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Reacao de hibridos de milho a podridao-
de-colmo causada por Macrophomina
phaseolina’

1. Introducao

O fungo Macrophomina phaseolina é capaz de infectar centenas de espécies
vegetais agronomicamente importantes, como a soja, o milho, o algodao, o
sorgo, 0 girassol, etc. (Almeida et al., 2014), nos quais causa uma doenga
conhecida como podriddo-cinzenta, podriddo-de-carvao ou podridao-de-ma-
crophomina em raizes, colmos e caules. No interior dos tecidos infectados &
observada a presenca de inumeras estruturas de coloragéo escura, denomi-
nadas microesclerédios (Costa et al., 2019).

No milho, este fungo tem sido um grande problema enfrentado por produto-
res em todo o globo. Os sintomas, normalmente, aparecem ao final do ciclo.
O fungo infecta os tecidos da casca e da medula, os quais adquirem uma
coloragéo acinzentada em razdo dos inUmeros microesclerédios que se de-
senvolvem nestes tecidos (Figura 1) (Costa et al., 2019).
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Figura 1. Sintomas da podriddo de macrophomina nos tecidos vasculares do colmo
do milho. Detalhe da presenga de microesclerédios nestes tecidos.

Os microesclerddios sao estruturas de resisténcia formadas pela compacta-
¢ao de hifas, e permitem ao fungo a capacidade de sobreviver no solo e em
restos culturais por longos periodos de tempo, e constituem a principal fonte
de inéculo primario do fungo (Ishikawa et al., 2018). Por ser um fungo polifa-
go, o indculo produzido em uma cultura durante uma estacéo de cultivo pode
infectar a cultura sucessora, como ocorre na sucessao soja-milho safrinha
(Costa et. al., 2019).

O desenvolvimento da doenga é fortemente favorecido por condiges de ele-
vada temperatura e baixa umidade no solo, ou seja, periodos quentes e se-
cos, 0s quais sdo muito comuns nas areas de produgéo de milho safrinha nos
cerrados brasileiros de baixa altitude, como em grande parte da regidao do
Matopiba (Almeida et al., 2014).

Fotos: Rodrigo Veras da Costa.
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O manejo da podriddo-de-macrophomina é dificultado pela ampla gama de
hospedeiros que o fungo apresenta, tornando impraticavel o uso da rotagao
de culturas, e também pela baixa eficiéncia das aplicagdes foliares de fungi-
cidas para o seu controle, dada a localizagdo do fungo no solo ou no interior
dos tecidos das raizes e colmo (Nascimento et al., 2016).

O uso da resisténcia genética é considerado a principal estratégia de manejo
dessa doenga na cultura do milho. Entretanto, sao escassas as informacoes
sobre o nivel de resisténcia dos hibridos comerciais a M. phaseolina. A au-
séncia desta informacao impede que os produtores possam escolher e plan-
tar hibridos mais resistentes em areas e ambientes nos quais a doenga ocor-
re de forma endémica e em elevada incidéncia. Considerando a auséncia de
informagdes sobre a resisténcia de hibridos de milho a podriddo—de-macro-
phomina, este trabalho teve como objetivo caracterizar o nivel de resisténcia
de hibridos comerciais de milho a essa doenca em condi¢gdo de campo com
inoculagao artificial do fungo.

O presente trabalho contribui para o atendimento do Objetivo do
Desenvolvimento Sustentavel 2: “Acabar com a fome, alcangar a seguranca
alimentar e melhoria da nutricdo e promover a agricultura sustentavel”, meta
2.4 “Até 2030, garantir sistemas sustentaveis de produgédo de alimentos e
implementar praticas agricolas resilientes, que aumentem a produtividade e
a produgao, que ajudem a manter os ecossistemas, que fortalegam a capa-
cidade de adaptacao as mudancas climaticas, as condicbes meteoroldgicas
extremas, secas, inundacdes e outros desastres, e que melhorem progressi-
vamente a qualidade da terra e do solo”. A principal razdo para o atendimento
desse objetivo € que a inexisténcia de outras alternativas viaveis e eficientes
coloca a resisténcia genética como uma medida fundamental para o manejo
dessa importante doenga que ameacga a produgao de milho no Cerrado e,
também, de outras importantes culturas de importancia agronémica, como
soja, sorgo, algodéo, arroz, entre outras. Além disso, contribui para a redugao
do uso de produtos quimicos utilizados em demasia e com baixa eficiéncia
nas areas onde essa enfermidade ocorre. Portanto, a identificacdo de fontes
de resisténcia a podriddo-de-macrophomina contribui para a sustentabilidade
dos sistemas de producgéo de graos e fibras, pois ajuda na redugéo da se-
veridade da doencga e na diminuigdo do potencial de indculo do patégeno as
areas de cultivo. A segunda razao diz respeito aos fatores climaticos que fa-
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vorecem essa doencga. Condi¢cdes quentes e secas, comumente encontradas
nas regides do Cerrado, sdo altamente favoraveis para o desenvolvimento da
podriddo—de-macrophomina nas diversas culturas. Observando o cenario de
mudangas climaticas e as tendéncias de aquecimento e reducédo de chuva
nas areas de producgdo do Cerrado, é razoavel esperar um forte aumento
da importancia dessa doenca. Assim, identificar fontes de resisténcia e de-
senvolver, ou indicar genotipos, que resistam a essa enfermidade contribuira
para a sustentabilidade da producao de graos nestas regides.

