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RESUMO GERAL

Em decorréncia da grande importancia econdémica e social do milho, torna-se relevante o
estudo do desempenho de suas sementes na presenca do patogeno Exserohilum turcicum,
prevalente na maioria das regides produtoras dessa cultura. Diante da escassez de informacoes
mais pontuais sobre as relacfes entre esse patdgeno e sementes de milho no Brasil e diante da
importancia crescente deste patossistema, a proposta nesta pesquisa foi o desenvolvimento de
um protocolo de deteccdo molecular do fungo em sementes de milho, além da avaliacdo da
presenca do patogeno, seus efeitos no desempenho e transmissdo a partir de sementes
contaminadas. Sementes de um hibrido de milho suscetivel foram inoculadas por 24, 48, 72 e
96 horas para obtencdo de quatro niveis de indculo (NI24, NI48, NI172 e NI96) com dois
isolados de E. turcicum. Utilizando-se a técnica molecular de PCR convencional, foi possivel
detectar a presenca do fungo, em quase todos os niveis de indculo, nas sementes de milho
inoculadas, utilizando um primer desenvolvido para quantificacdo do mesmo patdégeno em
folhas de milho. O par de primers utilizado é especifico para E. turcicum e é capaz de detectar
0 patdgeno em concentracdes de até 0.0000147ng/uL. Nas andlises utilizando a técnica de
PCR em tempo real, pode-se quantificar o DNA gendmico presente nas sementes de milho
inoculadas com niveis de incidéncia minima de 0,5%. Os efeitos do patdgeno no desempenho
das sementes foram avaliados por meio de teste de germinacdo, sanidade, condutividade
elétrica e emergéncia. A presenca de isolados de E. turcicum em sementes de milho foi
prejudicial ao desenvolvimento das sementes inoculadas com este patdgeno, havendo
variacoes entre os fatores utilizados para este tipo de avaliagdo. A altura de plantas oriundas
de sementes inoculadas com ambos isolados de E. turcicum ndo foi afetada ao contrario do
vigor, avaliado pelo teste de condutividade elétrica, e germinacdo principalmente no
tratamento de maior nivel de in6culo. Avaliando-se plantas oriundas das sementes inoculadas,
observou-se que a porcentagem de morte em pré-emergéncia aumentou com o aumento do
nivel de indculo nas sementes, independente do isolado e da temperatura de cultivo. A taxa de
transmissdo total do patégeno em estudo foi de 55,27%, ocorrida no maior nivel de in6culo

presente na semente.

Palavras chave: Sementes. Milho. Exserohilum turcicum.



ABSTRACT

Due to the great economic and social importance of corn, it is important to study the
performance of its seeds in the presence of the pathogen Exserohilum turcicum, prevalent in
most regions producing this crop. The lack of more specific information on the relationship
between this pathogen and corn seeds in Brazil is still a problem. In view of the growing
importance of this pathosystem, the purpose of this research was to evaluate the presence of
the pathogen, its effects on the performance and transmission from contaminated seeds and
development of a protocol for molecular detection of the fungus in corn seeds. Seeds of a
susceptible hybrid of corn were inoculated to obtain four levels of inoculum (N24, N48, N72
and N96) with two isolates of E. turcicum. It was possible to detect the presence of the
fungus, in almost all inoculum potentials using the conventional PCR technique, in the
inoculated corn seeds, using a primer developed to quantify the same pathogen in corn leaves.
The primer pair used is specific for E. turcicum and is capable of detecting the pathogen in
concentrations up to 0.0000147ng / pL. In analyzes using the real-time PCR technique, it is
possible to quantify the genomic DNA present in the inoculated corn seeds with minimum
incidence levels of 0.5%. The effects of the pathogen on seed performance were evaluated by
germination, health and vigor tests. The presence of E. turcicum isolates in corn seeds was
detrimental to the development of seeds inoculated with this pathogen, with variations
between the factors used for this type of evaluation. The height of plants from seeds
inoculated with both isolates of E. turcicum was not affected, contrary to vigor and
germination, mainly in the treatment of greater inoculum level. Evaluating plants from the
inoculated seeds, it was observed that the percentage of death in pre-emergence increased
with the increase of the level of inoculum in the seeds, regardless of the isolate and the
temperature of cultivation. The rate of total transmission of the pathogen in study was
55.27%, which occurred at the highest level of inoculum present in the seed.

Keywords: Seeds. Maize. Exserohilum turcicum.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO GERAL

O milho é um dos trés cereais mais cultivados no mundo e tem grande importancia
econémica e social devido as variadas formas de utilizacdo. Atualmente o Brasil ocupa a
terceira posicdo de maior produtor desta commodity, atrds dos Estados Unidos e China, que
juntos contabilizam aproximadamente 709,5 milhGes de toneladas por ano, ou 63,8% da
producdo total (USDA, 2020).

Considerada um dos principais insumos da atividade agricola, a semente é parte
importante para o sucesso de uma lavoura, pois além de ser 0 meio de perpetuacdo da maioria
das espécies vegetais, comporta informacfes genéticas importantes para o desempenho das
plantas, além de serem veiculos de insumos como fertilizantes, fungicidas, inseticidas,
inoculantes, promotores de crescimento, dentre outros, que, em conjunto, asseguram bons
desempenhos no campo.

A adocéo de sementes com alta qualidade, produzidas de acordo com as diretrizes de
programas de certificacdo, tem sido um fator relevante para garantir que todos os fatores ja
citados, somados a redugdo de custos com insumos no campo, sejam traduzidas em producao
com qualidade, maior produtividade e lucro ao produtor.

A qualidade das sementes esta diretamente relacionada as caracteristicas fisicas,
fisiolOgicas, genéticas e sanitarias, que em conjunto garantem um produto final de qualidade.
Dentre estas caracteristicas, a qualidade sanitaria, relacionada a presenca ou auséncia de
doencas e pragas nas sementes, € um dos principais problemas encontrados uma vez que a
presenca de microrganismos nas sementes pode comprometer grandemente um campo de
cultivo e 0 armazenamento das sementes.

Dentre as diversas doencas que acometem a cultura do milho encontra-se a mancha
turcica causada pelo fungo Exserohilum turcicum. Prevalente na maioria das regides
produtoras de milho, é considerada uma das doencas de maior significancia nos campos de
producdo dessa cultura. As perdas na produtividade de grdos variam de 15 a 50% podendo
chegar a 90% em condicOes de alta severidade da doenca (CHENULU; HORA, 1962;
KACHAPUR; HEGDE, 1988; NWANOSIKE et al., 2015). As condi¢des favoraveis para o
desenvolvimento da doenca séo alta umidade relativa do ar juntamente com altas a moderadas
temperaturas, ocorrendo a partir do estagio fenolégico V3 até o desenvolvimento dos graos
(PALAVERSIC et al., 2012).
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Embora ndo se conhega com profundidade a relacdo do fungo E. turcicum com
sementes de milho, reconhece-se atualmente que o potencial de danos decorrentes do uso de
sementes contaminadas com este patdgeno tem sido uma grande preocupacdo junto aos
produtores do milho.

Diante da escassez de informac6es mais pontuais sobre as relagfes entre E. turcicum, e
sementes de milho no Brasil e diante da importancia crescente deste patossistema no pais,
torna-se evidente que estudos mais aprofundados e seguindo metodologias cientificas
adequadas para estes casos, sejam necessarias. Neste sentido algumas medidas consideradas
estratégicas para 0 manejo atual da doenga em questdo, como a avaliagdo da diversidade
genética do patdgeno ja estabelecido nas areas produtoras do milho, seus efeitos no
desempenho de sementes contaminadas e desenvolvimento de um protocolo de deteccdo
molecular do fungo em sementes de milho, tornam-se necessarias. Neste estudo o foco foi
concentrado na deteccdo do patdgeno em sementes de milho e seus efeitos incluindo
transmissao do patdgeno a partir de sementes portadoras de indculo infectivo.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) é uma espécie da familia Poaceae € um dos cereais mais
cultivados em todo mundo, sendo a segunda espécie mais cultivada no territorio brasileiro
(CONAB, 2020). Tem grande importancia econémica e social em funcéo de ser largamente
utilizado tanto na dieta humana, como animal, e devido ao seu alto potencial produtivo,
servindo de matéria prima para diversos subprodutos (GALVAO et al., 2015) como 6leo,
proteina animal, etanol, entre outros.

Embora o centro de origem do milho seja no México (BRIEGER et al., 1958), a
cultura tem uma grande variabilidade genética, que permite adaptar-se em climas tropicais,
subtropicais e temperados, sendo o seu cultivo, no Brasil, caracterizado pela producdo em
duas épocas de semeadura, popularmente conhecidas como milho de primeira e segunda safra,
ou safra verdo e safrinha respectivamente (GURGEL, 2012). A época de semeadura mais
adequada é aquela que faz coincidir o periodo de floragdo com os dias mais longos do ano, e a
etapa de enchimento de grdos com o periodo de temperaturas mais elevadas e alta
disponibilidade de radiacdo solar, variando conforme a regido do Brasil. Geralmente, a
semeadura do milho de primeira safra ocorre entre setembro e dezembro e a colheita durante

janeiro e maio e, devido as condicGes climatologicas mais favoraveis, o milho semeado nesse
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periodo tende a demonstrar uma maior produtividade. O milho safrinha, ou milho de segunda
safra é normalmente semeado durante os meses de janeiro a margo, e a colheita, ocorre nos
meses de maio a agosto (CRUZ et al., 2012).

No panorama mundial, o Brasil ocupa posi¢cdo de destaque como o terceiro maior
produtor, contabilizando 9,5% do total produzido, equivalente a 110 milhGes de toneladas,
ficando atrés dos Estados Unidos e China. Também, tem destaque como quarto maior
consumidor e 0 segundo maior exportador desse cereal (USDA, 2020). Na safra agricola de
2019/2020, o Levantamento Sistematico da Producdo Agricola realizado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) registrou uma &rea total de 4,96 milhdes de
hectares plantados com milho em primeira safra e 13,22 milhGes de hectares plantados na
segunda safra, com producdo total de 98.710,6 mil toneladas de grdos (CONAB, 2020). No
entanto, a produtividade média brasileira ainda é considerada baixa em relacdo aos outros
paises produtores, ocupando a 232 posi¢do no ranking, com 6 toneladas por hectare (USDA,
2020). Entre os fatores que contribuem para essa baixa produtividade destacam-se as doencas,
causadas principalmente por fungos, que podem comprometer o potencial de rendimento da
cultura, podendo ocorrer tanto em condigdes de campo quanto de armazenamento (DUARTE
etal., 2008; PINTO, 2005; WHITE, 1999).

Por ser uma cultura amplamente cultivada no Brasil, sob diversas condicdes
climaticas, as plantas de milho estdo sujeitas ao ataque de um namero elevado de patdgenos e
ocorréncia de diversas doencas que podem afetar a producdo, qualidade, palatabilidade e o
valor nutritivo dos grdos. Doencas causadas por fungos sdo importantes por serem facilmente
propagadas e conhecidas por ocasionar grandes perdas na produtividade. Dentre as doencas
fangicas que ocorrem na cultura do milho, sdo destaques as que causam manchas foliares e
podriddes do colmo e da espiga (WORDELL et al., 2016). A importancia de cada uma dessas
doencas € varidvel de ano para ano e de acordo com a regidao de plantio, ndo sendo possivel
alegar que alguma tenha maior importancia em relacdo as demais (CASELA; FERREIRA,;
PINTO, 2006). As doencas foliares na cultura do milho s&o responsaveis por reducées de até
40% na produtividade de graos (CASA; REIS, 2003).

Das doencas fungicas foliares que atingem a cultura do milho, destacam-se a mancha
de antracnose causada por Colletotrichum graminicola; a mancha branca, causada por
Pantoea ananatis, a cercosporiose, causada por Cercospora zeae-maydis; a ferrugem comum
e a ferrugem polissora causadas por Puccinia spp; e a helmintosporiose, ou também
denominada mancha turcica, cujo patégeno é o Exserohilum turcicum (WORDELL et al.,
2016).
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2.2 Mancha tarcica do milho

A mancha turcica, ou mancha foliar, queima de turcicum ou mancha de turcicum foi
inicialmente descrita como tendo o fungo Helminthosporium turcicum Luttrell (LUTRELL,
1958) como agente causal e por isso a doenca recebia o nome de helmintosporiose.
Posteriormente, autores mudaram o nome para Bipolaris turcica (Pass.) Shoemaker; e entéo
para Drechslera turcica (Pass.) Subramanian & P. C. Jain. Porém em virtude de evidéncias
apresentadas em estudos morfologicos em que o hilo dos conidios é bastante saliente, este
patdgeno foi enquadrado como Exserohilum turcicum K. J. Leonard e E. G. Suggs
(LEONARD, 1974), como ainda hoje é denominado.

