando de 76,36 a 84,6 horas,
diferindo do trabalho de Morello
(2000), que constatou periodo de
incubacdo de cerca de 10 dias, em
ensaios realizados in vitro.

Virias cultivares foram avaliadas
neste trabalho na busca de identificar
aquelas com resisténcia em plantas
jovens. Nenhuma das cultivares
testadas se destacou como resistente,
porém muitas apresentaram
resultados promissores que podem
ser utilizadas em futuros estudos e
em programas de melhoramento de
milho, buscando minimizar o efeito
danoso da mancha foliar de
antracnose.

Na busca do controle da mancha
foliar de antracnose por meio da
resisténcia genética é importante o
acumulo de informacgdes quanto a
fontes e tipos de resisténcia. Dessa
forma, sdo importantes os trabalhos
para identificar novas cultivares com
diferentes niveis de resisténcia.
Sugere-se o monitoramento da
variabilidade do patégeno e da
resisténcia de cultivares de milho
visando evitar a quebra desta.

Conclusoes

Apesar da variabilidade quanto a
resisténcia a antracnose foliar do
milho, hda predominio de materiais
moderadamente suscetiveis a
antracnose foliar.

O periodo de incubagdo néo serve
como indicador de resisténcia de
plantulas de milho & antracnose
foliar.
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