METODOS DE INOCULAGAO EM MILHG COM CQolletotrichum
gmminicola f.Sp. zeae E HERANCA DA RESISTENCIA

JOAQUIM REZENDE PEREIRA

Engenheiro Agronomo - EMBRAPA

Orientador: PROF. DR. HIROSHI KIMATI

Dissertagéo apresentada 3 Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz"”, da Universidade de S#o Paulo,

para obtengdo do titulo de Mesire em Fitopatologia

PIRACICABA
Estado de Sdo Pauio - Brasil
Junho - 1978



A
meus pais e irmaos,
pelo carinho e atencgao constantes,

minha homenagem de gratidao.

A
minha esposa, REGINA CELIA,

DEDICO.



AGRADECIMENTOS

O autor deseja externar seus agradecimentos:

ao Prof. HIROSHI KIMATI, como orientador, incentivador e
co-responsavel pela elaboracao desse trabalho;

a EPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA (EMBRAPA) e
ao DEPARTAMENTO DE FITOPATOLOGIA da ESALQ pelas facili-
dades e recursos concedidos;

a SEMENTES AGROCERES S.A. e ao DEPARTAMENTO DE GENETICA da
ESALQ, pelas sementes doadas;

ao Dr. MARIO BARRETO DE FIGUEIREDO, pelo envio de isolado
de Colletotrichwn graminicola;

ao Prof. CLELIO LIMA SALGADO, pelas sugestoes e revisaodos
originais;

ao colega de curso, HENRY EVEN BAJUNGU, pela versao para o
Ingles do resumo;

a colega ELOCY MINUSSI, pelo apoio e estimulo;

aos colegas do Curso de POs-Graduacdo, funcionarios do De-
partamento de FITOPATOLOGIA e as demais pessoas que di-
reta ou indiretamerte colaboraram na realizacao desse
trabalho.



INDICE

1. RESUMO ..iivivvvevrocnercnnconnes Ceeeeiseeieteeaas cvies
2. INTRODUCAD &« ouvnereveneneneneennenncencacnsencnsnenesan
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ovvvvenevnonconsnnns e
4. MATERIAIS E METODOS +vvvvveooosssovaocssscoasoscsoasoans
4.1. Inoculagao €m SEmMENLES ...vvsvosonrocscssnncsssnssen
4.2. Inoculagao em ''Seedlings" ....eeeeerecrcrerrecnannns
4.3. Inoculagao em FOlhas ....viveveecsonencnnsoncnnannss
4.4. Tentativas de Obtencao da Fase Perfeita de Colleto -
trichum graminicola f. SpP. 2€a€ .eeeecovocsonnnsens

4.5. Analise de Segregacdo .v..eeeecvcsesns Ceeeteseenaann
5. RESULTADOS ...icecoreecsnnsnnssonososoasssasnnssnsssnns
5.1. Inoculagao €m SEMENTES ...veesescrescrncssssossnnsas
5.2. Inoculagao em "Seedlings' ...eeeeverrscrssecncnnanns
5.5. Inoculacao em FOlhas .eiiveeecencencncncsesncnnnnnas
5.4. Tentativa de Obtengao da Fase Perfeita de CoZZetotrz
chum graminicola f. Sp. 3eae .. ...veivviviiiivennns

5.5. Analise de Segregac@o ..oecccvsoesocossssrnscronsns ..
6. DISCUSSAD 4t vvuenerenenencesssinsssossosssssssnsasnssns
7. CONCLUSOES +ovvevvensnncussncannonnns teeecsrsesrsassans
8. SUMMARY ....cvevenvovoncnnnne Ciesesesescersananansne
9. LITERATURA CITADA .....cvevenvcan Ceeesecsesacenacaesaen

-i-

Pagina

13
13
14

15
16
20
20
21
22

22
23
26
30
31
33



1. . RESOMO

Foram testados, em condicOes de casa de vegetagao, 3 meto -
dos de inoculagdo artificial com Colletotrichum graminicola de milho: em
sementes, ''Seedlings' e nervura foliar de plantas com 50 dias de idade.

Paralelamente pesquisou-se a possibilidade de obtengao da

fase perfeita de C. graminicola f.sp. zeae.

Também analisou-se a segregacao de geracoes F, e F, dos hi-
bridos AG 256, AG 259, AG 152 e AG 152 R, em confronto com os hibridos
simples DG, M 206 e M 102, para determinagao do tipo de heranga da resis-
tencia de milho a Antracnose, observando-se concomitantemente as varieda-
des sinteticas Centralmex e Dentado Composto autofecundados.

O isolado de C. graminicola, utilizado no presente trabalho,
foi apatogenico em inoculacdo de sementes e em nervura sem ferimentos. de
folhas de plantas com 50 dias de idade. Capaz de ocasionar danos em
"Seedlings" de milho em condi¢Oes de periodo prolongado de camara Umida
(48 e 60 horas), matando inclusive plantas resistentes, sem entretanto
provocar sintomas em plantas adultas sem ferimentos. A resistencia do
hibrido DG em relagao a suscetibilidade dos hibridos M 102 e M 206 pode
ser evidenciada em inoculacao de ''Seedlings'', seguida de 16 a 36 horas de
camara Umida. Evidencia-se também, nessas condicOes, a suscetibilidade
do milho doce.
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0 alto grau de resisténcia do hibrido DG € controlado por
un fator genético dominante, em relacdo a suscetibilidade dos hibridos
M 206 e M 102.

Apesar de n3o formar a fase perfeita e nem infectar semen -
tes, sugere-se que o isolado de C. graminicola, utilizado & semelhante
aos que ocorrem nos EE.UU.



2. INTRODUGAO

Entre as doengas do milho que ocorrem no Estado de Sao Pau-
lo, esta a Antracnose, relatada pela primeira vez, em Campinas, por SIL -
VEIRA, FIGUEIREDO e CRUZ (1965). Pelo que se depreende desse trabalho.
sua ocorréncia, segundo informagGes esparsas de agricultores e, por isso_
mesmo, carentes de confirmagdo, ocasionam prejuizos de até 30% na produ -
gao.

Sendo uma doenca potencialmente importante para a qual exis
tem boas fontes de resistencia (KIMATI, 1975), o presente trabalho visou
primordialmente o estudo da sua heranga. Complementarmente, tendo-se em
vista a comparagdode isolados de Colletotrichum graminicola do Brasil com
os dos Estados Unidos, foram testados métodos de inoculagdo em sementes ,
""'Seedlings' e folhas, com e sem ferimentos. Ainda com o mesmo intuito
foi estudado a possibilidade de obtengao do estagio ascogeno do agente pa
togenico.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O agente patogenico de Antracnose do milho foi primeiramen-
te descrito por Cesati na Italia, em 1852, com o nome de Dicladiwm grami-
nicolum. Posteriormente, Wilson (1914) transferiu-o para Colletotrichum
ao mesmo tempo que reduzia outras 10 espécies a sinonimia, com o nome de
Colletotrichum graminicolum (Ces. Wils. ARX (1957) em sua revisdo taxono-
mica do genero Colletotrichum, adotou um conceito amplo de C. graminicola
dentro do qual inclui a maioria das espeécies de esporos falcados ocorren-
do em gramineas. Atualmente, tendo em vista a especificidade de isolados
aos seus hospedeiros congeniais, a Qual € acompanhada por caracteristicas
diferenciais adicionais ha uma tendéncia em se considerar a existéncia de
formae speciales dentro de C. graminicola, recebendo a do milho a denomi-
nagao de Colletotrochun graminicola f. sp.zeae (MESSIAEN, LAFON e MOLOT ,
1959; KIMATI, 1975).