A forma sexuada do patégeno corresponde a Setosphaeria turcica (Luttrell) K. J.
Leonard e E. G. Suggs (sinbnimo Trichometasphaeria turcica Luttrell) e raramente ocorre na
natureza (COTA et al, 2010; LEONARD et al, 1989; LUTTRELL, 1958).
Taxonomicamente, o fungo E. turcicum pertence ao filo Ascomycota e a ordem Pleosporales
e familia Pleosporaceae, que contém outros patdgenos economicamente importantes em
monocotileddneas.

Além do milho, E. turcicum tem como hospedeiros o sorgo (Sorghum bicolor (L.
Moench), capim massambara, sorgo de halepo, ou capim Johnson (S. halepense (L.) Pers.),
capim sudao (S. sudanense (Piper) Stapf) e o teosinto (Euchlaena mexicana Schrad.), sendo o
milho considerado um dos mais importantes, e, embora a helmintosporiose seja também uma
das doencas mais importantes do sorgo em diferentes partes do mundo; os isolados
provenientes de milho ndo sdo patogénicos ao sorgo e vice-versa (CASELA; FERREIRA,
PINTO, 2006; COTA et al., 2010; FREDERIKSEN; ODVODY, 2000; REIS et al., 2004).
Borchardt et al. (1998) sugerem como o centro de origem de E. turcicum a América Central,
no caso de o patdgeno ter coevoluido com o hospedeiro Zea mays, ou entdo a Africa
Ocidental, se coevoluido com Sorghum bicolor.

A mancha turcica foi descrita pela primeira vez na cultura do milho no estado de Nova
Jersey em 1878, nos Estados Unidos da Ameérica, seguido por graves surtos em Connecticut
(EUA) em 1889 (DRECHSLER, 1923). Atualmente, estd disseminada em diversos paises
produtores, sendo considerada, dentre as doencas foliares do milho, a mais amplamente
encontrada nas regides tropicais (OGLIARI et al., 2005). Além da ocorréncia nas areas
tropicais, também ocorre de forma generalizada em areas subtropicais, como nos Estados
Unidos da América, América do Sul, maioria dos paises africanos, sul europeu, india, China
entre outros (CHIDAMBARAM; MATHUR; NEERGAARD, 1973; JAKHAR et al., 2017;
SHI, 2017).
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No Brasil, existem relatos dessa doenga desde o final da década de 80 e tem
apresentado expressiva severidade principalmente na regido Sul, durante a safra de verdo e na
regido Centro oeste, na safrinha (ESTEVES, 1989). Geralmente ocorre em maior intensidade
em cultivo de milho safrinha, causando os maiores danos quando infecta as plantas no periodo
de floracdo (FERNANDES; OLIVEIRA, 2000). No sul do pais é considerada uma das
principais manchas foliares incidentes na cultura (REIS et al., 2004).

2.2.1 Caracteristicas gerais de Exserohilum turcicum

Morfologicamente, o patdgeno E. turcicum € caracterizado por apresentar conidios de
coloracéo verde-oliva ou marrom-escuro, fusiformes, ligeiramente curvos. Os conidios podem
ter de 3 a 8 septos, com dimensdes de 20 x 105 um, com hilo basal proeminente ¢ germinagao
do tubo germinativo polar adjacente ao hilo. Os conidi6foros sdo olivaceos, lisos ou
verrugosos, com 2 a 4 septos, medindo de 7-9 x 150-250 um (ALCORN, 1988; ELLIS, 1971;
PEREIRA et al., 1996; SHURTLEFF, 1986; WHITE, 1999).

O processo de reproducdo ocorre geralmente de forma assexuada, por meio da
producdo de conidios formados a partir das hifas. Pode ainda ocorrer por meio da fase
sexuada, que embora seja raro na natureza e ainda ndo tenha sido reportado em nenhum
material de campo, pode ser induzida em condi¢Ges controladas de laboratorio, com a
producdo de peritécios globosos e escuros (MARTIN, 2011; MOGHADDAM; PATAKY,
1994). Dentro dos peritécios, ocorre a formacdo dos esporos, 0s quais se diferenciam em
ascosporos, no interior dos ascos. Estes sdo cilindricos e contém de 1 a 8 ascosporos hialinos,
trisseptados, retos ou ligeiramente curvos com dimensdes de 13-17x 42-78 um (BEDENDO,
1995; SHURTLEFF, 1986; WHITE, 1999).

Este patdgeno é hemibiotréfico, apresentando uma fase parasitaria na planta viva e
uma fase necrotrofica nos restos culturais, os quais sdo importantes fontes de indculo para o
desenvolvimento de epidemias. Alguns autores afirmam que o fungo pode sobreviver de uma
estacdo de cultivo para outra quando associado a restos culturais (folhas, bainha das folhas,
palha da espiga) na forma de micélios, colonizando o substrato e produzindo esporos, ou
como estrutura de dorméncia denominada de clamiddsporo, mas ndo citam a possibilidade da
presenca do fungo em sementes de milho (BOOSALIS et al., 1967; SHURTLEFF, 1986,
WHITE, 1999). A producdo de clamidosporos ocorre como estratégia de sobrevivéncia
quando o hospedeiro suscetivel estd ausente ou quando o ambiente & desfavoravel e
normalmente ocorre sob baixas temperaturas (aproximadamente 10 °C) e no escuro (LEACH,
FULLERTON; YOUNG, 1977b). A sobrevivéncia nos restos culturais é a principal fonte de
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indculo para infeccdo de novas plantas de milho e varia conforme as condi¢fes de
temperatura, luz e umidade (REIS et al., 2004).

A umidade relativa do ar proxima a 93% é essencial a esporulacdo, quando os conidios
e conidioforos desenvolvem-se abundantemente nas leses das folhas. A temperatura também
é um fator importante pois influencia tanto na morfologia quanto na quantidade de septos
presentes nos conidios. No geral, o0 melhor crescimento do fungo ocorre entre 18 e 27 °C,
entretanto, o melhor intervalo para o desenvolvimento de conidios encontra-se entre 20 e 26
°C, porém, se expostos a luz o desenvolvimento € inibido. (LEACH, FULLERTON; YOUNG,
1977b; WHITE, 1999). A temperatura ideal para esporulagdo do fungo é definida como 25°C
(BHOWMIK; PRASADA, 1970).

A deposicdo de uma estrutura reprodutiva de E. turcicum sobre a folha de milho
suscetivel e sadia, juntamente com condi¢des favoraveis de temperatura e umidade, leva a
uma serie de reacdes bioquimicas entre o patdgeno e o hospedeiro. A germinagdo do conidio
origina um tubo germinativo que cresce ao longo da superficie foliar e produz um ou
multiplos apressoérios, a partir dos quais o fungo penetra pela cuticula e epiderme da folha e
raramente por meio dos estdmatos (KNOX-DAVIES, 1974). As condi¢Oes ideais para a
ocorréncia da doenca sdao obtidas com temperaturas em torno de 20 °C e com um minimo de
8h de molhamento foliar (VITTI et al., 1993).

Apoés a penetracdo, o patdégeno se desenvolve e coloniza os tecidos do hospedeiro
provocando alteracbes em diversos processos fisioldgicos, podendo causar necrose e colapso
dos tecidos (BEDENDO, 1995; PEREIRA et al., 1996). O micélio cresce através do tecido
foliar e dentro do sistema vascular, se espalhando por toda a planta (MUIRU, 2008). Como
consequéncias dessas alteracbes surgem o0s sintomas, expressos pelas lesdes foliares,
inicialmente como pontos cloréticos no local de penetracdo do patdégeno, que podem ter um
halo amarelado ou verde claro, consistindo na area de crescimento do fungo para novas
células. Posteriormente, essas lesdes vao transformar-se em lesdes necréticas elipticas, cuja
coloracdo varia de purpura-avermelhada a castanho-amarelada com o centro amarelado a
cinza, medindo de 2,5 a 15 cm de comprimento, evidenciando a morte de células. As
primeiras lesbes aparecem nas folhas mais velhas, inferiores e continuam aumentando em
tamanho e numero a medida que a planta se desenvolve, e, em condic¢des de alta incidéncia
pode ocorrer a queima completa dos tecidos foliares (COTA,; SILVA; COSTA, 2013; DE
LEON, 1994; WHITE, 1999).

Frequentemente é encontrado em quase todas as regides produtivas de milho,

entretanto, a infecgdo geralmente é limitada ao material foliar da planta, ndo causando danos
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diretamente as sementes (RAYMONDO; HOOKER, 1981). Em lavouras com alta intensidade
da doenca o nimero de lesdes por folha aumenta, o0 que pode ocasionar a morte prematura da
planta. Lesbes diretamente nas espigas ndo sdo comuns, embora algumas possam ser
formadas externamente sobre a palha da espiga. Quando as plantas sdo severamente afetadas,
as espigas tém seu tamanho reduzido (REIS et al., 2004). Além das lesbes foliares, ocorre
também murcha da planta devido a colonizacdo do xilema, o que impede a absor¢do de agua
pela planta e consequente reducdo do potencial fotossintético, reduzindo a producédo
(THAKUR et al., 1989).

Apos a infeccdo dos tecidos, observa-se intensa esporulacdo do patdgeno no interior
das lesdes se exteriorizando por rupturas na superficie foliar nas lesdes ou por meio dos
estomatos (KNOX-DAVIS; DICKSON, 1960). Devido a producdo de conidioforos, a lesdo
torna-se cinza-escura ou preta, com as bordas bem definidas, largas, alongadas, distribuidas
irregularmente na superficie foliar, podendo coalescer e dando o aspecto de queima,
principalmente nas cultivares suscetiveis. Quando expostas, essas estruturas reprodutivas
amadurecem para serem liberadas e disseminadas para colonizacdo de novo hospedeiro. Em
condicdes de solos frios e Umidos, pode ocorrer podriddo de sementes e morte de plantulas
(SASSE, 2008).

A maior liberacdo de conidios acontece apds ocorréncia de chuvas, em periodos com
alta umidade relativa ou presenca de orvalho, e 40% deles sdo liberados no periodo da manha,
entre 8 e 12 horas, quando a luz solar seca a folhagem. A dispersdo pode ocorrer por
respingos de chuva ou vento que impulsiona o esporo para o ar disseminando-o a longas
distancias, ocasionando infec¢bes secundarias na mesma planta, em plantas vizinhas, ou
campos vizinhos distantes (LEACH; FULLERTON; YOUNG, 1977a).

Os danos causados pela ocorréncia da doenca variam com a viruléncia dos isolados
gue predominam na populacdo. Durante epidemias, a incidéncia do fungo pode atingir 100%,
causando significativas perdas de producdo. Em regides onde prevalecem alta umidade e
temperaturas moderadas prevalecem durante as estagdes de cultivo e que a infeccdo ocorre
antes do enchimento de grdos, a redugdo do potencial fotossintético pode levar a perdas de até
80% na produtividade (CARSON, 1995; RAMATHANI et al, 2011; RAYMONDO;
HOOKER, 1981).

A reducdo do rendimento de grdos em hibridos suscetiveis pode ser explicada pela
severidade da doenca nas folhas imediatamente acima e abaixo da espiga (PATAKY, 1992).

A mancha tarcica reduz a producéo do milho, aumenta o tombamento das plantas e diminui a
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capacidade germinativa das sementes, além de predispor a cultura a podriddes do colmo
(CARDWELL etal., 1997; GOWDA et al., 1992; PEREIRA et al., 1997).

2.2.2 Detecgdo, transmissao e controle de E. turcicum em sementes

A associacdo de patdgenos com sementes € uma das maiores preocupacfes na
producdo de qualquer espécie que utilize a semente como forma de propagacao. Deste modo,
a deteccdo e identificacdo precisa de patdgenos em sementes e outros materiais de propagacéao
vegetal se torna uma etapa importante no sistema de producéo agricola. Os critérios utilizados
para a deteccdo de fungos em sementes seguem, de modo geral, as regras adotadas pela
International Seed Testing Association (ISTA), responsavel pela validacdo dos testes de
sementes, que em sua maioria consistem em estimular os microrganismos a produzir
estruturas ou metabdlitos que permitam a sua identificacéo.

Existem diversos testes destinados a deteccdo de microrganismos associados as
sementes, porém nem todos permitem a deteccdo de todos 0s patégenos presentes na amostra
ou de patdgenos especificos. Dentre os métodos que utilizam bases bioldgicas ou culturais,
aqueles que envolvem periodos de incubacdo em substratos de papel (blotter test) e meios
agarizados sdo 0s mais comuns em analises de rotina para a deteccao de um grande numero de
fungos (BRASIL, 2009). Por estes métodos o reconhecimento dos organismos baseia-se na
presenca de hifas, corpos de frutificacdo e esporos, independentemente de estarem localizados
na superficie ou no interior das sementes. A esporulacdo de E. turcicum depende grandemente
de fontes adequadas de carbono e nitrogénio (MALCA; ULSTRUP, 1962) e a utilizacdo de
um meio rico nesses nutrientes favorece a deteccdo e correta identificacdo deste
microrganismo. Desta forma, Tuite (1969) cita 0 meio de lactose caseina hidrolisada agar
(LCHA) como sendo apto para induzir a esporulagéo de E. turcicum, pois a lactose funciona
como a fonte de carbono e a caseina hidrolisada como a fonte de nitrogénio.