O experimento foi conduzido na area experimental da Fazenda Invernadinha,
localizada no municipio de Paraiso do Tocantins, estado do Tocantins. A se-
meadura, no sistema de plantio direto, foi realizada no dia 25/02/2020, utili-
zando-se uma semeadora de parcela experimental a vacuo. Foi utilizado o
delineamento experimental de blocos ao acaso, em arranjo fatorial duplo (20
X 2) e trés repeticoes.

Os tratamentos foram compostos de 20 hibridos comerciais de milho (Tabela
1), com e sem inoculagao com o fungo Macrophomina phaseolina. As par-
celas foram compostas por quatro linhas de cinco metros de comprimento,
com espacamento de 0,5 metros entre linhas e densidade média de 65.000
plantas/ha. A adubagéo de plantio consistiu da aplicacdo de 50 kg/ha de N; 50
kg /ha de P,O, e 50 kg /ha de K,O. A adubagéo de cobertura foi realizada na
fase de quatro folhas do milho, através da aplicacao de mais 70 kg/ha de N
na forma de ureia. O controle de pragas e doengas, a adubagéo e os demais
tratos culturais foram realizados conforme recomendacao para a cultura.
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Tabela 1. Notas de severidade da podriddo de macrophomina em colmos de
plantas de milho inoculadas com Macrophominha phaseolina, testemunhas
(palito estéril) e severidade final (nota inoculada - nota da testemunha).

Hibridos Inoculadas N3o Inoculadas  Severidade Final
20A44 2,3 Aa 1,5 Aa 08 A
STATUS 40 Ba 1,1 Ab 29 B
B2612 44 Ba 1,0 Ab 34 B
B2810 56 Ca 1,2 Ab 44 C
FS533 58 Ca 1,3 Ab 45 C
CBN16B092 57 Ca 1,1 Ab 46 C
16C103 6,2 Ca 1,3 Ab 49 D
FS564 6,5 Da 1,6 Ab 49 D
P3707 6,8 Da 1,5 Ab 53 D
P3898 6,7 Da 1,3 Ab 54 D
FS512 6,9 Da 1,5 Ab 54 D
20A07 6,6 Da 1,1 Ab 55 D
MG580 6,9 Da 1,4 Ab 55 D
SYN522 71 Da 1,6 Ab 55 D
20A20 6,8 Da 1,0 Ab 58 D
B2856 71 Da 1,3 Ab 58 D
AG8700 72 Da 1,3 Ab 59 D
30F53 75 Da 1,6 Ab 59 D
CRV2738 7,3 Da 1,2 Ab 61 D
FS715 76 Da 1,2 Ab 64 D

Letas mailsculas iguais na coluna e minusculas nas linhas ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Scott-Knott.
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O isolado de M. phaseolina utilizado no trabalho foi obtido de amostras de
colmo de plantas de milho infectadas. Para o isolamento do fungo, fragmen-
tos dos tecidos vasculares do colmo foram retirados e colocados em placas
de petri contendo meio BDA (batata, dextrose e agar), e mantidas em camara
de crescimento, do tipo BOD, ajustada para temperatura de 26 °C e no escuro
(Figura 2).

Figura 2. Producdo de inéculo da Macrophomina phaseolina nos palitos para
inoculagdo (A) e da produgao de inéculo na camara BOD (B).

Apobs o crescimento do fungo, culturas puras foram obtidas através da repi-
cagem dele para placas de petri com meio BDA e mantidas sob as mesmas
condi¢des de temperatura e fotoperiodo.

Para inoculagao foi utilizado o método do palito colonizado pelo fungo. Os pa-
litos a serem utilizados nas inoculagdes foram previamente fervidos por duas
vezes em agua deionizada para a eliminagao de quaisquer residuos, sendo
feita a troca de agua nas duas fervuras. Os palitos foram secos em estufa
a 60 °C e, posteriormente, acondicionados em beckers para autoclavagem.
Os palitos estéreis foram inseridos em beckers de 100 ml contendo meio de
BDA. Em seguida foi realizada a repicagem do fungo M. phaseolina das pla-
cas de petri para os beckers contendo meio de aveia (60 g farinha de aveia,

Fotos: Fernanda Pinheiro Bernardes



8 Circular Técnica 270

15 g agar e 1.000 ml agua) e os palitos estéreis. Os beckers foram fechados
com papel aluminio e fita parafilm até o momento das inoculagées (Figura 2).