C. graminicola f. sp. zeae, apesar de causar alguns surtos
epidémicos de Antracnose na Europa (BONING e WALLNER, 1936; MESSIAEN, LA-
FON e MOLOT, 1959; ZWILLENBERG, 1959) e na India (CHOWDHURY, 1936) ndo fo
ra estudado, nos Estados Unidos, em meio de cultura, até por volta de
1960, quando, entdo, ocorreram frequentes surtos de Antracnose em certas
areas do Arkansas (DALE, 1963). Desse autor s3o as informagoes de colo-
ragdo de micélio em BDA e CMA (Corn meal agar), variavel conforme a tempe
ratura, de otimo de temperatura (28°C) e de rica esporulagao nos dois
meios citados, a 24 - 36°C, no escuro, quando meios de cultura em placas



foram inoculados com concentradas suspensoes de esporos. Anteriormente,
na Tndia, CHOWDHURY (1936) observara pobre esporulagdo em meio de cultura
e. na Franga, MESSIAEN (1957) havia relatado que a esporulagao em tubos
de isolamento era muito fraca, mas que era possivel obter cepas até mais
esporulantes do que a original a partir da transferéncia de esporos.

Os primeiros trabalhos de inoculagao, feitos por BONING e
WALLNER (1936) mostram que a severa murcha e podridao do pé, em milho, o-.
corrida na Alemanha, era causada por uma linhagem de C. graminicola capaz
de reproduzir a doenga inoculando-se sementes, sementes e ''seedlings'" e
solo; além disso, foi mostrado que o fungo é passivel de disseminagdo a-
traves de sementes infectadas, que podem apresentar sintomas de manchas
ou estrias pretas na superficie. A linhagem de C. graminicola descrita
na India CHOWDHURY (1936) foi constatada, em experimentos de inoculacdo
ser capaz de afetar todas as partes da planta, porém sem apresentar espe-
cificidade para milho, de vez que varias gramineas lhe foram suscetiveis.
Com base nestes trabalhos ndo € poséivel comparar patogenicamﬂnfe as 1li-
nhagens da Alemanha e da India. Contudo, o isolado descrito mais tarde,
na Holanda (ZWILLENBERG, 1959) difere do indiano, pois se mostrou espeéi-
fico ao milho, cujas folhas foram rapida e completamente invadidas, quan-
do inoculadas com suspensao de esporos.

MESSIAEN e col. (1959) sao de opiniao que a Antracnose do
milho é especificamente européia, plantulas de milho sendo muito sensi -
veis & inoculagdo por suspensdo de esporos.

Parece que nem sempre ha uma correlagdo perfeita quando se
quer comparar resisténcia na folha com resisténcia pela semente. Assim,
WARREN e SHEPHERD (1976) observaram que linhagens resistentes na folha |,
nem sempre o foram através da semente. Algumas linhagens se mostram re-
sistentes ou suscetiveis em ambas as fases. Ficou provado a fungdo de
protecao que exerce a palha contra a penetragao do fungo na semente, onde
linhagens resistentes no campo (resisténcia na semente) se mostraram sus-
cetiveis em testes de laboratério. As sementes em estagio de "pamonha
se mostraram muito suscetiveis, enquanto as mesmas sementes maduras e se-
cas tiveram uma taxa de infeccao muito menor.



WHITE e CHRISTINE (1976) testaram duas tecnicas de inocula-
cao em colmos de milho, com auxilio de uma seringa especial, visando uma
melhor determinagao de plantas resistentes e suscetiveis. A melhor téc-
nica foi aquela que consistia em injetar uma suspensao de esporos (2 xlOs
conidios/ml de suspensio) nos primeiros e segundos internddios de plantas
no estagio de formagdo das esplgas° O nimero de 1nternod105 descolori -
dos foi major acima do ponto de inoculacao do que abalxo 0 que indica
que o fungo se mov1menta.me1hor de baixo para cima.. Esses autores saode
opinido que lesdes nas folhas 'precedem a podrldao no colmo e que esporos
produzidos na fase de infeccdo na folha sdo lavados e carreados, pene -
trando logo no colmo. Trés tipos de resisténcia tém sido descritas em
sorgo: Resisténcia a lesao foliar, Resisténcia a podridao do colmo  sob
condigoes naturais (Resisténcia a penetragdo e colonizagao) e Resisténcia
do colmo apds a inoculagdo artificial (Resisténcia a colonizagdo e expan-
sdao0). Os dois Ultimos tipos podem estar presentes no milho.

WARREN e NICHOLSON (1975) relatam o efeito da infeccao em
sementes, sobre a emergencia e o stand final da cultura de milho. De se
mentes, desinfestadas superficialmente com NaOCl a 1% por 3 minutos, pla-

queadas em BDA ou meio de aveia e incubadas por 10 dias a 24°C, foram
observados e isolados acérvulos de Colletotrichum sobre todas as sementes
"Seedlings derivados de sementes infectadas tiveram um alto indice da

doenga e baixo peso seco. Os 'Seedlings' exibem doenca 7 - 14 dias apOs
a semeadura, e os que sobrevivem por mais de 5 semanas podem se recuperar
formando raizes laterais. Nesse trabalho ficou evidenciado também a pos
sibilidade de tratamento quimico das sementes com fungicidas.

WARREN (1977) descreve o efeito da estocagem a 4°C sobre a
sobrevivencia de C. graminicola e mostra que a prevalencia do fungo varia
de acordo com o conteddo de umidade da semente e a estagdo do ano. 0
agente da Antracnose do milho sobrevive na semente a 4°C por mais de 3
anos. A viabilidade do fungo € estavel em sementes infectadas natural -
mente, porém € reduzido em sementes infectadas artificialmente. Fusa-
rium moniliforme, Aspergilus flavus  Penicillium spp, podem ser isolados
mais frequentemente de sementes infectadas, apds 24 meses. Isso sugere



que esses fungos s3o responsaveis pela falta de habilidade de C. gramini-
cola infectar sementes. A viabilidade de C. graminicola diminui com o
tempo de armazenamento e os conidios perdem a viabilidade em 6 semanas

O crescimento do fungo na semente supoe-se ser de estroma ou hifa embuti-
da no endosperma. O armazenamento conduz ao decréscimo de C. graminico-
la e também outros fungos.

SMITH (1976) fez um balango dos prejuizos na produgdo de
graos em plantios infectados por C. graminicola, em condigoes de campo .
De modo geral as variedades menos produtivas foram as mais infectadas pe-
la doengca. Isso indica a possibilidade de redugao de graos se a linha -
gem suscetivel for a planta-mde na producdo e formagcao de hibridos, onde
C. graminicola estiver presente.