A deteccdo de fungos com base na analise do DNA por meio da técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e em tempo real, gPCR, tem sido uma alternativa para uma
diagnose mais rapida e sensivel. A técnica da gPCR tem sido bastante utilizada, pois permite a
visualizagdo da quantidade de fragmentos de DNA do patégeno em estudo durante a reacdo,
por meio da utilizacdo de sondas fluorescentes e primers especificos. Em geral, 0os métodos
moleculares s&o mais rapidos, especificos e seguros para a deteccao de patdgenos de interesse.
Chung et al. (2010) conseguiram quantificar o inoculo de E. turcicum presente em folhas de
milho infectadas artificialmente em casa de vegetacdo por gPCR. Bunkoed et al. (2014)

também utilizando a técnica de PCR conseguiram identificar isolados de E. turcicum em
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Bangkok, na Tailandia. A detecgdo deste fungo em sementes de milho via PCR ou qPCR
ainda ndo foi investigada.

Apesar de ser um fungo que tem sido detectado com certa frequéncia em testes
laboratoriais em amostras de sementes de milho, é ainda pouco esclarecida a sua relacdo de
transmissdo e efeitos em sementes desta espécie. De Rossi (2012) estudando a transmissao
deste patdgeno a partir de sementes artificialmente infectadas ndo detectou a presenca do
fungo nos dérgéos aéreos de plantulas de milho, quando avaliando visualmente a presenca de
estruturas fangicas nas folhas.

O fungo E. turcicum apresenta alta variabilidade tanto em suas caracteristicas morfo-
fisiologicas como genéticas que caracterizam viruléncias diferentes (YESHITILA, 2003).
Dessa forma, técnicas como incluindo RAPDs, AFLP, isoenzimas, microssatélites entre
outros tém sido utilizadas em estudos populacionais visando a determinacdo da sua
diversidade genética (DONG et al, 2008; FERGUSON; CARSON, 2004; HAASBROEK et
al, 2014; MUIRU et al, 2010; SIMCOX; BENNETZEN, 1993).

O termo ‘raca fisioldgica’ vem sendo utilizado para descrever os patdgenos da mesma
espécie, morfologicamente semelhantes e com mesma viruléncia. Patogenos de racas
fisiologicas distintas apresentam diferentes niveis de viruléncia. No Brasil, jA foram
identificadas as racas fisioldgicas 0, 1, 2, N, 12, 23 e 23N de E. turcicum em milho
(PEREIRA, 2019). A existéncia de ragas bem como a variabilidade em termos de viruléncia
do patégeno implica na necessidade do desenvolvimento de hibridos de milho resistentes a
tais racas, uma vez que seu uso tem sido a alternativa mais utilizada para o controle da
mancha tdrcica do milho (FERGUSON; CARSON, 2007). Neste caso ha uma reducdo dos
custos de producdo, além da diminuicdo das atividades de manejo e problemas ambientais
(RIBEIRO et al., 2016). Além do uso desta estratégia, a rotacdo de culturas com uma cultura
ndo hospedeira em areas com plantio direto que tenham histérico da doenca pode ser
necessaria para a reducao da fonte de in6culo e consequentemente da quantidade de doenca na
cultura de milho seguinte. A aplicagdo de fungicidas especificos no cultivo em
desenvolvimento, voltada especificamente para a mancha tdrcica € uma terceira ferramenta,
porém é uma alternativa que gera custos adicionais, fato que deve ser considerado na
composicdo final dos custos de producdo deste tipo de cultivo (GULLICKSON, 2017;
SALGADO et al., 2016). No geral, 0 manejo eficaz da doenca deve ser preventivo em campos
com alto risco de desenvolvimento da doenga, sempre evitando os danos e perdas na producéo

causadas pela doenca.
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ABSTRACT

Turcicum leaf blight (TLB) is the most devastating disease in corn caused by Exserohilum
turcicum and can be found in most cornfields worldwide. The association of pathogens with
seeds is considered a serious threat to the establishment of the field since they are considered
important ways of survival and spread of the pathogen. The aim of this study was to evaluate
the use of molecular techniques such as conventional and real time PCR, for detecting E.
turcicum in corn seed samples artificially inoculated and develop a protocol for routine
detection in the laboratory. In this study the conventional and quantitative PCR techniques
were used to detect and quantify E. turcicum in corn seeds artificially inoculated. Seeds were
prepared with 0.25%, 0.5%, 1%, 10% and 100% of incidences of seeds exposed to the
pathogen for periods of time, corresponding to different levels of inoculum 36h (N36), 72h
(N72), 108h (N108) and 144h (N144). Both techniques were efficient in the detection of the
fungus in the seeds. Using the conventional PCR, the highest sensibility was noted in the
lowest level of inoculum (N36), at 0.5% of incidence. The same result was obtained while
using the gPCR technique, where amount as low as 0.0000147ng/uL could be detected in the

lowest inoculum level.

Index Terms: maize, PCR, turcicum blight
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RESUMO

A mancha turcica € a doenca mais devastadora do milho, causada por Exserohilum turcicum,
pode ser encontrada na maioria dos campos de milho em todo o mundo. A associacdo de
patdégenos com sementes é considerada uma séria ameaca ao estabelecimento do campo, visto
que sdo consideradas importantes meios de sobrevivéncia e dissemina¢do do patégeno. O
objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacdo de técnicas moleculares, como a PCR
convencional e em tempo real, para deteccdo de E. turcicum em amostras de sementes de
milho inoculadas artificialmente e desenvolver um protocolo para deteccdo de rotina em
laboratdrio. Neste estudo foram utilizadas as técnicas de PCR convencional e quantitativo
para detectar e quantificar E. turcicum em sementes de milho inoculadas artificialmente. As
sementes foram preparadas com 0,25%, 0,5%, 1%, 10% e 100% de incidéncia de sementes
expostas ao patdgeno por periodos de tempo, correspondendo a diferentes niveis de in6culo
36h (N36), 72h (N72), 108h (N108) e 144h (N144). Ambas as técnicas foram eficientes na
deteccdo do fungo nas sementes. Utilizando a PCR convencional, a maior sensibilidade foi
observada no nivel mais baixo de indculo (N36), com 0,5% de incidéncia. O mesmo resultado
foi obtido ao usar a técnica de qPCR, onde uma quantidade tdo baixa quanto 0,0000147ng/uL
pode ser detectada no nivel de indculo mais baixo.

Termos para indexacdo: Zea mays, mancha turcica, técnicas moleculares
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Introduction

Northern Corn Leaf Blight (NCLB) also known as turcicum leaf blight (TLB) is the
most devastating disease in corn. Caused by the ascomycete Exserohilum turcicum it can be
found in most corn fields worldwide, where susceptible corn is grown (De Rossi e Reis,
2014). The disease, on susceptible hybrids, is characterized by long elliptical grey to tan-
colored lesions on the leaves. The first lesions appear on the lower and older leaves and
increase in size and number as the plant develops (Cota, Silva, Costa, 2013). Yield losses can
range from 24% to 91% (Pant et al., 2000; Nwanosike et al., 2015). Besides the yield losses,
the disease also causes qualitative changes to the seeds produced, resulting to decreased sugar
content, germination capacity, vigor (Gowda et al., 1992; Cardwell et al., 1997).

The seed is one of the most important ways that the pathogens use to survive and
spread its structures to other areas; therefore, their association with seeds is considered a
serious threat to the establishment of the field. Pathogens can be associated with the seeds in
their inner parts or on the outside tissue and this biological relationship shows the importance
of the use of heathy seeds.

E. turcicum is a corn pathogen that is detected in most of corn seed samples that are
analyzed in routine laboratories, even though this fungus has not its transmission by seeds
confirmed, it is important to detect its presence in the seed so its structures will not be
disseminated. Therefore, detecting these pathogens in the seeds has a huge importance and
impact on the field.

There are several methods that can be used to detect and identify seedborne pathogens,
but each of them has a different time of procedure, sensitivity, specificity, and cost (Walcott,
2003). The conventional and the real time Polymerase Chain Reaction (PCR) are techniques
that, although expensive, can be used to detect seed pathogens with speed and precision if the

right pair of primers are used. Both methods have already been used to detect the presence of

E. turcicum in corn leaves (Chung et al., 2010; FH#f## Shi Niuniu et al., 2016), but it has not

been used to detect it in seeds yet.
Having that said the aim of this study was to evaluate the use of molecular techniques
such as conventional and real time PCR, for detecting E. turcicum in corn seed samples

artificially inoculated.


https://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22%E7%9F%B3%E5%A6%9E%E5%A6%9E%22
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Material and Methods
The experiment was performed in the Seed Pathology Laboratory, at the Plant
Pathology Department of the Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Source and multiplication of the fungi

In this study, it was used the isolate CMLAPS805 of Exserohilum turcicum, obtained
from the Biological Institute of Sdo Paulo. Initially, the isolate was cultivated in 9 cm
diameter Petri dishes and a monosporic culture was obtained from it. This monosporic
culture was replicated into 15cm diameter Petri dishes containing LCHA medium (Tuite,
1969) and kept in a BOD incubator for 15 days at 25+2 °C and 12 h photoperiod. Other fungal
species isolates found in corn seeds, such as Stenocarpella maydis, S. macrospora, Fusarium
verticillioides, Rhizoctonia solani and Colletotrichum graminicola, obtained from the
mycological collection of the Seed Pathology Laboratory from UFLA, were also cultivated in
PDA medium and kept in the same conditions as described previously.

The commercial hybrid RB9006PRO used in the present work is characterized as
susceptible to Northern Corn Leaf Blight (NCLB) and were obtained from Riber KWS
Company (Patos de Minas, MG),

Seed inoculation and sample preparation

Initially corn seeds were disinfested on the surface with 1% sodium hypochlorite for 1
minute, followed by washing three times with distilled water. Then they were dried between
germitest paper sheets for 48 hours, placed in plastic trays, in a 20 °C room. Theses seeds
were inoculated with the isolate CMLAPS805 of E. turcicum using the hydric conditioning
methodology (Machado et al., 2012). Monosporic fungi colonies were grown for 15 days in
15 cm diameter Petri dishes containing LCHA medium plus mannitol, with the osmotic
potential adjusted to -1,4 MPa (Michel and Radcliffe, 1995). Corn seeds were distributed over
the colony in a single layer, with the scutellum facing down to the colony and the plates were
kept in a BOD incubator at 25+2 °C, with a 12-hour photoperiod. The seeds were exposed to
the fungus colonies during 36, 72, 108 and 144 hours, corresponding to the inoculum levels
IL36, IL72, 1L108 and 1L144, respectively. After that, the seeds were dried in trays, between
germitest paper sheet, for 48 hours at 20 °C room, for later mixture with healthy seeds.

To determine the sensitivity of detection of the fungus E. turcicum when associated
with corn seeds, using the conventional and real-time PCR techniques, the artificially

inoculated seeds were mixed. The mixture was composed of inoculated and non-inoculated
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seeds at specific quantities (Table 1) to obtain different levels of artificial incidence (0.25%,
0.50%, 1%, 10% and 100%), in different inoculum levels (IL36, IL72, IL108 and IL144), in a

400 seeds sample.

Table 1. Incidence levels prepared from the mixture of healthy corn seeds (commercial hybrid
RB9006PRO) and inoculated corn seeds with the isolate CMLAPS805 of
Exserohilum turcicum, for different periods, corresponding to the inoculum levels
ILO (Oh), 1L36 (36h), IL72 (72h), 1L108 (108h) and 1L144 (144h).

Inoculum level ~ N°of inoculated seeds Incidence level (%)

1 0.25
2 0.5
IL36 4 1
40 10
400 100
1 0.25
2 0.5
IL72 4 1
40 10
400 100
1 0.25
2 0.5
IL108 4 1
40 10
400 100
1 0.25
2 0.5
IL144 4 1
40 10
400 100

DNA extraction

To obtain pure DNA from Exserohilum turcicum, the fungus was cultivated in 9 cm
Petri dishes containing PDA medium. The colonies were kept in a BOD incubator for
approximately 10 days, until the mycelium reached the edge of the plates, at 252 °C and 12 h
photoperiod. Then, the mycelia were carefully scraped off with a blade and ground with liquid
nitrogen in a mortar until it become fine powder. An amount of 0.04g of this material was
collected into 1.5 mL microtubes to proceed the DNA extraction. Also, colonies of other fungi
that naturally infect corn seeds, such as S. maydis, S. macrospora, F. verticillioides, R. solani
and C. graminicola were grown following the same procedures to obtain their DNA.

To extract the DNA from the mixture of healthy and inoculated seeds an All Basic

IKA mill was used to ground each sample individually with liquid nitrogen. The samples
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were ground in a crescent order of incidence level and after each maceration the mill was
cleaned and disinfested with 70% alcohol. From each maceration, three subsamples were
collected and transferred to 1.5 mL microtubes. Samples of healthy seeds were also
macerated.

All DNA extractions were performed using the Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega, Madison, WI), following the manufacturer’s instructions. The DNA was
quantified with a NanoDrop 3300 spectrophotometer (Thermo Scientific).