As inoculagbes foram realizadas no dia 06/04/2020, na fase de pré-pendoa-
mento do milho. Para a inoculagcéo, apds a desinfestacao superficial, o se-
gundo entren6 da base do colmo foi perfurado com o auxilio de um furador de
diametro similar ao diametro dos palitos. Apos a retirada do furador, os palitos
colonizados pelo fungo, foram colocados no orificio produzido, sendo inseri-
do, aproximadamente, 1/3 do seu comprimento. As testemunhas consistiram
da insercao de palitos estéreis, ou seja, sem indculo do fungo.

A avaliagao da severidade de colonizagéo dos tecidos vasculares do entrend
inoculado ocorreu aos 30 dias apos as inoculagdes. Para tal, segmentos de
colmos das plantas inoculadas e testemunhas foram colhidos e avaliados em
condicao de laboratério. Na coleta, todas as folhas das plantas foram removi-
das, e os segmentos de colmos compreendidos entre o primeiro e o segundo
entrends foram cortados e levados ao laboratério para as avaliagdes (Figura
3). Os segmentos de colmo foram seccionados longitudinalmente, e a exten-
séo das lesOes (severidade) foi avaliada utilizando-se a escala diagramatica
utilizada por Nicoli et al. (2015), desenvolvida para a antracnose—do-colmo.
Esta escala foi utilizada por causa do padrao semelhante de desenvolvimento
das podriddes de antracnose e macrophomina no colmo através de inocula-
¢éo artificial (Figura 4).

Figura 3. Sintomas em colmos de plantas de milho inoculadas com
Macrophomina phaseolina (a esquerda) e testemunhas com palito estéril (a
direita).

Fotos: Fernanda Pinheiro Bernardes
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Figura 4. Escala diagramatica utilizada para avaliacédo da severidade da podriddo de
macrophomina no colmo de plantas de milho (adaptada de Nicoli et al., 2015).

Os dados de notas de severidade foram submetidos a analise de variancia, e
as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de pro-
babilidade, utilizando-se o software Sisvar, verséo 5.7.

Pela andlise de variéncia foi observada interagao significativa entre os fa-
tores hibridos e inoculagéo. A interagao significativa implica que os fatores
isoladamente ndo sao suficientes para explicar toda a variagao observada
nas médias dos tratamentos, e eles devem ser analisados de forma conjunta.
Para a variavel severidade final foi observado efeito significativo do tratamen-
to hibridos para as médias das notas de severidade da doenga.

O método de inoculagéo utilizado mostrou-se eficiente em promover o desen-
volvimento do fungo nos tecidos do colmo das plantas e, também, em per-
mitir a caracterizagéo da resisténcia/suscetibilidade dos hibridos para a refe-
rida doenga. Foi observado que a insergcéao de palitos estéreis (testemunha
sem o fungo) no interior dos tecidos do colmo causa uma pequena reagao
de coloragéo escura nos tecidos vasculares em torno dos palitos (Figura 3).
Entretanto, essa reacao fica restrita a uma pequena porgao de tecidos do col-
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mo e nao progride, ao contrario do que se observa com a inoculagéo dos pali-
tos contaminados com o fungo. Embora ndo seja uma reagéo provocada pelo
patdgeno, foram atribuidas notas de severidade para estas reagdes, visando
ajustar, por diferenga, a severidade final da doenga nas plantas inoculadas.

Para a severidade final, os hibridos foram classificados em quatro grupos
de acordo com o nivel de resisténcia ou suscetibilidade a M. phaseolina
(Tabela 1). O hibrido 20A44 apresentou nota de severidade da podridao-de-
-macrophomina significativamente menor que os outros hibridos avaliados,
seguido dos hibridos Status e B2612, que formaram o segundo grupo de
maior resisténcia. Um grupo intermediario foi formado pelos hibridos B2810,
CBN16B092 e FS533. Os demais formaram o grupo dos hibridos mais sus-
cetiveis, nao diferindo entre si.

Todos os tratamentos inoculados diferiram da testemunha (sem inoculagéo),
com excegao do hibrido 20A44, cujas médias das plantas inoculadas e nao
inoculadas foram estatisticamente iguais, o que demonstra o maior nivel de
resisténcia desse material a podriddo-de-macrophomina, em relagéo ao de-
mais hibridos avaliados (Tabela 1).

Conclusao

O método de inoculacgdo e avaliacao de hibridos utilizado neste trabalho pode
ser usado em programas de fenotipagem de cultivares de milho em campo,
permitindo a caracterizagao destes hibridos de milho em relacao a reagéo ao
fungo Macrophomina phaseolina.

Foi detectada variabilidade na reacdo dos hibridos de milho avaliados a po-
driddo-de-colmo causada pelo fungo Macrophomina phaseolina.

O hibrido 20A44 se destacou pelo maior nivel de resisténcia, nao diferindo da
testemunha sem inoculacao, seguido dos hibridos Status e B2612.
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