, Inoculacbes em colmo, pelo método do palito, feitas por DA-
LE t1963) com un isolado foliar de C. graminicola em 6 variedades de mi-
l1ho e, posteriormente, em duas, deram resultados inconclusivos, muitos
dos colmos inoculados afetados pela Antracnose estando tambem infectado
pelbsiorganismos das podridoes de Diplodia e Gibberella, o que o levou a
coﬁsiderar C. graminicola um parasita secundario. Nas inoculagGes folia
res, por pulverlzagao de suspensao de esporos, sem ferimento, DALE (1963)
consegulu severa infecgdo de "seedllngs” de milho da variedade DIXIE. No
mesmo ‘ano, WILLIAMS e WILLIS (1963) trabalhando com um isolado de C. gra
minicola assoc1ado com uma podr;dao do colmo, em Chio, relatou a necessi-
dade de ferimento para infeccdo foliar na variedade Ohio W49, ao  mesmo
tembd que conseguiu severa infecgdo em colmos e espigas em inoculagao com
seringﬁé'providas de agulhas hipodérmicas. Os resultados desses traba -
lhoé, épgsar dé‘mostrarem diferengas entre os isolados de Arkansas e Ohig,
quanto' a necessidade ou ndo de ferimento de ''seedlings' para infecgio
concordam quanto a especificidade do milho. Mais recentemente, WHEELER,
POLITIS e PONELEIT (1974), trabalhando com 30 isolados de C. graminicola
do milho, de 6 diferentes estados, encontrou que todos conseguiam atacar
"seedlings" de milho, sem ferimento, e concluem que uma nova raga de fun-
go, diferente das anteriormente relatadas, esta amplamente difundida nos
Estados Unidos, visto que esses isolados do milho tinham capacidade de
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atacar também o sorgo. Acrescente-se o fato de que algumas das linha -
gens desse grupo de isolado produziam peritécios em pedagos de folhas de
milho esterilizadas (POLITIS e WHEELER (1972), POLITIS (1973, 1974 e 197H
Comparacoes de peritécios de isolados de milho com os da cana-de-agucar _
levaram POLITIS (1975) a descrever os do milho com uma espécie nova, Glo-
merella graminicola POLITIS, a qual difere de Glomerella tucumanensis da
cana-de-aglicar por ter peritécios erumpentes, peritécios, ascas e ascospg'
TOS maiores e ascosporos curvos.

KIMATI (1975), trabalhando com 3 isolados de C. graminicola
do milho, n3o conseguiu infecgdo em cana-de-agucar nem em sorgo, usando
metodologia de inoculagao em nervura central da folha, com ferimento, e
inoculo em gotas de suspensdo de esporos. Como outros metodos de inocu-
lagao nao foram usados, para fins de comparagao com os isolados de C. gra
minicola alienigenas, torna-se necessario testar inoculagdo com suspensao

de esporos em ''seedlings'', em presenca e ausencia de ferimentos. Ainda
para fins comparativos pode-se pesquisar a possibilidade de formagao de
peritécios em folhas autoclavadas de milho como foi feito por POLITIS
(1975) .

No que tange a estudos feitos sobre a resisténcia de milho
a Antracnose, existem relatos que enfocam o assunto, porém nao fazem refe
réncias sobre a natureza da heranca da resisténcia.

MESSIAEN (1957) encontrou, em 6 hibridos simples 1 hibrido
duplo e 2 populagoes, variagoes em suscetibilidade da ordem de 4,6 a 59,5%
de podridao do colmo, em inoculagoes de C. graminicola do milho em condi
goes de cémpo, estando a suscetibilidade altamente correlacionada com a
suscetibilidade -ac complexo fungico em que Gibberella zeae predominava .
QUEBRAL (1958) constatou que de 7 variedades comerciais testadas nenhuma
se mostrou resistente se bem que 2 tivessem sobrevivido. PONELEIT, POLI
TIS e WHEELER (1972) consideraram, do total de 21 hibridos comercialmente
disponiveis, 9 moderadamente resistentes e encontraram que, em 28 linha - -
gens, a graduagdo de suscetibilidade variou de 2,3 a 4,0, numa escala de
1 a 5, varias tendo classificacdo abaixo de 3, com lesGes restritas que
nao matavam as folhas.
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WARREN, NICHOLSON e TURNER (1975) testaram, em condigoes de
campo, 100 linhagens de milho previamente selecionadas em condigoes de ca
sa de vegetacao e concluiram que a maioria das altamente resistentes ou
suscetiveis em casa de vegetagao reagiram igualmente no campo, mas plan -
tas mostrando reagbes intermediarias em casa de vegetacao variaram em sus
cetibilidade, desde altamente suscetiveis a moderadamente resistentes, em
condigoes de campo. O metodo de inoculagdo utilizado pelos ultimos auto
res foi o de pulverizagdo de 5 ml/planta de suspensao de conidios (2,5 x
105 conidios/ml) no cartucho foliar de plantas com 6 a 8 semanas de idade
ou, entao, quando se usou grao de sorgo, se colocou aproximadamente 0,5 g
no cartucho foliar de plantas com 6 semanas de idade. O criterio de re-
sistencia se baseou numa escala de 0 a 5 (0 = nenhuma infecgao; 5 = plan_
tas mortas), os nimeros intermediarios correspondendo a porcentagené de
area foliar infectada total.

KIMATI (1975), utilizando metodo de inoculagao em k& nervura
central com uma gota de suspensao de conidios (106 a 107 conidios/ml) e
imediato ferimento com uma agulha lanceolada, encontrou plantas altamente
resistentes nas duas variedades sintéticas testadas, a Centralmex e a Den
tado Composto, com maior frequencia na primeira. Ademais constatou que
os hibridos simples M 102 e M 206 sdao altamente suscetiveis, ao passo que
o hibrido simples DG e os hibridos duplos AG 152 e AG 256,resultantes do
cruzamento de DG com M 102 e M 206, respectivamente, sao altamente resis-
tentes. Sob o ponto de vista da genétfca da resisténcia a C.graminicola
em milho nada se encontra na literatura, motivo pelo qual os Ultimos re -
sultados de KIMATI (1975) sao sumaménte sﬁgestivos no sentido de possibi-
litar uma anilise genética da segregacdo da resisténcia, um dos objetivos
do presenté trabalho.

Os trabalhos sobre resisténcia a Antracnose foram feitos em
diferentes epocas e locais, utilizando-se de metodologia de inoculacdo e
avaliagao diferentes. NICHOLSON e WARREN (1976) tentaram padronizar me-
todologia de inoculagao em ''seedlings'', de vez que, segundo eles, nem ta-
manho de lesao, tamanho de area coberta, nem tempo de expressdo de sinto-
ma apds inoculacdo representam um teste adequado para reagdo do hospedei-
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ro. Os critérios resultantes desse trabalho se baseiam em caracteristi-
cas de lesoes individuais, sob condigoes de casa de vegetacao, tendo se
definido os tipos de lesdo suscetivel, resistente e hipersensivel. Em
funcdo do critério desenvolvido 3 isolados de C. graminicola de diferen -
tes origens geograficas foram testados em 183 linhagens de milho, chegan-
do-se a conclusdo que resisténcia e suscetibilidade diferencial a isola -
dos de C. graminicola € comun para genotipos individuais de milho e que
ocorrem ragas fisiologicas do patogeno.