Conventional and real-time PCR

Specific pair of primers described by Chung et al. (2010), used for quantifying
myecelial growth of E. turcicum in maize leaves, were tested and the cycle adjusted. The
primers 5'-TCTTTTGCGCACTTGTTGTT and reverse: 5-CGATGCCAGAACCAAGAGAT
were tested to detect E. turcicum in both conventional PCR (PCR) and real-time PCR (gPCR)
techniques.

The amplification of the 170 base pair fragments in the conventional PCR consisted of
initially denaturation of 95 °C for 2 minutes and 30 cycles of denaturation of 95 °C for 15
seconds, annealing of 59.3 °C for 30 seconds and extension of 72 °C for 45 seconds, with final
extension of 72 °C for 10 minutes. The amplifications were performed in a Multigene
thermocycler (Labnet, NJ, USA). The products were evaluated in 1% agarose gel, stained
with Gel Red® (Biotium), and observed in a L-PIX UV transilluminator (Loccus
Biotecnologia, Brazil).

For the gPCR, the same conditions were used, except for the number of cycles, that
were raised to 35. The reaction was performed in a Rotor-Gene 6500 thermocycler (Corbett
Research, Mortlake, Australia) and the software Rotor-Gene version 1.7.75 (Corbett) were

used to analyze the results.

Evaluation of specificity and sensitivity of detection of E. turcicum

After DNA extractions of E. turcicum and from other fungi commonly associated with
corn seeds (Stenocarpella maydis, S. macrospora, F. verticillioides, R. solani and C.
graminicola), tests were carried out to confirm the specificity of the primers, described by
Chung et al. (2010), in conventional PCR. In addition, the pair of primers were checked
regarding its sensitivity of detection through dilution series (10x), which ranged from 147 ng
to 14.7 fg of the total genomic DNA of E. turcicum. The primers were used to verify their

ability to detect the presence of the pathogen in samples of corn seeds with different incidence



33

levels (Table 1) both in conventional and qPCR. Ultrapure sterile water was used as negative

control.

Results and Discussion
The PCR products analyzed in electrophoretic analysis in 1.0% agarose gel and the
DNA fragments obtained from the conventional PCR, generated single bands of 170 base

pairs, indicating that the pair of primers used, as used by Chung et al. (2010), were specific
for the species in study (Figure 1). The pair of primers described by G et al. (2016)

were also tested but they were not able to detect the presence of the pathogen in the inoculated
seeds.

The absence of reaction by the other species used in this work, such as S. maydis, S.
macrospora, F. verticillioides, R. solani and C. graminicola, confirms this specificity of that

technique to detect E. turcicum associated with corn seeds.

12aa3 Ea g e 1S w16 17 18 . 19, 20 .21

Figure 1. Specificity of the pair of primers (Chung et al.,, 2010) in the detection of
Exserohilum turcicum by conventional PCR technique. M: 1 kb ladder (Qiagen
GelPilot®); Columns 1-3: Exserohilum turcicum; 4-6: Stenocarpella maydis; 7-9: S.
macrospora; 10-12: Fusarium verticillioides; 13-15: Rhizoctonia solani; 16-18:
negative control; 19-21: Colletotrichum graminicola.

Based on this result, it is clear that the conventional PCR technique can be used an
alternative to routine laboratories to detect the presence of E. turcicum in corn seeds, since by
that mean it is possible to get faster and reliable results than the biological method. Similar
findings in studies with other pathogenic fungi reaffirm this possibility (Barrocas et al., 2012;
Sousa et al., 2016; Gadaga et al., 2018).

In the test with DNA obtained from pure cultures of E. turcicum to access the limit of
detection was observed that the pair of primers were able to detect low concentrations of the
DNA (Figure 2), showing high sensitivity of the primers for detection in the present case. It
was possible to detect the presence of the fungi in all dilutions used, from 14.7 fg/uL to 147

ng/pL.
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Figure 2. Limit of detection of the pair of primers (Chung et al., 2010) for Exserohilum
turcicum by conventional PCR. M: 1 kb ladder (Qiagen GelPilot®); Columns 1-2:
147 ng; 3-4: 14.7ng; 5-6: 1.47ng; 7-8: 0.147ng; 9-10: 0.00147ng; 11-12: 0.000147ng;
13-14: 0.000147ng; 15-16: 0.0000147ng; 17-18: negative control.

Due to the great range of DNA quantities that the pair of primers were able to detect, it
could be used to detect the presence of E. turcicum in mixtures of health and artificially
inoculated seeds at different incidence levels. The fungus was detected in all inoculum levels
with the minimum artificial incidence level of 0.25%, except in the inoculum level 1L36, in
which it could be detected in samples with incidence above 0.5% (Table 2). These results
demonstrate the high sensitivity of the pair of primers used and the potential use of the

conventional PCR technique to detect E. turcicum in corn seed samples with low inoculum of

the fungi.



35

Table 2. Amplification of the genomic DNA of Exserohilum turcicum by conventional PCR,
in 400 corn seeds samples with different levels of incidence and exposed to the
fungus for different periods of time (IL36 - 36 h, IL72 - 72 h, 1L108 -108 h, and

IL144 - 144 h).

Incidence of seeds inoculated
Inoculum level with Exserohilum turcicum

Detection in inoculated seeds
by cPCR

(%) (positive results/replications)
Negative control - 0/3
Positive control + 3/3
0.25 0/3
0.5 3/3
IL36 1 3/3
10 3/3
100 3/3
0.25 3/3
0.5 3/3
IL72 1 33
10 3/3
100 3/3
0.25 3/3
0.5 3/3
IL108 1 3/3
10 3/3
100 3/3
0.25 3/3
0.5 3/3
IL144 1 3/3
10 3/3
100 3/3

Regarding the real-time PCR, the pair of primers described by Chung et al (2010)

were specific and sensitive in the detection of E. turcicum in the corn seeds artificially

inoculated with different amounts of the pathogen. A standard curve was generated using

serial dilution from the pure DNA of E. turcicum (Figure 3a). The efficiency of the gPCR was

of 1.03, as determined by the linear regression equation, with the mean values of the

corresponding amplifications (r?=0.99) (Figure 3b).
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Figure 3. SYBR Green quantitative PCR amplification to detect and quantify Exserohilum
turcicum. A. Amplification curve of serial dilutions of the target DNA, from 20
ng/uL to 200 fg/uL B. Standard curve; threshold cycles (Ct), graphically represented
as a function of the logarithm values of dilution and fluorescence emitted during the
reaction.

The results obtained from the qPCR reaction show that it was possible to quantify,
from the standard curve, most of the genomic DNA of E. turcicum that was present in all
inoculated corn seeds, except in the inoculum level 1L36 at the lowest incidence of 0.25%
(Table 3). The minimum amount of DNA that the primers were able to detect was 3.42E-07
fg/uL, found in the inoculum level IL36 with 0.5% of incidence, confirming the sensitiveness
of the primers used. In average, it can be said that as the incidence level raised, the amount of
E. turcicum DNA found in the samples increased as well, in all the inoculum levels, except in
the 1L108, where the amount of DNA was higher in the incidence level of 0.25% than in the
0.5%.
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Table 3. Quantification of the genomic DNA of Exserohilum turcicum by real-time PCR, in
corn seeds samples with different incidence levels of inoculated seeds (0.25%, 0.5%,
1%, 10% and 100%), treated with different inoculum levels IL36 - 36 h, IL72 - 72 h,
IL108 -108 h, and 1L144 - 144 h.

Quantification of Exserohilum turcicum (fg/uL) by

i
IL36 IL72 1L108 1L144
0.25 0 1.03E-06 7.21E-06  7.66E-07
0.5 3.42E-07 1.57E-06 4.58E-06 4.42E-06
1 9.23E-07 1.66E-06 9.80E-06  6.30E-05
10 6.56E-05 1.94E-04  5.09E-05  3.40E-04
100 9.90E-05 2.54E-04 1.67E-04  3.96E-03

Although both techniques have been sensitive to detect and quantify the DNA of E.
turcicum in artificially inoculated corn seeds, they were not able to detect the pathogen in the
lowest incidence level of 0.25% in seeds with inoculum level IL36. However it is reasonable
to understand that result does not guarantee the absence of the fungus in the seed sample. It is
important to consider that the seed fractions used for molecular analysis in laboratory are
extremely small, composed by mixture of health and inoculated seeds in only three replicates
of 40 mg sample. To assure the presence of the pathogen in the seeds, higher quantity of seed
material should be processed and analyzed.

Combining molecular methods, such cPCR and gPCR, has been widely used as
important tools to investigate the presence of pathogens in seeds, due to their accuracy,
specificity, and reduced time to obtain results. For many pathosystems, those techniques have
been used as alternatives for the biological method, blotter test, since they are able to detect
small quantities of pathogens that occur in low incidence (Junior et al., 2020; Guimaraes et
al., 2017; Gadaga et at., 2018). Despite their high sensitivity and specificity the molecular
techniques should be used as part or complement of the protocol to detect pathogens in seeds
in routine seed health analysis. The combination of molecular and biological methods should
be therefore the correct procedure to be employed in seed health analysis (Botelho et al.,
2015).

Although the maximum sensitivity of molecular detection of E. turcicum in corn seeds
observed in this study was 0.5% it is relevant to consider that such sensitivity can be
improved if an incubation period higher than 72 hours were adopted prior the DNA
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extraction, as demonstrated in Table 3. The Bio PCR technique is a procedure successfully
adopted in routine seed health analysis for some pathogens (Siqueira et al, 2014; Botelho et
al., 2015) due to its advantage of increasing the detection sensitivity by increasing the number
of target cells (Chih-Hung et al., 2009).

Conclusions

The conventional and real-time PCR techniques are proved to be specific and able to
detect E. turcicum in corn seed samples with minimum incidence of 0.50 % at the lowest
inoculum level tested in this study.

The incubation of seeds for a minimum of 48 hours prior the extraction of DNA is a
mean to improve the sensitivity of the techniques. By that pre-incubation of seeds, the PCR

techniques were able to detect the pathogens in seed samples with 0.25% incidence.
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RESUMO

A mancha tdrcica, causada pelo fungo Exserohilum turcicum é considerada uma das
principais doencas foliares do milho e esta presente em todas as areas onde essa graminea é
cultivada. Diante deste cenario o objetivo neste trabalho foi estudar os efeitos, em diferentes
temperaturas, da associagdo de isolados E. turcicum com sementes de milho com diferentes
niveis de inoculo. Sementes de um hibrido de milho suscetivel a este patdégeno foram
inoculadas por 24, 48, 72 e 96 horas para obtencdo de quatro niveis de inéculo (NI24, N148,
NI72 e NI96) de dois isolados de E. turcicum, CMLAPS804 e CMLAPS805. Os efeitos do
patégeno no desenvolvimento inicial do milho foi avaliado por meio dos seguintes testes:
Germinagdo; Sanidade, Condutividade elétrica e emergéncia onde avaliou-se o Indice de
velocidade de germinacdo, Estande Inicial e Final, Altura de Plantas, Peso de Plantas Frescas
e Peso de Plantas Secas, indice de doencas, em ambiente de casa de vegetacdo com
temperatura média de 19,3 °C, e em camaras de crescimento com temperatura média de 20 °C
e outra de 26 °C, durante 28 dias. De modo geral a presenca de isolados de E. turcicum em
sementes de milho foi prejudicial ao desenvolvimento das sementes inoculadas havendo
variagoes entre os fatores utilizados para este tipo de avaliacdo. Especificamente o isolado
CMLAPS804 causou maiores danos ao desenvolvimento do milho de acordo com a maioria
das avaliagOes. A altura de plantas oriundas de sementes inoculadas com ambos isolados de
E. turcicum ndo foi afetada ao contrario dos demais parametros de vigor, e germinacao

principalmente no maior nivel de inéculo utilizado.

Termos para indexacdo: Zea mays, Exserohilum turcicum, mancha tarcica
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ABSTRACT

Turcicum leaf blight, caused by the fungus Exserohilum turcicum is considered one of the
main leaf diseases of corn and is present in all areas where this grass is grown. Given this
scenario, the main of this work was to study the effects, at different temperatures, of the
association of E. turcicum isolates with corn seeds with different inoculum levels. Seeds of a
susceptible corn hybrid were inoculated to obtain four levels of inoculum (N24, N48, N72 and
N96) from two isolates of E. turcicum, CMLAPS804 and CMLAPS805. The effects of the
pathogen on the initial development of corn was evaluated using the following tests:
Germination; Health and electrical conductivity. Also the tests: Germination speed index,
initial and final stand, plant height, weight of fresh and dry plants in greenhouse temperature
with an average of 19.3 °C and in growth chambers with 20 °C and 26 °C, for 28 days. In
general, the presence of E. turcicum isolates in corn seeds was detrimental to the development
of the inoculated seeds, with variations between the factors used for this type of evaluation.
Specifically, the isolate CMLAPS804 caused greater damage to corn development according
to most evaluations. The height of plants from seeds inoculated with both isolates of E.
turcicum was not affected, contrary to vigor, and germination mainly in the greater potential

of inoculum used.

