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Desenvolvimento de metodologia para
inoculacao de Colletotrichum graminicola
em colmo de milho

Muitos fatores tém contribuido para o aumento da incidéncia de doengas na cultura
do milho e para a sobrevivéncia dos patégenos no campo. Dentre estes, destacam-
se a ampla adogéao do sistema de plantio direto sem a rotagdo de culturas (BARBO-
SA, 2010), o aumento das areas irrigadas e daquelas com cultivo de milho safrinha
(BRASIL; CARVALHO, 1998; BARBOSA, 2010), a aplicagao excessiva de nitrogénio
(TOMAZELA et al., 2006) e as alteragbes climaticas (PINTO et al., 2006).

No caso das podriddes de colmo, fatores como a ocorréncia de doencgas
foliares, danos causados por insetos nas folhas ou no colmo, excesso

ou deficiéncia de umidade do solo, baixo teor de potassio em relagao ao
nitrogénio, nebulosidade prolongada, elevada densidade de semeadura e
chuvas com alta intensidade, duas a trés semanas apés o florescimento,
predispoem as plantas a ocorréncia destas doencgas.

As podridoes podem ocorrer antes da fase de enchimento dos graos,
reduzindo a absorgédo de agua e nutrientes e a translocacao destes para a
espiga, causando tombamento ou morte prematura das plantas, ou apés

a maturacao fisioldgica dos graos, o que causa o tombamento de plantas,
dificultando a colheita mecénica e a exposi¢ao das espigas a acao de
roedores e ao apodrecimento (COSTA et al., 2008; CASELA et al., 2008). As
podriddes de colmo iniciam-se, em geral, pelas raizes, progredindo para os
entrenos superiores (FERNANDES et al., 2002).

Varias espécies de fungos podem causar podriddes do colmo em plantas de
milho (COSTA et al., 2008, 2010). No Brasil, e em outras partes do mundo, a
podridao do colmo causada pelo fungo Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W.
Wils, comumente conhecida como antracnose do colmo, vem se tornando
uma das mais importantes. Esse fungo produz acérvulos castanho-escuros,
conidiéforos curtos, eretos, hialinos, nao septados e nao ramificados. Na
extremidade dos conidiéforos sdo produzidos os conidios, que sao hialinos,
nao septados, cilindricos e falciformes (WHITE, 1999).

O fungo C. graminicola pode infectar as plantas em qualquer fase de
desenvolvimento, porém os sintomas tornam-se mais visiveis apos o
florescimento (CASELA et al., 2006). No colmo, a severidade da doenca &
maior em plantas mais velhas ou proximo a antese (COSTA et al., 2010)

e as lesdes podem expandir-se pelo crescimento de hifas (VENARD;
VAILLANCOURT, 2007). Na casca do colmo, a antracnose causa lesdes
encharcadas, estreitas que, com o tempo, tornam-se marrom-avermelhadas,
progredindo para marrom-escuras a negras, podendo vir a coalescer e formar
manchas ou estrias um pouco deprimidas (CASELA et al., 2006). Além
disso, sao encontrados acérvulos do patégeno na casca. O interior do colmo
apresenta coloragao marrom-escura podendo se desintegrar, levando a
planta a morte prematura e ao acamamento. Também pode ocorrer o sintoma
conhecido como top dieback, caracterizado pela murcha das folhas apicais e
posterior seca do ponteiro da planta (COTA et al., 2009).
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O fungo é favorecido por temperaturas moderadas e
alta umidade, sobrevive na forma de micélio e conidio
em restos de cultura ou em sementes e a sua dissemi-
nagéo ocorre por respingos de chuva (splashing). No
colmo a infecgédo pode ocorrer pelo ponto de jungao
das folhas com o colmo ou pelas raizes (CASELA

et al., 2006). De acordo com Venard e Vaillancourt
(2007), a maior parte das plantas ¢é infectada por meio
de ferimentos presentes no colmo, principalmente
aqueles causados por insetos, como a Diatraea sac-
charalis.