E conhecida a influéncia das condigOes ambientais sobre o
desenvolvimento das infecgoes de plantas. LEONARD e THOMPSON (1976) ob-
servaram que a incidencia de Antracnose em milho variava de acordo com a
temperatura e a idade da planta. Dispondo de 12 genotipos que foram
inoculados no estagio de 4 a 5 folhas. A metodologia de inoculagao con-
sistia em uma pulverizacao tipo ''spray’' sobre os ''seedlings' com uma sus-
pensao de esporos (2,5 x 105 esporos/ml) apos o que, todas as plantas
eram deixadas em camara Umida por 16 horas a 28°C e em seguida em camaras
ambientais com temperaturas constantes de 20, 24, 26, 28, 30 e 32°C. A
avaliagao era baseada no comprimento de lesao. A temperatura que propor
cionou um maior comprimento de lesao foi 30°C. O efeito da idade da
planta foi estudado com um hibrido duplo precoce, que atingia o\gstégio
de polinizacao aos 33 dias ea maturacao fisiologica aos 58 dias, \\GQde
foram inoculadas plantas com idades de 2 a 8 semanas, usando a metodolo. -
gia anterior. Foi observado grande nimero de lesdes sobre folhas mais
velhas e baixas de plantas jovens e sobre folhas mais novas de plantas
com idade entre 7 e 8 semanas. A correlagao entre tamanho de lesao e
posicao da folha na planta, foi quase linear, com maiores lesoes sobre as
folhas mais velhas. Os resultados dessas investigagoes sugerem que a
ocorréncia sasonal de sintomas de Antracnose no campo, depende amplamente

das alteracoes de suscetibilidade a medida em que as plantas se desenvol-
vem.

HAMMERCHMIDT e NICHOLSON (1977) demonstraram que o tamanho
da les3o de Antracnose sobre linhagens resistentes e hipersensiveis a C .
graminicola foi menor quando as plantas foram inoculadas sob altas inten
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sidades luminosas. Um actmulo de antocianinas ao redor das lesdes esta-
va associado consistentemente com a diminuigao do tamanho da lesao. Es-
se acimulo de antocianinas, que sdo glicosideos flavonoides e a redugdo
associada ao tamanho de lesao, sugérem que o metabolismo fendtico esta
envolvido na resistencia do milho a Antracnose. Posteriormente esses
mesmos autores investigaram a fungao do metabolismo fenotico na resistén-
cia do milho a C. graminicola e evidenciaram que a acumulagdo de fenois
especificos estava associado com a resposta diferencial do hospedeiro a
infeccao. Tres compostos fenoOticos, M1, M2 e M3 estavam acumilados em
cada linhagem ap0s a inoculagdo. Esses compostos apareceram mais cedo
nas linhagens resistentes e hipersensiveis do que nas suscetiveis. A
fungitoxidade desses compostos e a acumulagao dos mesmos, precedendo a
restricao da lesao sugere que eles desempenham alguma fungao na resisten-
cia do milho a Antracnose.

NICHOLSON, TURPIN e WARREN (1976) obtiveram resultados que
sugerem que isolados individuais de C. graminicola sao capazes de sinteti
zar (in vivo e in vitro) um nimero de enzimas do grupo enzimas pecticos .
A atividade de Poligalacturonase, Polimetilgalacturonase, pectina liase e
um baixo nivel metilesterase. A influéncia desses enzimas ainda € obscu
ra. Entretanto o aumento da incidéncia da podriddo do colmo, causada por
C. graminicola, parece ser uma funcao positiva dos enzimas pecticos no de
senvolvimento da podridao do colmo durante todo crescimento da planta. Em
tecidos de plantas suscetiveis na folha foram encontradas enzimas hidroli
ticos, porém em folhas de plantas resistentes, eniimas pécticos tipo lia-
se, foram aparentemente mais significantes na patogenicidade. Isso nao
sO sugere diferencas ma reagdo da planta, mas tambem, essas diferengas na
influéncia da sintese de enzimas pécticos por C. graminicola, tanto quali
tativa quanto quantitativamente.
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4. MATERIAIS E METODOS

Durante o desenvolvimento dos trabalhos, foram wutilizados
2 isolados de C. graminicola: Ml, reisolado do hibrido M 206 e MB, cedido
pelo Dr. Mario Barreto Figueiredo. Para que se pudesse trabalhar sempre
com culturas novas, eram feitos reisolamentos a partir de folhas com le-
soes tipicas de Antracnoseé. De ‘nervuras previamente desinfectadas super
ficialmente com algodao umidecido em alcool, eram retirados pequenos peda
cos internos, com auxilio de instrumentos cortantes devidamente esterili-
zados, os quais eram transferidos para placas de Petri contendo BDA (Bata
tam 200 g; Dextrose 12 g; Agar, 18 g; Agua, 1000 ml), em presenga de luz
cont-i'nua. Apos 48 horas pontas de hifas eram transferidas para placas
contendo ‘meio de aveia (farinha de aveia Quaker, 60 g; Agar, 12 g: Agua
1000ml) e cultiVadas em condigées de luz continua em camara ambiental
Biotronett. MARK III, durante 12 a 14 dias. A partir dai, todas as repi
cagens eram feitas, via de regra através de suspensdo de esporos (105 a
106 eSpords/ml) na base de 1 ml por placa, contendo em média 25 ml de
meio de cuitura. Normalmente -se-utilizou o meio de aveia para produgdo
de inoculo, por ser Q'-quej.:me"lhor proporcionou uma boa esporulagao.
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4.1. Inoculacao em Sementes

Foram utilizados nesse experimento 3 hibridos simples de
milho e 1 variedade de milho doce: DG (resistente), M 206, M 102 (susceti
veis) e milho doce (suscetivel).

100 sementes de cada hibrido ou variedade, previamente de -
sinfectadas superficialmente com uma solugdo a 5% de hipoclorito de sodio
comercial eram imediatamente imersas em agua destilada esterilizada duran
te aproximadamente 20 horas (pré-germinacdo). Na inoculagio essas semen
tes foram imersas numa suspensao de esporos (2,46 x 107 esporos/ml)  por
10 minutos, antes da semeadura em vasos de aluminio, contendo terra este-
rilizada. Para cada hibrido ou variedade precisou-se de 20 vasos que re
ceberam 5 sementes/vaso. .

Para se poder comparar a eficiéncia do metodo outros 10 va-
sos foram preparados também com 5 sementes/vaéo, porém sementes imersas
apenas em agua destilada esterilizada. A avaliagao foi realizada 20
dias apds a semeadura, contando-se as plantas sobreviventes e observando
o sistema radicular e foliar das mesmas.

4.2. Inoculacao em ''Seedlings'' *

Esse experimento foi planejado visando observar o comporta-
mento de C. graminicola em ''seedlings" de milho, com diferentes periodos
dé exposic@o em camara tmida, a titulo de comparagao com os isolados dos
Estados Unidos.

A metodologia utilizada foi a descrita por PONELEIT e WHEE-
LER e col. (1974), que consistiu na pulverizagao da suspensao de esporos
(107 esporos/ml) sobre ''Seedlings'', cuja idade era de 15 dias. O isola-
- do utilizado foi o M1-M 206, cultivado em meio de aveia durante 12 dias .
O critério de avaliagao consistiu em enquadrar a reacao dos ''Seedlings"
dentro de uma escala de 1 a 5, conforme PONELEIT e col. (1972 onde:
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1. plantas resistentes - com minisculos pontos cloroticos .

2. moderadamente resistentes - poucas lesoes nas primeiras
e segundas folhas, um pouco cloroticas.