Index terms: Zea mays, Exserohilum turcicum, turcicum leaf blight
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INTRODUCAO

A mancha tdrcica, causada pelo fungo Exserohilum turcicum é considerada uma das
principais doengcas foliares do milho e esta presente em todas as areas onde essa graminea é
cultivada, sendo os restos culturais do milho fator importante para a sobrevivéncia deste
patégeno e inicio de uma epidemia no campo (Fullerton e Fletcher, 1974).

Considerando as condicGes climaticas e a susceptibilidade do hibrido, epidemias
causadas pelo referido patdgeno podem ocorrer com consequéncias desastrosas para 0S
produtores de milho (Ramathani et al., 2011). As condi¢des ambientais favoraveis para o
desenvolvimento da mancha turcica incluem umidade relativa entre 90 — 100%, baixa
luminosidade e temperaturas moderadas, entre 15 e 25 °C. Apds o estabelecimento da doenca,
este patdogeno pode causar murcha da planta durante o periodo de enchimento de graos,
podendo resultar em perdas de producdo que, geralmente, podem variar de 15 a 50%
(Kloppers e Tweer, 2009; Nwanosike et al., 2015).

Muitos patdgenos de plantas tém as sementes como seu principal meio de
disseminacdo a novas areas de cultivo, entretanto, a associacdo de E. turcicum com as
sementes ainda ndo foi devidamente esclarecida. Alguns autores detalnam o ciclo de vida de
E. turcicum, mas ndo fazem referéncia a sua presenca ou ndo em sementes de milho (Luttrel,
1958; Boosalis et al., 1967; White, 1999; Lipps e Mills, 2002). Sobre este patossistema existe
caréncia de informacdes referentes aos efeitos do fungo sobre a germinacdo e vigor das
sementes e o desenvolvimento inicial da cultura.

A hipotese formulada foi que a presenca de E. turcicum nas sementes de milho, em
diferentes niveis de inoculo, quando cultivada em diferentes ambientes causa reducdo da
germinacao e do vigor, resultando em menor desempenho das plantulas de milho em campo.

Diante do exposto e da falta de informagdes concretas na literatura sobre a verdadeira
relacdo de E. turcicum com sementes de milho, é que se propds este estudo tendo, portanto
como intuito entender com mais detalhes o grau de associacdo de E. turcicum e os danos

causados em sementes de milho sob diferentes temperaturas de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Patologia de Sementes do
Departamento de Fitopatologia e no Laboratdrio Central de Anélise de Sementes, no
Departamento de Agricultura, ambos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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Origem e multiplicagdo dos isolados de Exserohilum turcicum e perfil das sementes:
Foram selecionados dois isolados de Exserohilum turcicum para a realizagdo do trabalho,
sendo um obtido a partir de sementes de milho naturalmente infectadas pelo patdgeno,
identificado como CMLAPS804, e o outro, CMLAPSB805, obtido da colecdo micoldgica do
Instituto Biologico de Sdo Paulo. Ambos isolados foram, inicialmente, cultivados em meio de
cultura Lactose Caseina Hidrolisada Agar (LCHA) (TUITE, 1969) em placas de Petri e
mantidos em camara do tipo BOD a temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo de 12
horas. Posteriormente, foram obtidas culturas monospéricas dos isolados para uso na
inoculagdo das sementes.

Foram utilizadas sementes de milho hibrido RB9006PRO (KWS), suscetivel & mancha
tarcica do milho com germinacédo de 94% e a partir do teste de sanidade, verificou-se que as
sementes estavam livres de E. turcicum, apresentando com 21% das sementes com

Penicillium sp. e 31,5% com Fusarium verticillioides (2009a, 2009b).

Obtencdo de sementes com diferentes niveis de indculo de E. turcicum: foi utilizada a
metodologia de inoculacdo por condicionamento hidrico (Machado et al., 2001). Inicialmente
as sementes foram desinfestadas utilizando hipoclorito de s6dio 1% por 1 minuto e entdo
lavadas trés vezes com agua destilada e secadas entre folhas de papel germitest em sala
climatizada a 20 °C por 48 horas. Paralelamente, colonias de E. turcicum dos isolados
CMLAPS804 e CMLAPS805, oriundas de culturas monosporicas, foram crescidas em placas
de Petri de 15cm com meio LCHA acrescido de manitol, com potencial hidrico ajustado a -1,4
MPa (Michel e Radcliffe, 1995). Apds 15 dias de crescimento das colénias, as sementes de
milho foram distribuidas sobre as coldnias fungicas, em camadas simples, de modo que o
escutelo ficasse em contato direto com o fungo. As placas com as sementes foram mantidas
em camaras do tipo BOD, com temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Os
periodos de incubacdo foram estabelecidos em 24, 48, 72 e 96 horas, que corresponderam aos
diferentes niveis de inoculo codificados por N124, N148, NI172 e N196 respectivamente.
Decorridos os tempos de incubacdo, as sementes foram retiradas do contato com as
col6nias fangicas e colocadas para secagem em sala climatizada com temperatura média de 19
°C entre folhas de papel germitest, por 48 horas. Para avaliacdo do efeito isolado do restritor
hidrico, as sementes foram também colocadas em placas de Petri contendo apenas o meio
LCHA acrescido de manitol pelos mesmos periodos mencionados e secas da mesma maneira

descrita para sementes inoculadas, correspondendo ao tratamento controle.
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Avaliacéo da incidéncia e efeitos de Exserohilum turcicum no desempenho das sementes
de milho em condic¢des de laboratdrio

Para esta avaliagdo foram utilizados os seguintes testes: teste de sanidade, pela
incubacdo em substrato de papel (“blotter test) (Brasil, 2009b); teste de germinacgédo pelo
método de “rolo de papel” (Brasil, 2009a) e teste de vigor avaliado pela condutividade elétrica
(CE) das sementes, conforme descrito por Krzyzanowski et al. (1999).

AvaliacOes dos efeitos de Exserohilum turcicum no desempenho das sementes de milho

em diferentes ambientes de cultivo

Os ensaios foram conduzidos em trés ambientes de cultivo: (A) Casa de vegetagédo
com temperaturas variaveis na faixa: 8,6 °C - 30,5 °C, com média de 19,3°C; e em duas
camaras de cultivo vegetal, B e C, com temperaturas varidveis nas faixas de 18 a 22 °C, com
média de 20 °C e 24 a 28, com média de 26 °C respectivamente, e fotoperiodo de 12 horas luz
(luz do dia NSK T10 40W 6500K FL40T10-6 60 Hz) /12 horas escuro. A casa de vegetacdo
possuia sistema de irrigacdo automatizado, sendo que as irrigacdes ocorriam trés vezes ao dia
e a umidade relativa do ar média dentro desse ambiente durante a conducdo do experimento

foi de 81,9%, nestas condi¢Oes avaliou-se:

a) Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE). Cem sementes de milho de cada tratamento
foram distribuidas individualmente em copos plasticos de 200 mL contendo uma mistura
autoclavada de substrato comercial (Tropstrato HA hortalicas saco de 25 kg) e areia na
proporcéo 1:1. Os copos foram dispostos em grupos de 25 unidades por bandeja, sendo cada
bandeja correspondente a uma repeticdo. Foram realizadas contagens diarias da emergéncia
das plantulas a partir da emergéncia da primeira plantula até a estabilizacdo do estande, por
trés dias consecutivos. Para a contagem da plantula emergida, foi adotado como critério, o
rompimento do coleodptilo pelas primeiras folhas. As plantulas permaneceram em cadmara de
crescimento até 28 dias ap6s a semeadura (D.A.S). O indice de velocidade de emergéncia foi

calculado de acordo com a férmula descrita por Maguire (1962).

b) Estande inicial e estande final. O estande inicial das plantulas desenvolvidas nas cadmaras
de cultivo e na casa de vegetacdo foi registrado aos 6 dias apos a semeadura. Os estandes
finais dessas plantas foram registrados aos 28 dias ap6s a semeadura. Os valores absolutos

foram transformados em porcentagem.
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c) Altura de plantas. Aos 28 dias apds a semeadura, foram realizadas medi¢cdes de 10
plantas aleatorias em cada repeticdo, que foram medidas desde a base do colo até o apice

foliar com o uso de uma régua graduada com precisao de milimetros.

d) Peso da planta fresca e seca. Aos 28 dias apds a semeadura, as plantas emergidas foram
cortadas na regido do colo com o auxilio de uma lamina de bisturi e todas as plantas de uma
mesma repeticdo foram pesadas ainda frescas. Posteriormente foram mantidas em uma estufa
com circulacdo forcada de ar, regulada a 70 °C, por 7 dias e, entdo pesadas novamente. Os

resultados foram expressos em gramas (g).

e) Indice de Doenca (ID). Para esta variavel, langou-se mao de uma escala arbitraria de notas
de 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6, onde 0 = plantas normais sem sintomas de infec¢do, 1= plantas com
peso abaixo de 10% do peso de plantas oriundas de sementes ndo inoculadas, 2= plantas com
peso acima de 10% do peso de plantas oriundas de sementes ndo inoculadas, 3= plantas com
sintomas leves de infeccdo (até 30% em comparacdo com a testemunha), 4= plantas com
sintomas severos de infeccdo (acima de 30% em comparagdo com a testemunha), 5= plantas
mortas em pos-emergéncia, 6= sementes mortas. Os valores anotados foram submetidos a
formula de McKinney (1923) que expressa valores médios percentuais de danos provocados
pela doenca em avaliacdo e o0s resultados foram expressos em porcentagem de plantas
infectadas por E. turcicum.

L(f.v)
n.x
Onde: ID=indice de doenca (%); f= nimero de plantas com determinada nota; v= nota

ID = .100

observada; n= numero total de plantas avaliadas e x= grau maximo de infeccéo.

Delineamento Experimental e Analises estatisticas dos dados

Para os testes de germinacdo, sanidade e condutividade elétrica, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) e os dados submetidos a analise de variancia
em esquema fatorial duplo 2 x 4 (2 isolados e 4 niveis de inoculo), com quatro repeti¢fes por
tratamento, e quando significativos, procedeu-se o ajuste de modelos de regresséo linear.

O delineamento experimental dos testes de emergéncia, que avalia IVE, estande inicial
e final, altura, peso da planta fresca e seca, e indice de doenca, foi em blocos ao acaso (DBC),
em esquema fatorial triplo 3 x 3 x 4 (3 ambientes de cultivo, 3 tratamentos — controle,

CMLAPS804 e CMLAPS805 - e 4 niveis de inoculo), com quatro repeti¢des por tratamento.
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As anélises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SISVAR® versdo
5.6 (Ferreira, 2011). As medias das varidveis qualitativas foram comparadas pelo teste
de Scott Knott (P<0,05) e as quantitativas procedeu-se 0 ajuste de modelos de regressao

linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil de qualidade inicial das sementes de milho utilizadas neste trabalho,
determinado por testes em laboratorio, mostrou que as sementes estavam isentas de E.
turcicum, e com 94% de germinacao.

Pela analise de variancia verifica-se que para o teste de sanidade houve interacdo
dupla significativa entre os fatores: isolados do fungo e potencial do in6culo. Na variavel
resposta germinacdo ndo houve interacdo entre os fatores (p<0,05), e diferenca significativa
entre os isolados e os niveis de inoculo utilizados. Na variavel resposta “condutividade
elétrica” ndo houve interacdo entre os fatores e nem diferenca significativa entre os dados.
Para IVE, estande inicial, estande final, peso de planta fresca e seca e indice de doenca
observou-se interacdo tripla significativa nas analises de varidncia. Para a variavel resposta
altura, essa interacdo tripla ndo foi significativa, havendo diferenca apenas entre os ambientes
de cultivo (p<0,05).

No tratamento controle ndo foi observada a presenca de E. turcicum em nenhum dos
testes realizados neste trabalho, e ndo foram observados efeitos isolados do restritor hidrico

manitol no desempenho das sementes.

Relacdo entre incidéncia de E. turcicum e qualidade fisioldgica de sementes de milho em
laboratério

Observou-se tendéncia linear crescente da incidéncia do fungo com o aumento do
nivel de indculo, que correspondeu aos aumentos dos tempos de exposicdo das sementes ao
fungo (Figura 1). Estes resultados seguem os padrfes de tendéncias ja observados para outros
patossistemas, que foram alvos de estudos anteriores dentro desta mesma linha de pesquisa
(Botelho et al., 2013; Siqueira et al., 2014; Guimaré&es et al., 2017).

Os resultados observados nas avaliagdes das sementes do tratamento controle
confirmaram a auséncia do fungo em estudo em todos os niveis de indculo utilizados. Na
comparacdo entre os isolados do patdgeno nos diversos niveis de inoculo, o isolado

CMLAPS804 mostrou-se mais virulento que o isolado CMLAPS805, ja& que mesmo em
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menores valores de nivel de indculo, a incidéncia foi mais alta, entretanto, a partir de 72h de

inoculacédo, ndo houve diferenca entre ambos isolados (Figura 1).