O uso de cultivares resistentes é a principal medida
de manejo da antracnose do colmo do milho. Portan-
to, € de suma importancia a constante avaliagéo e a
selecao de gendtipos resistentes em programas de
melhoramento. Pesquisadores da Embrapa Milho e
Sorgo desenvolveram uma metodologia de inoculagao
de C. graminicola em colmos de milho, que consis-

te em inserir um palito embebido na suspensao de
esporo do patégeno no colmo de plantas de milho. A
inoculacéo é realizada quando as plantas atingem a
fase de pré-pendoamento (aproximadamente 60 dias
apos o plantio). No entanto, ndo se sabe se a inocu-
lacéo de plantas realizada ainda na fase vegetativa
seria eficiente para a caracterizagéo da reacéo de
genotipos de milho a doenga. Esse conhecimento é
importante, por permitir uma redugédo no tempo neces-
sario para as avaliagdes de gendtipos em programas

de melhoramento. Outro aspecto a ser considerado

€ que a inoculagao é, normalmente, feita no primeiro
entreno do colmo completamente desenvolvido, o que
torna a rotina do inoculador trabalhosa e desconforta-
vel, uma vez que este entrend esta localizado na base
do colmo, préoximo do solo. Uma alternativa seria a re-
alizagao das inoculagdes em entrends localizados na
porgdo mediana do colmo. Nesse contexto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar diferentes esta-
dios fenoldgicos da cultura e posi¢cdes do colmo para
a inoculagao de C. graminicola em plantas de milho,
visando reduzir o tempo para inoculagao e facilitar a
operacionalidade do processo em condi¢gao de campo.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos na area experi-
mental do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo — CNPMS — EMBRAPA, em Sete Lagoas (MG),
nos meses de julho a outubro de 2010. Foram utiliza-
das 10 cultivares de milho (Tabela 1). Os experimentos
foram conduzidos em condi¢do de campo, sob siste-
ma de semeadura direta, com espagamento de 0,9 m
entre linhas e média de cinco plantas por metro. Para
a adubacao foram utilizados 300 kg/ha da formulagéo
8-28-16. As adubacbes de cobertura foram realizadas
25 e 45 dias apos o plantio, utilizando-se 100 kg de N,
na forma de uréia.

Tabela 1. Descrigédo das cultivares utilizadas nos ensaios de época e posigédo de inoculagao de colmos de milho

com Colletotrichum graminicola.

Genotipo Hibrido Ciclo Empresa
2B710 Simples Precoce Dow Agroscience
ATTACK Simples modificado Precoce Syngenta
DKB 390 Simples Precoce Dekalb
30P70 Simples Precoce Pioneer
TRACKTOR Duplo Precoce Syngenta
30F80 Simples Semiprecoce Pioneer
2B587 Simples Precoce Dow Agroscience
BRS 1035 Simples Precoce Embrapa
BRS 1010 Simples Precoce Embrapa
BRS 1030 Simples Precoce Embrapa
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Producéao e preparo de indculo

Foi utilizado o isolado 16.04M de C. graminicola
proveniente da cole¢ao de fungos fitopatogénicos das
culturas do milho e sorgo da Embrapa Milho e Sorgo.
O isolado foi repicado para placas de Petri conten-
do meio de cultura farinha de aveia-agar (FAA) (60g
de farinha de aveia, 15g de agar e 1000mL de agua
deionizada). As placas foram mantidas em camara de
crescimento a 28 + 2 °C sob luz fluorescente conti-
nua. Apos cinco dias de crescimento, realizou-se uma
raspagem do micélio para indugéo da esporulagéo do
fungo. Para producéo do indculo o isolado foi nova-
mente repicado para placas contendo o meio FAA e
0s mesmos procedimentos foram realizados para a
obtencgao de abundante esporulagéo. Para a inocu-
lagao, foram preparadas as suspensdes de esporos
através da adicdo de agua deionizada contendo Twe-
en (0,02%) nas placas de Petri e posterior raspagem
destas para a liberagao dos esporos. Para o ajuste da
concentracgao utilizou-se um hemacitémetro, sendo a
suspensao ajustada para 10 conidios.mL™.

Inoculacédo

As inoculagdes do colmo foram realizadas através do
método do palito imerso na suspensao de esporos, se-
gundo Cota et al. (2010). Os palitos foram fervidos em
agua por 30 minutos, para eliminar quaisquer substan-
cias toxicas presentes e, posteriormente, autoclavados
por 30 minutos a 121 °C. Antes das inoculagdes, foram
retiradas as folhas e bainhas dos entrends a serem
inoculados e, em seguida, realizou-se a desinfecgéo
deles com &lcool 70%.

Experimento 1. Avaliagao de diferentes estadios
fenoldgicos para a inoculagido de Colletotrichum
graminicola em colmos de genétipos de milho.