3. moderadamente suscetiveis - lesGes nas terceiras e quar-
tas folhas, bem como nas folhas mais baixas, as lesoes nao coalecem, pou-
cas folhas mortas.

4. suscetiveis - muitas lesdes coalecidas, folhas baixas
totalmente clordticas e mortas.

5. altamente suscetiveis - plantas totalmente mortas.

Foram incluidas variedades e hibridos tais como: DG (resis-
tente), M 206, M 102, milho, suscetiveis. Inicialmente, fez-se um teste
preliminar com os hibridos DG, M 206, M 102, com 60 "seedlings" para cada
hibrido, inoculando-os e deixando em condigOes de camara umida (cobertura
com plastico escuro) durante 48 e 60 horas, para se averiguar a drastici-
dade desses periodos longos e uma alta concentragao de esporos (1,22x 107
esporos/ml).

No ensaio definitivo, foram incluidos os mesmos hibridos e
mais a variedade milho doce, com periodos de exposicdo em camara  Umida
de 16, 24 e 36 horas. Para cada periodo e/ou variedade e hibridos se
utilizou 10 vasos, contendo em média 5 ''seedlings''/vaso. Como controle,
apenas 3 vasos para cada variedade e/ou hibrido e periodo foram pulveriza
dos com agua destilada esterilizada. A avaliagdo foi realizada 15 dias
apos a inoculagao.

4.3. Inoculacao em Folhas

Esse experimento teve como finalidade observar o comporta -
mento de €. graminiccla em plantas de milho, com idade de 50 dias, na pre
senga ‘e ausénciavdé ferimentos. O hibrido testado foi o M 206, bastante
suscetivel (KIMATI, 1975). A metodologia de inoculagdo foi a de gotejar
+ 0,05 ml de suspenséo de esporos (6 x 107 esporos/ml) no tergo inferior
da nervura das 3 folhas bem abertas a partir da ponta, para em seguida ,
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proceder um ferimento com agulha lanceolada, em 30 plantas sendo que ou-
tras 30 n3o receberam ferimentos. Para facilitar as observagoes cada va
so tinha de 2 a 3 plantas.

4.4. Tentativas de Obtencao da Fase Perfeita de Colletotrictum gramini-
cola f. sp. zeae.

O experimento foi realizado, tendo-se em vista a comparagao
de isolados de C. graminicola do Brasil com os dos Estados Unidos. A me
todologia descrita por POLITIS (1975) e KIMATI (1975), consistiu em auto-
clavar secgoes de folhas maduras de milho em placas de Petri, forradas
com papel de filtro Whatman n® 1 durante 1 hora, a 1 atmosfera. Pedagos
de folhas assim autoclavados, foram colocados dentro de placas de Petri
contendo 20 ml de BDA, para posterior inoculagao. Foram utilizados dois
tipos de inoculo: mic€lio e conidios individuais germinados, com dois re-
gimes de luz: escuro continuo e luz continua.

No preparo de culturas monoconidiais, foi feita uma suspen-
sdo diluida de conidios a partir de uma cultura madura de C. graminicola.
Pequeno volume (0,5 ml) dessa suspensao foi adicionado em placas de Pe-
tri com BDA, quando se esperou decorrer 6 a 10 horas para que os conidios
germinassam e dai serem transferidos para os pedacos de folha de milho ,
com auxilio de agulha histologica. A repicagem de micélio foi feita com
un furador de rolha (5 mm), colocando-se um cilindro de micélio em cada
pedago de folha superposta em BDA. |

O ensaio foi esquematizado da seguinte maneira:7 placas por
tratamento e/ou isolado, num total de 63 placas.

Tratamentos

luz continua, inoculadas com micélio do isolado M1-M 206.

luz continua, inoculadas com conidios individuais germina -
dos isolado M1-M 206.

luz continua, inoculadas com micelio, isolado MB.
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luz continua, conidios individuais germinados, isolado MB.
Escuro continuo, inoculadas com micélio do isolado M1-M 206
Escuro continuo, conidios individuais germinados, isolado

M1-M206.

Escuro continuo, micélio do isolado MB.

Escuro continuo, conidios individuais germinados, isolado
MB.

luz continua, mistura de esporos de M1-M 206 com esporos de -
MB.

As placas que permaneceram no escuro continuo foram envolvi
das com papel de aluminio. Todas as placas foram incubadas em camara am
biental Biotronett MARK III (luz do dia - 40 W) a uma distancia de 40 cm,
durante 21 dias, procurando-se manter a temperatura ambiente em torno de
239C, conforme exigéncia dos isolados periteciais americanos. Apos 21
dias foi feito um estudo morfologico com auxilio de lupa e microscopio es
terioscopico. '

4.5. Analise de Segregacao

Os trabalhos foram conduzidos em condigOes de campo e casa-
de-vegetagao. Inicialmente‘, sementes dos hibridos duplos AG 256, AG 152
AG 259, AG 152 R, hibridos simples DG, M 206, M 102 e as variedades sinté
ticas Centralmex e Dentado composto, foram semeadas em condigOes de campo
em 06/10/1976, dispensando a cultura os tratos culturais normais. Apos
50 dias, tendo as plantas, altura em tormo de 1,80 m, procedeu-se a inocu
lacdo, com uma suspensdo de esporos (6,86 x 10° espofbs/ml)a 0 isolado
utilizado foi M1-M 206, reisolado do hibrido simples M 206 e cultivado em
meio de aveia durante 12 dias.

A metodologia de inoculacao foi a descrita por ABBOIT (1938
e KIMATI (1975), ligeiramente modificada pela substituicao do gotejar da
suspensao de esporos e apos ferimento pela injegdo com uma agulha hipodér
mica (+ 0,05 ml) no terco inferior da nervura central das duas folhas bem
abertas a partir da ponta.
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O critério de avaliagdo foi baseado numa escala de notas 1
a 5, segundo KIMATI (1975), 14 dias apos a inoculagao.

Assim a nota 1 - lesao somente no local da inoculagao.

2 - Lesao extensiva para a ponta.

3 - Lesao extensiva para a base até meio caminho.

4 - Lesao até a base do limbo.

5 - Lesao inclusive na bainha, tomando toda nervura.

Foram consideradas resistentes somente as plantas com nota
1 (um), para em seguida serem autofecundadas, tambem se autofecundou al-
gumas plantas suscetiveis por medida de precaugao. De 60 plantas inocu-
ladas selecionou-se 5 mais resistentes e 5 mais suscetiveis, exceto para
AG 152 do qual se obteve -apenas 1 espiga devido a péssima germinacdo. O
interesse maior esteve voltado para os hibridos duplos AG 256, AG 152, AG
152 R, AG 259 e o simples DG, nao deixando, porem, de autofecundar e co-
lher espigas dos demais hibridos e variedades. As espigas de plantas se
lecionadas foram colhidas separadamente, para ser feita a analise de se -
gregacao em condicoes de casa de vegetagao.

A analise de segregacdo foi conduzida em 3 etapas distintas,
para que se pudesse obter os. melhores subsidios possiveis, em 3 €pocas di
ferentes. '

la. ETAPA

Sementes de espigas colhidas de plantas autofecundadas fo-
ram semeadas, em condigoes de casa de vegetagao, em vasos de aluminio con

tendo terra esterilizada, utilizando-se sementes de uma Gnica espiga esco
‘1hida ao acaso.