100 ~
90 ~
80 A
70 A
60
50 A

40 A

Incidéncia (%)

30 +

20 A B CMLAPS804: y=0.175x+50.916667 R?>=94.92%
10 1 ® CMLAPS805: y=0.477778%+20 R*=95.92%
0 T T T 1
NI24 NI48 NI72 NI%6

Niveis de Inoculo

Figura 1. Incidéncia de Exserohilum turcicum, em sementes de milho com diferentes niveis de
inoculo (N124-24h, N148-48h, NI72-72h, N196-96h) com os isolados CMLAPS804 e
CMLAPSS805.

Verifica-se que nas condi¢Bes em que foram realizadas as inoculagdes observou-se
que a infeccdo das sementes utilizando o isolado CMLAPS804 foi mais acentuada que o
isolado CMLAPS805. Valores proximos aos obtidos no maior tempo de exposi¢do das
sementes pode ser verificado no menor nivel de in6culo, mostrando a agressividade deste
isolado.

O percentual de germinacdo das sementes inoculadas sofreu redugdes em funcéo do
aumento do nivel de inéculo independente do isolado (Figura 2A). Pelos resultados do teste
de germinacéo, verifica-se que a presenca do fungo provocou reducgdes do percentual médio
de germinacdo das sementes inoculadas. Observou-se que as sementes do tratamento controle
tiveram o percentual de germinacdo reduzido em 14,7% em relagdo ao percentual de
germinacdo inicial das sementes, com média de germinacéo de 94%. As sementes inoculadas
com CMLAPS804 tiveram uma reducdo de 29,06% e apresentaram em média 64,94% de
germinacdo, e as inoculadas com CMLAPS805 tiveram reducdo de 21,25% com media de
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72,75%. Todos os tratamentos foram significativamente diferentes entre si, sendo que a maior

reducdo ocorreu nas sementes inoculadas com o inéculo CMLAPS804 (Figura 2B).
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Figura 2. Tendéncia de percentuais de germinagdo de sementes de milho infectadas com
isolados Exserohilum turcicum (CMLAPS804 e CMLAPS805) em diferentes niveis
de indculo, NI24, N148, NI72 e N196 (A) e médias de percentuais de germinacgao nos
diferentes tratamentos utilizados, independentemente do nivel de in6culo (B).

A presenca de isolados de E. turcicum nas sementes de milho foi capaz de provocar
efeitos negativos na formacgdo de plantulas. Observou-se uma reducdo do percentual de
germinacao de maneira proporcional ao aumento do nivel de indculo, o efeito provocado pelo
isolado CMLAPS804 foi mais acentuado em relacdo ao isolado CMLAPS805. Tais resultados
condizem com os resultados observados no blotter test, em que as sementes inoculadas com o
isolado CMLAPS804 apresentaram maior incidéncia de E. turcicum em comparagdo com oS
resultados observados para o isolado CMLAPS805. Embora em proporgdes relativamente
distintas, esses resultados demonstram uma similaridade de comportamento desta interacdo
com outros patossistemas ja estudados por Zancan et al. (2015), Siqueira et al. (2014) e
Guimaraes et al. (2017).

Em relagdo aos efeitos dos isolados de E. turcicum no vigor das sementes, avaliado
pelo teste de condutividade elétrica, ndo houve diferencas entre o tratamento controle e 0s
isolados e nem entre os diferentes niveis de indculo utilizados neste estudo. Por este teste,
valores mais elevados de condutividade elétrica indicam menor vigor das sementes. Neste

estudo, a estabilizacdo da producdo de exsudatos pelas sementes inoculadas,
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independentemente do nivel de indculo, revela que este patdgeno ndo foi capaz de
desestruturar as membranas celulares das sementes durante os periodos em que as sementes
permaneceram em contato fisico com o fungo durante o processo de inoculagdo. Vale
lembrar que E. turcicum por se enquadrar como um fungo hemibiotréfico (Horbach et al.,
2011; Koeck et al., 2011), pode ndo ter apresentado habilidade suficiente para desestruturar as
células parasitadas das sementes no periodo de contato entre sementes e fungo, estabelecido
neste trabalho. Uma outra hipdtese que pode explicar estes resultados seria a atuacdo do
restritor hidrico, manitol, utilizado no processo de inoculacdo como um fator de reparacdo de
danos de membranas celulares, efeito priming, que ocorrem em procedimentos de
condicionamento fisioldgico de sementes, conforme pratica adotada em tecnologia de
sementes com o intuito de potencializar a germinacdo das sementes em um dado lote (Hilhorst
e Leprince, 1998; Sanchez et al., 2001). Estes resultados sugerem que provavelmente 0s danos
provocados pelo fungo ocorrem em fases mais tardias da germinacdo, ap6s a protrusdo da

radicula, fase a partir da qual o teste de condutividade elétrica ndo atinge.

Efeitos de E. turcicum no desenvolvimento inicial do milho em condig¢des controladas de
cultivo (teste de emergéncia)

Na avaliagdo do indice de velocidade de emergéncia (IVE) houve interacdo tripla
significativa entre ambientes de cultivo, os isolados e os niveis de in6culo de E. turcicum.

Observa-se que nos dois ambientes com temperaturas médias de 19,3 °C e 20 °C o
fungo ndo exerceu influéncia diferencial na velocidade de germinacdo das sementes
independente dos niveis de indculo considerados neste estudo. Por sua vez em ambiente com
condi¢cdes mais favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno, temperaturas mais altas com
média em torno de 26 °C, foi possivel observar uma clara influéncia do patdégeno no indice de
velocidade de emergéncia. Observa-se que houve reducdo do IVE, nos niveis NI24, N148 e
NI72, quando as sementes foram inoculadas com o isolado CMLAPS804, enquanto que para
0 isolado CMLAPS805 nestes mesmos niveis ndo diferiu do controle. JA no maior nivel de
inoculo, N196, observa-se o0 contrario, ou seja, as sementes que foram inoculadas com isolado
CMLAPS804 apresentaram maiores valores de IVE, em relacdo ao isolado CMLAPSS805 e
controle, que ndo diferiram entre si (Figura 3).

Na comparagdo entre isolados, ficou evidenciado que os maiores danos foram
provocados pelo isolado CMLAPS804 na maioria das vezes em que foram verificadas
diferengas significativas. Este fato confirma uma maior agressividade deste isolado as

sementes de milho. Entretanto em niveis de indculo mais elevados, houve diferencas nédo
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consistentes j& que os prejuizos observados no tratamento controle e no CMLAPS805 foram
maiores que os observados no CMLAPS804, mas independentemente do tipo de indculo o

IVE foi menor do que nos demais tempos de inoculacéo.
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NI24 NI48 NI72 NI96
Niveis de Inoculo

Figura 3. Médias do indice de velocidade de emergéncia (IVE) de plantas de milho inoculadas
com dois isolados de Exserohilum turcicum, CMLAPS804 e CMLAPS805, em
diferentes niveis de in6culo NI24 (24h), N148 (48h), NI172 (72h) e NI96 (96h) sob
trés temperaturas de cultivo (19,3, 20 e 26 °C), comparados com o tratamento
controle.

Pela avaliacdo de IVE neste ensaio ndo foi possivel observar uma variacdo
significativa deste indice entre os niveis de indculo do patdgeno nos ambientes de cultivo com
temperatura média de 19,3 °C e 20 °C. Possivelmente a baixa temperatura de cultivo foi
desfavoravel tanto para o desenvolvimento do fungo quanto para a velocidade de emergéncia
das sementes de milho.

No tratamento controle, o IVE teve tendéncia de estabilidade nas temperaturas de 19,3
°C e 20 °C, enquanto que na temperatura de 26 °C, onde o IVE foi, em todos os niveis de
indculo, mais alto em relagdo as demais temperaturas, houve tendéncia de redugdo com o
aumento dos niveis de inoculo (Figura 4). Talvez nesta temperatura 0 maior tempo de
exposicdo das sementes ao meio tenha sido prejudicial ao bom desempenho das sementes.

Para as sementes inoculadas com o isolado CMLAPS804, também se observa
tendéncia de estabilidade nas temperaturas de 19,3 °C e 20 °C e tendéncia de aumento na
temperatura de 26 °C & medida que se aumentou os niveis de inoculo (Figura 4).
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Nas sementes inoculadas com o isolado CMLAPS805, verifica-se tendéncia de
reducdo nos valores de IVVE com o aumento dos niveis de in6culo. Na temperatura de 26 °C o

IVE foi em todos os niveis de in6culo mais alto em relacdo as demais temperaturas (Figura 4).

10 q Controle 10 4 CMLAPS804

9 o |

8 4 8 4

74 74

1 61 T Qoo [ TN

SR 2 s 3 -8

4 4 4

3 A 34

2 A 24

1 1 4

0 ' 0 ; ; ;
NI24 NI48 NI72 NI96 NI24 NI48 NIT2 NI96

Niveis de Inoculo Niveis de Inéculo
A 19.3°C: y=0.000211x>0.029069%+3.878225 R*=70.56% A 19.3°C: y=-0.000210%>+0.014018x+2.601350 R?=96.34%
W 20°C: y=0.000206x-0.029587x+4.149537 R?=60.59% W 20°C: y=-0.000167x>+0.012037x+2.559763 R?=05.81%
®26°C: y=-0.001085x2+0.087014x+5.800025 R>=98.61% ©26°C: y=-0.000203%2+0.04674 1x+4 269156 R2=68.33%
10 CMLAPS805

IVE
S = W & oo o

NI24 NI48 NI72 NI96
Niveis de Inoculo

A 19.3°C: y=-0.000251x>+0.023894x+2.673706 R?=72.37%
W20°C: y=-0.000298x>+0.024878x+2.908200 R>=99.66%
®26°C: y=-0.000560x*+0.034898x+6.775981 R>=93.50%

Figura 4. indice de velocidade de emergéncia (IVE) de plantas de milho provenientes de
sementes ndo inoculadas e inoculadas com dois isolados de Exserohilum turcicum,
CMLAPS804 e CMLAPS805, em diferentes niveis de inoculo, NI24 (24h), NI148
(48h), NI72 (72h) e N196 (96h).

Em condi¢des de temperatura mais elevada, média de 26 °C, observou-se que 0sS
valores de IVE foram mais elevados, o que comprova o favorecimento desta condic¢do para a
germinacdo das sementes de milho. Nesta temperatura houve uma maior influéncia do nivel
de in6culo do isolado CMLAPS805 em comparacao com o isolado CMLAPS804.

Em relacdo ao estande inicial de plantas, Figura 5, observa-se que na temperatura de
19,3 °C, apenas no nivel de inoculo NI72, houve diferenca significativa entre os isolados.

Nesta situagcdo o maior estande pode ser verificado nas sementes inoculadas com o isolado
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CMLAPSS805. O estande resultante da inoculagdo de sementes com o isolado CMLAPS804
foi igual ao estande referente ao tratamento controle. Na temperatura de cultivo de 20 °C, e
para o nivel de indculo NI48, o estande foi menor nas sementes inoculadas com o isolado
CMLAPS804 em comparacdo com CMLAPS805, que foi igual ao controle. No nivel de
indculo NI196, ainda a 20 °C, o maior estande foi observado no controle e ndo houve diferenca
significativa entre estandes provenientes das sementes inoculadas com os isolados. Nessa
temperatura, nos demais niveis de indculo ndo houve diferencas entre os tratamentos. Na
temperatura ideal para o cultivo do milho (26 °C) houve diferencas entre isolados no nivel de
indculo NI24 quando o estande foi menor para o isolado CMLAPS804, ja no tempo de 96h de
inoculagdo ocorreu o contrario ou seja o estande foi maior para esse mesmo isolado (Figura
5).

Neste caso, observa-se também menores valores de estandes iniciais associados ao
isolado CMLAPS804 na maioria dos casos em que houve diferengas, confirmando também

por este teste, a maior viruléncia deste isolado.
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Figura 5. Estande inicial de plantas de milho crescidas de sementes inoculadas com
Exserohilum turcicum isolado em quatro niveis de inoculo (NI124-24h, NI148-48h,
NI72-72h, N196-96h) mantidas a 20 °C e 26 °C.

No tratamento controle observa-se variagfes no estande em funcdo dos niveis de
inéculo em cada uma das temperaturas utilizadas. Verifica-se que a 26 °C houve tendéncia de
aumento do estande entre 0os menores niveis de inoculo, NI124 e N148, seguida de tendéncia de

reducdo do estande nos niveis de inoculo maiores. Nos ambientes de cultivo com
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temperaturas médias de 20 °C e 19,3 °C a tendéncia foi de queda nos niveis de in6culo mais
baixos e aumento do estande nos mais altos (Figura 6).

Na Figura 6 também estdo representadas as variacdes no estande inicial em funcdo das
temperaturas utilizando-se o isolado CMLAPS804, observa-se que houve tendéncia de
aumento do estande com o aumento do nivel de in6culo na temperatura de 26 °C e de redugéo
do estande com o aumento do nivel de in6culo na temperatura de 20 °C. Na temperatura de
19,3 °C houve uma tendéncia de estabilidade do valor do estande, independentemente do nivel
de inoculo.