Esse experimento consistiu da inoculagao de C. gra-
minicola em 10 cultivares de milho, nos estadios de
sete folhas (V7), 10 folhas (V10) e pré-pendoamento
(emborrachamento). Para a inocula¢do do ensaio de
época de inoculagao, perfurou-se o segundo entrend
das plantas com um furador manual esterilizado, de
diametro similar ao didametro dos palitos utilizados
para as inoculagbes. Em seguida, inseriu-se o palito
contendo a suspenséao de esporos, o qual permane-
ceu no colmo até o momento das avaliagdes, evitan-
do-se, desse modo, a entrada de outros patdgenos
e microorganismos sapréfitas. No ensaio de posicéo

de entrends, as inoculagbes foram realizadas nos
entrends definidos em cada tratamento. Foi utilizado o
delineamento experimental de blocos ao acaso, com
os tratamentos dispostos em esquema fatorial duplo,
10 (cultivares) x 3 (época de inoculagdo). As parcelas
foram compostas de uma linha de trés metros e, para
cada cultivar, foram utilizadas cinco plantas como
testemunha, nas quais foi realizada a perfuragéo do
colmo e a insergdo de um palito seco, esterilizado e
sem inéculo do patégeno.

Experimento 2. Avaliagdo de diferentes posi¢coes
do colmo para a inoculagao de C. graminicola em
plantas de milho.

Este experimento foi conduzido de modo similar ao
descrito no experimento anterior. As posi¢des do
colmo utilizadas foram: o primeiro (1), o terceiro (2) e 0
quinto (3) entrends expandidos (Figura 1). Considerou-
se como expandido o entrené medindo, pelo menos,
10 cm de comprimento. Foi utilizado o delineamento
experimental de blocos ao acaso, com os tratamentos
dispostos em esquema fatorial duplo, 10 (cultiva-

res) x 3 (posi¢des de inoculagéo). As parcelas foram
compostas de uma linha de trés metros e, para cada
cultivar, foram utilizadas cinco plantas como testemu-
nha, nas quais foi realizada a perfuracédo do colmo e a
inser¢cao de um palito seco, esterilizado e sem inéculo
do patégeno.

Avaliacao

As avaliagdes foram realizadas aos 30 dias apos as
inoculagdes, conforme metodologia proposta por Cota
et al. (2010). Para tal, segmentos do colmo das plan-
tas inoculadas foram colhidas e avaliadas em condi-
¢éo de laboratério. Na colheita, foram removidas todas
as folhas das plantas e a parte dos colmos compreen-
dida entre o primeiro entrend e o entrend de insergao
da espiga foi removida e levada ao laboratério para
as avaliagbes. Os colmos foram cortados longitudi-
nalmente e a extensao das lesdes (severidade) foi
avaliada utilizando-se a escala diagramatica utilizada
por Christensen e Wilcoxson (1966), adaptada para

a antracnose do colmo. Essa escala é composta de
quatro notas de avaliagao, sendo 1 até 25% do tecido
do entrend necrosado, 2 de 26 a 50% do tecido ne-
crosado, 3 de 51 a 75% do tecido necrosado e 4, 76 a
100% do tecido necrosado. Foram avaliadas todas as
plantas de cada tratamento e obtidas as notas médias
de severidade para cada tratamento.
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terceiro entren6 expandido; C) quinto entrené expandido.

Resultados e Discussao

O estadio de desenvolvimento das plantas influenciou
no desenvolvimento da podridao do colmo no entre-
né inoculado. Os maiores valores de severidade da
antracnose do colmo foram registrados na inoculagéo
realizada na fase do pré-pendoamento da cultura
(Tabela 2 e Figura 2). Uma melhor distingao entre as
cultivares foi obtida com a inoculagao na fase do pré-
pendoamento, conforme demonstrado pela analise de
comparagao de meédias. Na primeira e segunda €poca,
apenas a cultivar 2B710 apresentou diferenca signi-
ficativa quanto a resisténcia a doenga. Na época 3, a
cultivar 2B710 apresentou-se como a mais resistente
e a cultivar BRS1010 apresentou nivel intermediario
de resisténcia. As demais cultivares nao diferiram en-
tre si e constituiram o grupo das mais suscetiveis, com
destaque para a cultivar Tracktor, a qual apresentou
100% de severidade da doenca.

Quanto a posigao de inoculagéo, o quinto entrend foi
0 que apresentou a maior média de severidade em
todos os hibridos (Tabela 3 e Figura 3). No entanto, a

inoculagao neste entreno é dificultada pelas caracte-
risticas proprias desta por¢gdo com colmo, ou seja, a
espessura do entrend. Trata-se de uma porgao mais
fina do colmo, estando sujeita @ quebra no momento
da retirada das folhas e da inoculacao, e, em alguns
casos, este entrend coincide com o ponto de inser¢ao
da espiga, o que o torna inadequado para a realizagéo
das inoculagdes. O tratamento com a segunda maior
média de severidade foi o da inoculag&o no terceiro
entrend, sendo considerada a melhor posi¢ao para
essa operagao, pois além de permitir o bom desen-
volvimento do patégeno, permite avaliar o nimero

de entrends colonizados acima e abaixo do ponto de
inoculacao. A severidade média das cultivares quando
inoculadas no terceiro entrend foi estatisticamente
similar a verificada na inoculagao do quinto entreno,
no qual foram observadas as maiores severidades (Ta-
bela 3). A inoculagéo do primeiro entrend resultou em
lesdes menores quando comparada com essa opera-
¢ao em outros entrends do colmo. Além disso, foram
detectadas dificuldades operacionais neste entrend,
nos momentos de inoculacéo e do corte do colmo para
a realizagao das avaliagdes.