Cada variedade ou hibrido foi representado por um total de
60 plantas, distribuidas em 15 vasos.

A inoculagao foi feita, quando as plantas tinham a idade de
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45 dias, utilizando-se da mesma metodologia praticada na fase de campo. O
inoculo foi cultivado em meio de aveia, durante 11 dias, em condigoes de
camara ambiental Biotronett MARK III e a concentragdo de inoculo foi de
(8,89 x 106 esporos/ml), cujo isolado era o M1-M 206.

O ensaio foi realizado durante os meses de margo e abril de
1977, ocasiao em que a temperatura oscilou entre 20 e 38°C, no interior
na casa de vegetacao.

A avaliac3o foi realizada 12 dias apds a inoculacdo, segun-
do critério adotado por KIMATI (1975).

2a. ETAPA

Sementes dos hibridos AG 256, M 206 e DG, foram semeadas em
vasos de aluminio em condicOes de casa de vegetacdo. Para cada hibrido
constou um total de 28 plantas, distribuidas em 7 vasos. As plantas fo
ram inoculadas aos 50 e 60 dias de idade, sendo inoculadas pela 2a vez so
mente as plantas resistentes na la inoculagao.

A metodologia de inoculagdo consistiu em gotejar (+ 0,05 mD
de uma suspensao de esporos .(1,22 x 107 esporos/ml) no terco inferior das
3 folhas bem abertas a partir da ponta, seguido de um ferimento com agu -
lha lanceolada, utilizando-se o isolado ML-M 206 produzido nas condigoes
da la. etapa.

A avaliacdo foi feita aos 12:dias.apds a inocutacdo obser. -
vandé o, critério adotado por KIMATI (1975). Esse ensaio foi conduzido
durante os meses de agosto, setembro e outubro, ocasiao em que ocorreu u-
ma alta elevacao de temperatura no interior da casa de vegetacao (24-44°Q

3a. ETAPA

Sementes autofecundadas dos hibridos AG 259, AG 152, AG 152
R, M 102 e DG, foram semeadas em vasos de aluminio em condigoes de casa
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de vegetagao, sendo que para cada hibrido se fez constar um total de 8 va
sos, na proporcao de 4-5 plantas/vaso.

As plantas foram inoculadas, aos 35 e 47 dias de idade,usan
do-se a mesma metodologia da 2a. etapa; o inoculo com uma concentragdo de
(1,33 x 107 esporos/ml), utilizando-se o isolado M1-M 206.

A avaliagao foi igual a da 2a. etapa, porem feita 15 dias
apos a inoculagao.
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5. RESULTADOS

5.1. Inoculacao em Sementes

A porcentagem de germinagao das sementes utilizadas no en-
saio, tanto para os hibridos resistentes como suscetiveis ndo foi afetada
pela inoculagao, sendo a menor porcentagem a do hibrido M 102 t83%) e a
maior, a de milho doce (96%).

Além de uma emergéncia muito boa, os ''seedlings' tiveram um
desenvolvimento normal durante os 20 primeiros dias apos a inoculagdo,ndo
exibindo qualquer sintoma ou sinal de Antracnose, nas folhas, nem tampou-
co no sistema radicular.

As poucas sementes que nao germinaram foram retiradas dos
vasos, lavadas em agua destilada, desinfectadas com solugdo de hipoclori-
to de sodio a 5% por 5 minutos e colocadas em placas de Petri com BDA, in
cubadas a 28°C, durante 10 dias, sob luz continua. Dessas sementes fo-
ram isolados fungos dos generos Fusariwnm, Trichoderma € Penietillium.
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. 5.2. Inoculacao em ''Seedlings'

Os resultados do teste preliminar se encontram na Tabela 1.

Tabela 1. Influencia do periodo de camara Umida, no desenvolvimento da
' Antracnose do milho, inoculado na fase de ''Seedlings''.

Nimero de plantas com os indices de doenca *

Hibridos

48 horas 60 horas

1 2 3 4 s 1 2 3 4 5
DG 0 0 0 16 44 0 0 59
M 206 0 0 0 56 0 0 60
M 102 0 0 0 58 0 0 60

* Escala de 1 a 5, segundo PONELEIT, POLITIS e WHEELER (1972)

Os resultados do teste definitivo podem ser vistos na Tabe-
la 2.

Tabela 2. Influéncia do periodo de camara Umida, no desenvolvimento da
Antracnose do milho, inoculado na fase de ''Seedlings''.

Nimero de plantas com os indices de doenca *

Hibridos ‘
e - 16 horas 24 horas 36 horas
Variedade
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
DG 40 8 2 0 0 34 11 5 0 0 6 21 20 2 1
M 102 1 5 16 28 0 0 1 8 33 8 0 0 30 7 13
M 206 2 3 18 27 0 0 3 7 3 6 0. 0 31 3 16
Milhodoce 2 8 14 26 0 0 4 7 30 9 0 0 26 5 19

* Escala de 1 a 5, segundo PONELEIT, POLITIS e WHEELER (1972)
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Observando-se os resultados das Tabelas 1 e 2 verifica - se

que o indice de doengca aumentou com o maior periodo de exposig@o em cama-
ra Umida.

Com 48 e 60 horas, nio so plantas suscetiveis mas tambem as
consideradas resistentes sucumbiram na sua maioria a doenga. Com 16 ho-
ras, ficou evidenciado o maior nivel de resisténcia do hibrido simples DG
em relacao aos demais e milho doce. As plantas nao inoculadas ndo apre-

sentaram qualquer sintoma de Antracnose, em nenhum dos periodos de camara
tmida.

5.3. Inoculacao em Folhas

Nesse experimento, observou-se que o isolado M1-M 206 somen
te conseguiu infectar folhas com ferimentos. Em 30 plantas do hibrido
simples M 206 (altamente suscetivel), as quais ndo receberam ferimentos
no momento da inoculagao, apenas 1l(uma) delas exibiu pequenas lesdes cor
"'palea’, na nervura das folhas inoculadas, porém, 29 plantas permaneceram
sadias, sem sintomas de Antracnose.

As outras 30 plantas, inoculadas através de ferimentos, 28
se mostraram infectadas, chegando a alcangar notas 4 e 5 na escala de KI-
MATI (1975).

5.4. Tentativa de Obtencao da Fase Perfeita de Colletotrichwn graminico
la £. sp. zeae

Feitas observagoOes de todas as placas com auxilio de lupa

(aumento 25 vezes), n3o se encontrou peritecios, apesar de ter transcorri
do 21 dias.

Também foram preparadas laminas e observadas ao microscopio
com aumento de 40 vezes sem entretanto conseguir encontrar 1 ascosporo

2

sequer. Em todas as placas., houve um 6timo crescimento micelial, inde -



pendente da presenca ou auséncia de luz.
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Foi observado uma perfeita for

magao de apressorios tipicos de C. graminicola do milho. Ficou patente

a importancia da luz, na formacdo de esporos, uma vez que as placas manti

das no escuro continuo apresentaram uma pequena concentracdo de esporos .

5.5. Analise de Segregacdo

la. ETAPA -

Tabela 3. Reacdo de hibridos e variedades autofecundadas de milho
isolado M1-M 206 de C. graminicola .