O estande inicial das sementes inoculadas com o isolado CMLAPS805 apresentou
tendéncia de aumento nos menores niveis de indculo e reducdo nos maiores, tanto na
temperatura de 19,3 °C como em 20 °C (Figura 6). Em 26 °C houve tendéncia a estabilidade
guando o nivel de in6culo variou de NI24 para NI48, seguida de tendéncia a reducdo do

estande nos niveis mais altos.
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Figura 6. Estande inicial de plantas de milho oriundas de sementes ndo inoculadas e
inoculadas artificialmente com isolados de Exserohilum turcicum, CMLAPS804 e
CMLAPS805, em diferentes niveis de indculo (N124, N148, N172 e NI96) crescidas
em trés temperaturas de cultivo (19.3 °C, 20 °C e 26 °C).

O fato das temperaturas na casa de vegetacdo terem apresentado variagfes de maior
amplitude, com minimas atingindo 8 °C e média em torno de 19,3 °C, pode explicar os valores
muito baixos de estandes iniciais em relacdo a temperatura de 20 °C. No ambiente de
temperaturas mais estaveis e proximas a 20 °C, o estande apresentou valores intermediarios.

Pela analise estatistica dos valores de estandes finais, observou-se interacdo tripla
significativa entre a temperatura de cultivo, os tratamentos e os niveis de inoculo do patdgeno.
Na Figura 7 estdo apresentadas as diferencas observadas no estande final de plantas de milho
oriundas de semeio em diferentes ambientes (19,3 °C; 20 °C e 26 °C), em funcdo dos niveis de
indculo, com dois isolados CMLAPS804 e CMLAPSS805, e controle.

No ambiente 19,3 °C as diferencas foram observadas nos niveis indculo NI72 e N196,
sendo que no nivel NI172 o estande final foi maior quando as sementes foram inoculadas com
o isolado CMLAPS805, diferindo significativamente dos estandes finais obtidos com o
isolado CMLAPS804 e controle, sendo estes, semelhantes estatisticamente entre si. No nivel
NI196 o menor valor de estande final foi observado quando as sementes foram inoculadas com
o isolado CMLAPS804. O estande final das plantas oriundas das sementes inoculadas com o
isolado CMLAPS805 foi intermediario e significativamente menor que o estande final

observado nas plantas do tratamento controle (Figura 7).
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Figura 7. Estande final de plantas de milho oriundas de sementes inoculadas com Exserohilum
turcicum, isolados CMLAPS804 e CMLAPS805, em quatro niveis de indculo N124
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(24h), N148 (48h), NI72 (72h) e NI196 (96h), sob trés temperaturas 19,3 °C, 20 °C e
26 °C.

No ambiente de 20 °C n&o houve diferencas em funcdo dos tratamentos apenas no
nivel de indculo NI48. No nivel NI24 o maior estande final foi observado no tratamento
controle seguido pelo estande observado no isolado CMLAPS805 e 0 menor estande final foi
observado para o isolado CMLAPS804. No nivel NI172 ndo houve diferencas significativas
entre o valor do estande final obtido de sementes do tratamento controle e inoculadas com o
isolado CMLAPS805. O menor estande ocorreu com o isolado CMLAPS804. Quando no
nivel N196, o estande final foi estatisticamente semelhante entre os isolados e menores que 0
estande observado no controle (Figura 7).

Nos niveis de in6culo N124, N148 e NI72 os estandes finais das plantas crescidas no
ambiente de 26 °C e inoculadas com o isolado CMLAPS804, foram menores gque 0s estandes
obtidos das sementes inoculadas com o isolado CMLAPS805 e controle, que foram
semelhantes entre si. No NI96 os estandes foram semelhantes quando a inoculagéo foi com o
isolado CMLAPS804 e controle e maiores que aquele observado no isolado CMLAPS805
(Figura 7).

As variacOes entre os estandes finais em funcdo dos diferentes niveis de indculo (24
horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas) e ambientes (19,3 °C, 20 °C e 26 °C) em cada um dos
isolados (CMLAPS804, CMLAPS805 e controle) sdo apresentadas na Figura 8.

Observa-se tendéncia de estabilidade entre os estandes finais provenientes do
tratamento controle, nos diversos niveis de indculo quando a temperatura foi de 26 °C. Na
temperatura de 20 °C o estande final reduziu a medida que o nivel de in6culo aumentou,
enquanto que na temperatura de 19,3 °C a tendéncia foi redugdo do estande em niveis de
indculos mais baixos (NI24 e NI148) e aumento nos niveis mais altos (N172 e N196) (Figura
8).

Os resultados de estande final obtidos das sementes inoculadas com o isolado
CMLAPS804, quando conduzido na temperatura de 26 °C mostram uma tendéncia de
aumento do estande a medida que aumentou o nivel de indculo. J& nos ambientes de 19,3 °C e
20 °C houve uma tendéncia de reducdo do estande final a medida em que o nivel de in6culo
foi aumentado (Figura 8).

Na Figura 8 também sdo apresentadas as tendéncias das variagdes do estande final em
funcdo dos niveis de indculo e temperatura quando o tratamento foi o isolado CMLAPS805.

Nos ambientes de 26 °C e 20 °C houve tendéncia de estabilidade nos valores do estande final
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nos niveis de in6culo menores e de reducdo nos niveis mais altos. No ambiente de 19,3 °C

houve tendéncia de aumento do estande final nos niveis de indculo menores e de reducdo nos

malores.
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Figura 8. Estande final de plantas de milho oriundas de sementes ndo inoculadas e
artificialmente inoculadas com dois isolados de Exserohilum turcicum, CMLAPS804
e CMLAPS805, em quatro niveis de in6culo NI124 (24h), N148 (48h), NI172 (72h) e
NI96 (96h), em trés ambientes de cultivo19,3 °C, 20 °C e 26 °C.

Com base nos resultados de estandes finais, fica claro que houve uma recuperagéo do
namero de plantas nas temperaturas mais baixas em relacdo as temperaturas mais altas. Por
este teste também ndo se observa clara influéncia do patdégeno no ndmero de plantas
emergidas.

Quando comparando as alturas das plantas provenientes das sementes inoculadas com
os diferentes niveis de indculo, apenas houve diferenca significativa entre os ambientes de
cultivo, sendo que as plantas cultivadas na temperatura de 26 °C apresentaram alturas maiores
que as cultivadas na temperatura de 20 °C e estas, maiores que as cultivadas sob a temperatura
de 19,3 °C (Figura 9).
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Figura 9. Altura média (cm) de plantas crescidas a partir de sementes de milho inoculadas
com os isolados CMLAPS804 e CMLAPS805 de Exserohilum turcicum em
diferentes niveis de indculo NI24 (24h), N148 (48h), NI72 (72h) e NI96 (96h) em
trés ambientes de cultivo (19,3, 20 e 26 °C).

Por estes resultados nota-se que a presenca do fungo nas sementes, em diferentes
niveis de inoculo, ndo afetou o crescimento das plantas, e que apenas a temperatura
influenciou nesse resultado. Tal resultado pode ser explicado pelo fato de este ser um fungo
mais prejudicial nos estagios mais avancados das plantas de milho, ndo afetando o
crescimento e desenvolvimento da plantula emergida (White, 1999).

Para os pesos das plantas frescas quando o experimento foi conduzido a 19,3 °C,
somente no nivel NI24 houve diferencas no peso de plantas frescas, sendo o menor valor
observado quando as sementes foram inoculadas com o isolado CMLAPS804. Os valores
para CMLAPSB805 e Controle foram semelhantes entre si (Figura 10).
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Figura 10. Pesos médios de plantas frescas oriundas de sementes inoculadas com os isolados
CMLAPS804 e CMLAPS805 de Exserohilum turcicum, em diferentes tempos de
contato (NI24-24h, NI48-48h, NI72-72h, NI96-96h), mantidas em diferentes
ambientes (19,3 °C, 20 °C e 26 °C).

Na temperatura de 20 °C, nos niveis de inoculo de NI24, NI48 e NI72, plantas
oriundas de sementes inoculadas com os isolados CMLAPS805 e Controle tiveram seus pesos
estatisticamente iguais e maiores que o peso observado nas plantas de CMLAPS804. No
NI96, o maior peso de plantas frescas foi observado no Controle, e o0 menor, observado nas
plantas de sementes inoculadas com os isolados, que foram iguais entre si (Figura 10).

No ambiente de 26 °C, em NI24 e NI48, o menor peso de plantas frescas foi observado
para o isolado CMLAPS804. Nas plantas inoculadas com o isolado CMLAPS805 e Controle
0s pesos de plantas frescas foram maiores e semelhantes entre si. No NI72 0 menor peso das
plantas foi observado para o isolado CMLAPS804, com valor intermediério para o isolado
CMLAPS805 e o maior valor observado para o Controle. No nivel de indculo de 96 horas,
ndo houve diferencas entre os tratamentos (Figura 10).

Com esses resultados pode-se observar que as plantas derivadas de sementes
inoculadas com o isolado CMLAPS804 tem menor peso de planta fresca, reafirmando
consistentemente a maior viruléncia desse isolado.

Na figura 11 estdo representadas as tendéncias das variacdes nos pesos de plantas
frescas, nos ambientes de 19,3 °C, 20 °C e 26 °C nos niveis de inoculo NI24, NI148, NI172 e
NI196.
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Nas sementes do tratamento controle, os valores do peso de plantas frescas tiveram
tendéncia de redugdo com o aumento do tempo de condicionamento, nas temperaturas de 19,3
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°C e 20 °C. Ja na temperatura de 26 °C os valores no peso de plantas frescas foram
destacadamente maiores que nas demais temperaturas, com tendéncia de aumento nos niveis
menores e reducdo nos maiores (Figura 11).

Figura 11. Valores médios do peso das plantas frescas originadas de sementes sem inoculacdo
e inoculadas com dois isolados CMLAPS804 e CMLAPS805 de Exserohilum
turcicum, por 24, 48, 72 e 96h, correspondendo aos niveis de inoculo NI24, N148,
NI172 e NI196 respectivamente, sob diferentes temperaturas (19,3 °C, 20 °C e 26 °C).

Quando as sementes foram inoculadas com o isolado CMLAPS804, os pesos frescos
das plantas aumentaram nos niveis de inéculo menores e diminuiram nos maiores, quando a
temperatura do teste foi de 19,3 °C. Na temperatura de 20 °C, o peso das plantas frescas teve

tendéncia de reducéo na medida em que o nivel de in6culo aumentou. Quando conduzido a 26
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°C, os pesos de plantas frescas foram maiores em todos os niveis de in6culo, com tendéncia
de aumento nos niveis menores e redu¢do nos maiores (Figura 11).

Em relacdo ao isolado CMLAPS805 observa-se tendéncia semelhante nos trés
ambientes. Houve reducdo nos valores de peso das plantas frescas com o aumento do nivel de
indculo. Em todos os niveis de indculo os valores de peso de plantas frescas foram menores
em temperatura de 20 °C, intermediarios em 19,3 °C e maiores em 26 °C (Figura 11).

Na Figura 12 pode-se observar a representacdo das variacGes dos pesos das plantas
secas quando as sementes nao foram inoculadas (Controle) e quando foram inoculadas com os
dos isolados de E. turcicum nos diferentes niveis de indculo, e os testes conduzidos nos trés
ambientes. No tempo de condicionamento de 24h (NI24) e ambiente de 19,3 °C, 0 menor
valor do peso de plantas secas foi observado nas plantas oriundas de sementes com o isolado
CMLAPS804. Os valores do Controle e do isolado CMLAPS805 foram maiores e iguais
entres si. Nessa mesma temperatura, nos niveis NI148 e NI172, ndo houve diferencas entre 0s
tratamentos. No NI96, os maiores valores foram observados no controle e, nos isolados,
foram menores e semelhantes entre si (Figura 12).

No ambiente de 20 °C e NI24 e NI48 o menor valor do peso de plantas secas foi
observado quando as plantas foram originadas de sementes inoculadas com o isolado
CMLAPS804. No controle e quando o indculo foi CMLAPS805 os valores foram maiores e
iguais entre si. No NI72 e ambiente de 20 °C, ndo houve diferengas entre os tratamentos.
Nessa mesma temperatura e em N196, o maior valor do peso de plantas secas foi observado no
Controle e nas sementes inoculadas com os isolados, os valores foram menores e iguais entre
si (Figura 12).

No ambiente de 26 °C, nos niveis de NI24 e N148, o menor valor do peso das plantas
secas foi observado nas plantas de sementes inoculadas com o isolado CMLAPS804. Quando
o isolado foi CMLAPSB805 e no controle, os valores foram maiores e iguais entre si. No nivel
NI72, o menor valor também foi observado no isolado CMLAPS804 e as plantas inoculadas
com o isolado CMLAPSB805 tiveram valor intermediario, e no controle observou-se o maior

valor. No NI196 horas néo houve diferenca entre os tratamentos (Figura 12).
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Figura 12. Pesos médios de plantas secas oriundas de sementes inoculadas com dois isolados
de Exserohilum turcicum (CMLAPS804 e CMLAPS805), em diferentes niveis de
indculo, NI24-24h, NI48-48h, NI72-72h, NI96-96h, mantidas em diferentes
temperaturas (19,3 °C, 20 °C e 26 °C).