Tabela 2. Severidade da antracnose do colmo (%) em 10 gendtipos de milho inoculados em trés estadios fenologi-
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cos: V7 (sete folhas), V10 (dez folhas) e pré-pendoamento.

Genotipo

2B710
ATTACK
DKB 390
30P70
TRACKTOR
30F80
2B587

BRS 1035
BRS 1010
BRS 1030

Estadio Fenologico

v7

13,50 aA
43,25 aB
65,00 aB
57,50 aB
44,50 aB
46,00 aB
59,00 aB
58,50 aB
58,75 aB
60,00 aB

V10 Pré-

20,25 abA
46,50 aB
48,75 abB
40,00 aB
50,75 aB
57,50 aB
61,25 aB
44,75 aB
38,75 abB
49,50 aB

pendoamento
38,75 bA
88,75 bC
81,25 bC
80,00 bC
100 bC
96,25 bC
87,50 bC
91,25 bC
64,25 bB
86,25 bC

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas nado diferem significativamente entre si pelo teste de
agrupamento Scott-Knott a 1% de probabilidade, e médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas nao diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

100 -
90 A
80 -
70 A
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10 A

Severidade (%)

mVv7 mV10
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N
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Figura 2. Severidade da antracnose do colmo (%) em 10 gendtipos de milho inoculados em trés estadios fenologi-

cos: V7 (sete folhas), V10 (dez folhas) e pré-pendoamento.
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Tabela 3. Severidade da antracnose do colmo (%) em 10 cultivares de milho inoculadas em trés posi¢des do col-
mo: primeiro (1), terceiro (2) e quinto (3) entrends expandidos.

Posicao do entrend inoculado
Genotipos
1 2 3
2B710 32,50 aA 38,75 aA 47,50 aA
ATTACK 56,25 aA 88,75 bC 100,00 bB
DKB 390 77,50 aB 81,25 abC 95,38 bB
30P70 51,25 aA 80,00 bC 94,50 bB
TRACKTOR 87,50 aB 100,00 aC 100,00 aB
30F80 82,50 aB 96,25 aC 89,00 aB
PB587 82,75 aB 87,50 aC 93,75 aB
BRS 1035 57,13 aA 89,50 bC 86,00 bB
BRS 1010 48,25 aA 64,25 aB 90,00 bB
BRS 1030 43,75 aA 63,75 bB 92,25 cB

Médias seguidas pelas mesmas letras mailusculas nas colunas nao diferem significativamente entre si pelo teste de
agrupamento Scott-Knott a 1% de probabilidade, e médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas n&o diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

H1%entrend m3°entrend ®W5%°entrend
100 -

Severidade (%)
o
o

Genotipos

Figura 3. Severidade da antracnose do colmo (%) em diferentes cultivares de milho inoculadas em diferentes
posicdes do colmo: primeiro, terceiro e quinto entrends expandidos.
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O hibrido Tracktor foi 0 que expressou a menor resis-
téncia a antracnose do colmo, seguido das cultivares
30F80, 2B587 e DKB 390. O hibrido 2B710 foi o que
mostrou maior resisténcia a coloniza¢do dos entre-
noés, diferindo estatisticamente dos demais (Tabela 3).
Para os hibridos mais suscetiveis (Tracktor, 30F80 e
2B587) nao houve efeito da posigéo de inoculagéo no
desenvolvimento da podriddo de colmo (Figura 3).

Conclusoes

A melhor época do ciclo da cultura para a inocula-

¢ao de C. graminicola em colmos de milho foi no
estadio de pré-pendoamento. O terceiro entreno foi
considerado o mais adequado para a realizagao das
inoculacdes e avaliagdes da resisténcia ou suscetibi-
lidade a antracnose do colmo em gendétipos de milho,
considerando tanto a severidade da doenga, quanto
0s aspectos operacionais do processo de inoculagao e
avaliacao.

O hibrido 2B710 foi o mais resistente a antracnose do
colmo entre as cultivares avaliadas.
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