Nimero de plantas Tipo de :

Hibridos com indice de doenca (B) Reacdo (C)
e ,

Variedades(A) 1 2 3 4 5 R S X2
DG 7 3 0 0 0 60 0
AG 256 39 6 9 6 0 45 .15 0,0
AG 152 38 6 6 1 44 16 0,022 NS
Centralmex 20 17 10 11 2 37 23 1,42 NS
D. Composto 8 20 9 13 10 28 32 6.42*
M 206 21 25 10 4 56 -
AG 259 33 16 3 0 41 19 0,35 NS
AG 152R 27 17 4 12 0 44 16 0,022 NS

ao

GL

=

—

1

NS - Nao significativo para a proporcao 3:1

A - Plantas autofecundadas (Observacdo: hibridos AG 256, AG 152 (ndo au-
tofecundados) sao altamente resistentes, notas 1 a 2, conforme KIMA-

arm e

TI (1975).

B - Conforme KIMATI (1975)

C - R, plantas com notas 1 e 2; S, plantas com notas 3, 4 e 5.
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2a. ETAPA

Tabela 4. Reacao de 3 hibridos autofecundados de milho ao isolado Ml-
M 206 de C. graminicola.

Nimero de plantas Tipo de

Hibridos (A) com indice de doenca (B) Reagdo (C)

1 2 3 4 5 R S X GL
AG 256 21 0 2 5 0 2 7 0 1
DG 82 0 0 0 0 28 0 - _
M 206 o o 2 2 24 0 28 - -

(A) Pla.ntas autofecundadas (Observacgao: hibrido AG 256 ndo autofecundado
€ altamente resistente, segundo KIMATI (1975)
(B) Conforme KIMATI (1975).

(C) R, plantas com notas 1 e 2; S, plantas com notas 3, 4 e 5.

3a. ETAPA -

Tabela 5. Reacao de hibridos autofecundadas.dé milho a9 isolada Ml-
M 206 de C. graminicola.

Namero de plantas - Tipo de

Hibridos (4)
com indice de doenga (B) Reagao (C)

1 2 3 4 5 R S Xt GL
DG 10 0 0 0 0 10 0 - -
AG 152 17 8 5 6 0 25 11 0,14 NS 1
AG 152R 16 9 5 5 1 25 11 0,14 NS 1
AG 259 12 8 2 4 2 20 8 0,047 NS 1
M 102 0 0 0 0 6 0 6 - -
NS - Nao significativo para a proporgao 3:1

A - Plantas autofecundadas (Observagao: hibrido AG 152 n3o autofecundado
€ altamente resistente, KIMATI (1975).

B -~ Conforme KIMATI (1975)

C - R, plantas com notas 1 e 2; S, plantas com notas 3, 4, 5.
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Em todas as 3 etapas a avaliacao foi baseada na inoculagao
de 2 ou 3 folhas, prevalecendo a maior nota por planta.

Vale ressaltar que o grau de resisténcia manifestado pelos
hibrides duplos AG 256, AG 152, AG 259, AG 152 R e pelo hibrido simples
DG, por ocasiao da la. inoculacao (2a. e 3a. etapas) foi mantido na 2a. i

noculagao.

Os resultados foram submetidos @ analise estatistica pelo
teste Qui-quadrado e em todas as 3 etapas vé-se que esses hibridos duplos
segregaram na proporgao de 3 resistentes para 1 suscetivel.
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6. DISCUSSAO

WARREN e NICHOLSON (1975) ,ao relatarem, pela primeira vez ,
a ocorréncia de C. graminicola em graos de milho, correlacionaram, em con
digcGes de campo mas ndo em casa de vegetagao, menor emergencia de 'Seedl-
ings' com maior grau de dano provocado no pericarpo; e a maioria dos
""Seedlings' provenientes de graos bastante afetados desenvolveram sinto -
mas de murcha. Os resultados do ensaio de inoculagao em sementes,nao se
mostrando eficientes na manifestagdo sintomatoldgica da Antracnose do mi-
lho, concordam com os de WARREN e NICHOLSON (1975) pois foi feito em con-
dicoes de casa de vegetagao, em solo esterilizado; porém devem ser ressal
vadas as diferengas de condigoes de inoculagao de vez que, no presente ca
so, foram usadas sementes sadias contaminadas artificialmente. Melhor
comparagao se pode fazer com o trabalho de WILLIAMS e WILLIS (1963) que
inocularam solo esterilizado e nao esterilizado com inoculo de C. gramini
cola, aumentado em caule e folha triturado de alfafa, nao tendo observado
nenhuma redugdo na emergencia nem em aumento de morte de ''Seedlings' de
milho, triéo e aveia. Por esses relatos pode-se inferir que o isolado
de C. graminicola do presente trabalho apresehta em comm com os isolados

alienigenas a caracteristica de ser apatogenica em inoculacGes de semen -
tes L)

WILLIAMS e WILLIS (1963), inoculando ''Seedlings'' de milho ,
trigo e aveia, com C. graminicola do milho, relataram que trigo e aveia
nao foram afetados, porém que milho de varias idades se tornaram doentes,
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sendo usualmente suscetiveis somente quando ferido. DALE (1963) rela -
tou que "seedlings' de milho nio feridos, mantidos por 48 horas em camara
umida, apds a inoculagdo com uma suspensao de esporos de C. graminicola
do milho, eram facilmente afetados. @ WHEELER e col. (1974) concluiram
que os isolados de C. graminicola por eles usados eram como os de DALE
(1963), capazes de causar doenga em ''Seedlings'' de milho, porém algo dife
rentes no espectro de hospedeiros, podendo afetar também espécies de plan
tas do geénero Sorghwn. Uma analise desses trés trabalhos acima menciona
dos mostra que ndo sdo comparaveis em igualdade de condigdo. O de WI-
LLIAMS e WILLIS (1963) ndo especifica o periodo de camara umida, apos a
inoculagdo; o de DALE (1963) utilizou um periodo de 48 horas em camara
mida, sem especificar a concentracdo de inoculo e o de WHEELER e col.
(1974) usou 48 horas em camara Umida, de maneira intermitente. Nesse
contexto, os resultados do presente trabalho (Tabelas 1 e 2) também ndo
podem ser comparados taxativamente porque a concentragao de inoculo utili
zado (107 esporos/ml) foi maior do que a dos relatos de WILLIAMS e WILLIS
(1963) e de WHEELER e col. (1974), sem levar em consideracao outras dife-
rencas. Entretanto, como ja chamava a atencdo KIMATI (1975), baseado em
WHEELER (1968), inoculagdes com periodo de camara Umida muito prolongado
podem terefeito bastante drastico, aumentando, inclusive o espectro de
hospedeiros de um patogeno.

A drasticidade do periodo em camara umida pode ser muito bem
observada pelos dados da Tabela 1. Essa drasticidade pode ser também de
vido em parte ao fato de que o ambiente da camara Umida ser bem mais escu
ro do que o ambiente normal da casa de vegetagao, pois se sabe pelo traba
lho de HAMMERSCHMIDT e NICHOLSON (1977), que plantas submetidas a condi -
goes de baixa luminosidade sio mais suscetiveis do que aquelas mantidas
sob alta luminosidade.

Periodos de camara Gmida mais curtos, de 16, 24 e 36 horas
(Tabela 2) se mostraram bem menos drasticos, possibilitando, inclusive |,
também por essa metodologia de inoculacdo, avaliar a resisténcia do hibrl
do simples DG em confronto com a suscetibilidade dos hibridos simples
M 102 e M 206, o que comprova os resultados obtidos por KIMATI (1975)
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Com relagdo a suscetibilidade do milho doce, esse parece ser mais um rela
to em concordancia com os de WHEELER e col. (1974).

Pelos resutados das Tabelas 1 e 2 pode-se concluir que, res
salvadas as consideragoes acima expostas o isolado de C. graminicola do
milho, utilizado no presente trabalho, € semelhante aos que ocorrem nos
Estados Unidos (DALE, 1963; WHEELER e col., 1974), isto &, capaz de matar
"seedlings" de milho sem ferimento conquanto sejam fornecidas condicGes
de camara Umida prolongada. E possivel que sob essas condigoes, também
os isolados de WILLIAMS e WILLIS (1963) se comportassem semelhantemente .

Com relagao a inoculagao de nervuras foliares de plantas |,
com 50 dias de idade, o fato de aparecerem sintomas somente em folhas ino
culadas com ferimentos se assemelhe ao que acontece com a podridao verme-
lha em cana de agUcar (ABBOTT, 1938). Também no trabalho de WILLIAMS
e WILLIS (1963) ha indicagdes de que plantas com varias idades foram
usualmente afetadas somente com ferimento. No trabalho de WHEELER e col
(1974) n3o ha indicagdes de que plantas mais adultas do que 'Seedlings'
de 10-24 dias de idade foram utilizados, de modo que comparagOes nao sao
possiveis.

Pelo que até aqui se discutiu, o isolado de C. graminicola_
do milho ocorrendo em nosso meio; € em muitos aspectos semelhante aos
que ocorrem nos Estados Unidos. O fato de ndo haver formado a fase asco
gena em meio de cultura, apesar de se testarem varios meios e condigOes
de cultivo, nao deve ser visto como prova contra a semelhanga aos isolados
utilizados por POLITIS (1975) de vez que a coexistencia de linhagens asco
genas e ndo ascogenas € muito comum em Colletotrichunm.

Com relagdo a heranca da resisténcia a Antracnose do milho
nada se encontrou na literatura pesquisada. Entretanto, em doenca seme-
lhante causada por C. graminicola f£. sp . sorghii em sorgo foi demonstra-
‘do que a resisténcia na folha € condicionada por um fator genético domi-
nante (LEBEAU e COLEMAN, 1950) e que a resistencia a podridao vermelha do
colmo € controlada por outro, estando esses genes de resisténcia intima -

mente ligados, com valor de crossing-over de 9,57% (COLEMAN e STOKES,1954
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Pelo que se conhece sobre a heranca da resistencia a doen -
cas, de um modo geral, existem pelo menos dois tipos de resistencia, aque
la envolvendo um ou poucos fatores genéticos e aquela controlada por
muitos gens, sendo que o primeiro tipo € o mais frequentemente citado na

literatura por ser de mais facil comprovagao (ALLARD, 1960 e ROBINSON
1973).

%

Enquadrar a resisteéncia da presente pesquisa em qualquer
desses tipos de heranca pressupoe o estudo da segregagao em progénies de-
rivadas de hibridos e, no caso de heranga monogénica, pressupoe ainda a
possibilidade de classificar plantas em suscetivel ou resistente (ALLARD,
1960), tarefa nao muito facil porque geralmente as reagoes das plantas
variam num gradiente continuo, dependente de condigOes ambientais. A es
cala de nota adotada, de 1 a 5, conforme KIMATI (1975), procurou abranger
todas reagGes possiveis, desde a altamente resistente de DG até a altamen
te suscetivel que so aparece em plantas de M 102 e M 206. O agrupamento
das notas 1 e 2 em tipo de reagdo resistente € justificado pelo fato de
serem ndo sO lesdes menores, portanto, pouco esporulantes, mas tambem le-
soes favorecidas pela facilidade de expansao para o ap1ce da folha devida
a propria natureza da inoculagdo. '

Os resultados encontrados no presente trabalho, adotando o
acima mencionado critério de resisténcia e suscetibilidade preencheram os
requisitos de segregacao 3:1 da geracao F2, em 3 oportunidades diferentes
(Tabelas 3, 4 e 5) pelo que se pode sugerir que a resisténcia € governada
por um fator genético dominante.

E digno de se notar que plantas autofecundadas dos hibridos
DG, M 206 e M 102, conforme o critério de resisténcia adotado, nao apre -
sentaram segregacdo, comportando-se com homozigotas quanto a resisténcia
ou suscetibilidade.
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7. CONCLUSOES

Da presente pesquisa podem ser tiradas as seguintes conclu-
soes:

1. O isolado C. graminicola f. sp. zeae,ocorrendo no Bra-
sil, € muito semelhante aos que ocorrem nos Estados Unidos, sendo:

a) Apatogenico em inoculagdo de sementes de milho pré-germi
nadas e de nervura foliar de plantas com 50 dias de idade sem ferimento .

b) Capaz de ocasionar graves danos, inclusive morte em
""Seedlings'' de milho, mesmo sem ferimento, conquanto sejam fornmecidas con
digbes de camara (mida apGs a inoculagdo.

2. Inoculagoes de ''Seedlings'' de milho, seguidas por um
periodo de camara Gmida de 48 e 60 horas, sdo muito dradsticas, matando in
clusive plantas resistentes em inoculagoes foliares; em periodos de cama-
ra Umida menos prolongados (16, 24, 36 horas) os efeitos sdo menos drasti
cos, havendo possibilidade de separar hibridos resistentes de suscetiveis

3. 0 alto grau de resisténcia do hibrido DG € controlado

por um fator genético daminante em relacin 5 snccetihilidade dos hibridos
M 206 e M 102. "
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8. SUMMARY

Three artificial methods of inoculation by Colletotrichum
graminicola in corn were carried out in a greenhouse: inoculation was
tested on seeds, seedlings and leaf veins of corn plants that were 50
days old.

Simultaneously, the possibility of obtaining the perfect
phase of C. graminicola was tried.

Segregation of F1 and F2 generations of hybrids AG 256, AG
259 and AG 152R were analysed in comparison with common hybrids DG,M 206
and M 102 for determination of the type of inheritance of resistance in
corn to Anthracnose; at the sametime self pollinated synthetic varieties
Centralmex and Dentado Composto were also studied for the same purpose.

The isolate of C. graminicola used in the present work
did not présent itself as a pathogen when inoculated in seeds or in 50
days old plants when their leaf veins were not briised. The same isola
te caused demages in corn seedlings that were kept for long periods of
48 and 60 hours in humid chamber including resistant ones without howe -
ver, provoking symptoms in adult plants whose leaf veins were not brii -
sed.

The resistance of hybrid DG in relation to the susceptibi-
lity of M 102 and M 206 may be demonstrated in inoculation of seedlings
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and then keeping them in a humid chamber, for 16-36 hours. Under these
same conditions, sweet corn was also found to be susceptible to this iso-
late.

The high degree of resistance of hybrid DG is controlled by
one dominant genetic factor when considered in relation to the susceptibi
lity of hybrids M 206 and M 102.

In spite of this isolate not being able to form a perfect
phase or to infect seeds, it is suggested that the isolate of C. gramini-
cola used in this work is similar to those encountered in the United Sta-
tes of America.
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