Na figura 13, observa-se que quando as sementes nao foram inoculadas, no ambiente
com de 20 °C, os valores do peso de plantas secas, foram menores nos menores tempos de
condicionamentos. Em todos os niveis nesse ambiente, os valores foram mais baixos que nas
demais temperaturas. Quando o experimento foi conduzido a 19.3 °C, as tendéncias dos
valores foram semelhantes aqueles da temperatura 20 °C, mas com valores intermediarios
entre as temperaturas 20 °C e 26 °C, em todos os niveis de indculo. Na temperatura de 26 °C,
os valores foram mais altos em relacdo aqueles observados nas outras temperaturas e as

tendéncias foram de aumento nos niveis menores e acentuada redugdo nos mais elevados.
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Figura 13. Peso das plantas secas crescidas a partir de sementes de milho ndo inoculadas (A) e
inoculadas com os isolados CMLAPS804 (B) e CMLAPS805 (C) de Exserohilum
turcicum em diferentes niveis de indculo N124 (24h), N148 (48h), N172 (72h) e N196
(96h) sob trés ambientes de cultivo (19,3, 20 e 26 °C).

Nas plantas oriundas de sementes inoculadas com o isolado CMLAPS804, observa-se
no ambiente de 19,3 °C tendéncias de reducdo dos valores de peso de plantas secas.
Ocorreram variagOes crescentes nos niveis de indculo mais baixos e decrescentes nos mais
altos. Nos ambientes de 20 °C e 26 °C a tendéncia dos valores do peso de plantas secas foi
linear decrescente a medida que aumentou o tempo de inoculagdo. Os valores observados
quando o experimento foi conduzido a 20 °C foram 0s mais baixos em todos os niveis de
indculo e os valores a 26 °C foram os mais altos (Figura 13).

As tendéncias dos valores de plantas secas oriundas de sementes inoculadas com o

isolado CMLAPS805 estdo apresentadas na Figura 13. No ambiente de 19,3 °C, os valores
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foram intermediarios entre os dois outros ambientes de cultivo e com leve tendéncia de
aumento em niveis de in6culo mais baixos e decréscimo nos mais altos. Nos ambientes de 20
°C e 26 °C, a tendéncia foi linear decrescente com o aumento dos niveis de inoculo. Essa
tendéncia foi mais acentuada na temperatura de 26 °C e os valores do peso de plantas secas
maiores, em relacdo as outras temperaturas, em todos os niveis de indculo. Os valores de
plantas secas foram os menores quando o cultivo foi no ambiente de 20 °C.

A influéncia do fungo em relacdo ao peso da planta seca segue padrdo semelhante
entre as temperaturas e os niveis de indculo utilizados em relacdo aos demais testes deste
trabalho.

Em relacdo ao indice de doenca (ID), observado nas plantas de milho avaliadas,
percebe-se no ambiente de cultivo de 19,3 °C, que nos niveis NI124 e N148, os danos causados
pelos isolados ndo diferiram entre si, e que nos niveis NI172 e NI96, os danos causados pelo
isolado CMLAPS804 foram significativamente maiores que os danos do isolado
CMLAPS805. Na temperatura de 20 °C, somente no nivel NI72 é que se notou diferenca
significativa entre os danos causados pelos isolados, sendo que o os danos causados pelo
isolado CMLAPS804 foram maiores. Quando foi avaliado os danos no ambiente de 26 °C,
nota-se que nos niveis NI124 e NI72, o isolado CMLAPS804 também foi mais prejudicial as
plantas, porém no nivel NI148 ndo houve diferenca entre os isolados e no maior nivel, o

isolado CMLAPS805 causou maiores prejuizos as plantas.
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Figura 14. indice de doenca (ID) de plantas de milho originadas de sementes inoculadas com
os isolados CMLAPS804 e CMLAPS805 de Exserohilum turcicum em diferentes
niveis de inéculo NI24 (24h), NI48 (48h), NI72 (72h) e NI96 (96h) sob trés
temperaturas de cultivo (19,3, 20 e 26 °C).
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A associacéo de E. turcicum com sementes de milho pode provocar danos como morte
em pré-emergéncia, perdas no poder germinativo, e posteriormente na fase mais avancada de
desenvolvimento das plantas, manchas foliares. Pela literatura ha registros sobre prejuizos as
plantas de milho por ocasido da floracdo (Fernandes e Oliveira, 2000). Do ponto de vista
epidemioldgico vale salientar que a semente € um abrigo para a sobrevivéncia de inumeros

patdgenos, além de atuar como um veiculo para disseminacdo de inoculo.

5. Conclustes

E. turcicum interage com sementes de milho e a partir dai gera danos variados e
severos a germinacao e ao vigor das sementes, afetando a emergéncia de plantas em diferentes
condicBes de cultivo, pela redugdo do estandes e pesos das plantas, em funcdo do nivel de
indculo presente nas sementes.

Os efeitos de E. turcicum na qualidade das sementes de milho, na forma infectante,
s8o crescentes e proporcionais aos niveis de indculo do patdgeno nas sementes.

Em condicdes de cultivo em temperaturas mais baixas a atuacdo de E. turcicum é mais
prejudicial ao desempenho das sementes infectadas.

O desempenho das sementes de milho é afetado pela variacdo genotipica de E.

turcicum sendo o isolados CMLAPS804 mais agressivo do que o isolado CMLAPS805.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BOOSALIS, M.G.,, SUMMER, D.R. & RAO, A.S. Overwintering of conidia
of Helminthosporium turcicum on corn residues and in soil in Nebraska. Phytopathology, St.
Paul, v. 57, p. 990-996. 1967.

BOTELHO, L.S.; ZANCAN, W.L.A.; MACHADO, J.C.; BARROCAS, E.N. Performance of
common bean seeds infected by the fungus Sclerotinia sclerotiorum. Journal of Seed Science,
v.35, n.2, p.153-160, 2013.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para andlise de
sementes. Brasilia: MAPA, 2009a. 399p.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de defesa

Agropecuaria. Manual de anélise sanitaria de sementes. Brasilia: MAPA, 2009b. 200 p.



67

FERNANDES, F.T.; OLIVEIRA, E. Principais doencas na cultura do milho. Sete Lagoas:
EMBRAPA/CNPMS, 2000. 80p.

FERREIRA, D. F. SISVAR: a computer statistical analysis system. Ciéncia e Agrotecnologia,
Lavras, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, nov./dez. 2011.

FULLERTON, R. A. and FLETCHER, J. D. 1974. Observations on the survival of
Drechslera turcicum in maize debris in New Zealand. N. Z. J. Agric. Res. 17: 153-155.

GUIMARAES, M. R. F., SIQUEIRA, C. S., MACHADO, J. C., FRANCA, S. K. S. &
GUIMARAES, G. C. (2017). Evaluation of inoculum potential of pathogens in seeds: relation
to physiological quality and DNA quantification by gPCR. Journal of Seed Science, 39(3),
224-233. https://dx.doi.org/10.1590/2317-1545v39n3163901

HILHORST, J.; LEPRINCE, O. Germination: Topics | to IV. Lavras: UFLA, 1998. Seed
Physiology Course Symposium, UFLA/WAV, Lavras. Oct. 1998.

HORBACH, R., NAVARRO-QUESADA, A.R., KNOGGE, W., DEISING, H.B. When and
how to kill a plant cell: Infection strategies of plant pathogenic fungi. Journal of Plant
Physiology. 2011;168:51-62.

KLOPPERS, R.; TWEER, S. (2009) Northern corn leaf blight fact sheet. PANNAR Seed
(Pty) Ltd

KOECK, M., HARDHAM, A.R., DODDS, P.N. The role of effectors of biotrophic and
hemibiotrophic  fungi in infection. Cell Microbiol. 2011;13 (12):1849-1857.
doi:10.1111/j.1462-5822.2011.01665.x

KRZYZANOWKI, F. C.; VIEIRA, R. D.; FRANCA NETO, J. B. (Ed.). Vigor de sementes:
conceitos e testes. Londrina: ABRATES, 1999. 218 p.

Lipps, P.E & Mills, D. Northern corn leaf blight. Ohio State University. 2002. Extension fact
sheet 1087, OH-43210

LUTTREL, E.S. The perfect state of Helminthosporium turcicum, Phytopathology 48:281-
287. 1958.


https://dx.doi.org/10.1590/2317-1545v39n3163901

68

MACHADO, J. C. et al. Methodology for infecting seeds by fungi using water restriction
technic. In: INTERNATIONAL SEED TESTING CONGRESS-SEED SYMPOSIUM, 26.,
2001, Angers. Proceedings... Angers: ISTA, 2001. p. 62.

MAGUIRE, J.D. Speed of germination-aid in selection and evaluation for seedling emergence
and vigour. Crop Science, Madison, v.2, n.2, p. 176-177, mar/abr. 1962.

MCKINNEY, H. Influence of soil temperature and moisture on infection of wheat seedlings
by Helminthosporium sativum. Journal of Agricultural Research, Washington, v.26, n.3,
p.195-217, jan., 1923.

MICHEL, B. E.; RADCLIFFE, D. A. Computer program relating solute potential to solution
composition for five solutes. Agronomy Journal, Madison, v. 87, n. 1, p. 131-136, Sept. 1995.

NWANOSIKE, M. R. O., MABAGALA, R. B.,, KUSOLWA, P. M. (2015). Effect of northern
leaf bight (Exserohilum turcicum) severity on yield of maize (Zea mays L.) in Morogoro,
Tanzania. International Journal of Science and Research 4(9):466-475.

RAMATHANI, I.; BIRUMA, M.; MARTIN, T., DIXELIUS, C & OKORI, P. Disease
severity, incidence and races of Setosphaeria turcica on sorghum in Uganda. Eur. J. Plant
Pathol. DOI: 10.1007.s10658-011-9815-1.2011

SANCHEZ, J. A.; ORTA, R.; MUNOZ, B. C. Tratamientos pregerminativos de hidratacion
deshidratacion de las semillas y sus efectos em plantas de interes agricola. Agronomia
Costarricense, San José, v. 25, n. 1, p. 67-92. 2001.

SIQUEIRA, C. S.; BARROCAS, E. N.; MACHADO, J. C.; SILVA, U. A,; DIAS, I. E.
Effects of Stenocarpella maydis in seeds and in the initial development of corn. Journal of
Seed Science, v.36, p.79-86, 2014. http://www.scielo.br/pdf/jss/v36n1/al0v36nl.pdf

TUITE, J. 1969. Plant Pathological Methods. Burgess Publishing Co., Minneapolis, MN.

WHITE, D.G. Compendium of corn diseases. Third edition. The American Phytopathological
Society, St Paul, Minnesota, USA.1999.


http://www.scielo.br/pdf/jss/v36n1/a10v36n1.pdf

69

ZANCAN, W. L. A; MACHADQO, J. C.; BAUTE, N. L.; SOUSA, B. F. M de. Relationship
between mycelial inoculum of Sclerotinia sclerotiorum and performance of sunflower seeds
under controlled conditions. Biosci. J., Uberlandia, v.31, n.3, p.775-784, May/June, 2015.



70

ARTIGO 3

TRANSMISSAO DE Exserohilum turcicum A PARTIR DE SEMENTES DE MILHO
EM CONDICOES CONTROLADAS DE CULTIVO

TRANSMISSION OF Exserohilum turcicum FROM CORN SEEDS INOCULATED AND
CULTIVATED UNDER CONTROLLED CONDITIONS

Preparado de acordo com a Journal of Seed Science (versdo preliminar)

Marina de Resende Faria Guimardes®, José da Cruz Machado®, Carolina da Silva Siqueira®

1. Universidade Federal de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Laboratério de Patologia
de Sementes, Caixa Postal 3037, CEP 37200-900 Lavras, MG, Brasil. E-mail:

mariléna@gmail.com, machado@ufla.br e kerolpet@gmail.com



71
RESUMO

Amplamente difundido pelas areas em que o milho é cultivado, o patdgeno Exserohilum
turcicum causa uma das doencas mais importantes nesta cultura denominada mancha tarcica.
A transmissdo deste fungo por meio das sementes ainda é pouco esclarecida e diante da sua
importancia, se faz necessario este estudo. Desta forma, o objetivo neste trabalho foi avaliar o
potencial de transmissdo de E. turcicum a partir de sementes de milho para plantas, utilizando
diferentes niveis de inoculo do fungo nas sementes e diferentes ambientes de cultivo com
temperaturas médias de 20 e 26 °C. A inoculacdo das sementes foi realizada por meio da
metodologia de condicionamento hidrico, por 24, 48, 72 e 96 horas, correspondendo aos
niveis de indculo NI24, N148, NI72 e NI96 respectivamente. Ap6s a inoculagéo, as sementes
foram distribuidas em copos plasticos contendo substrato comercial misturado com areia e ao
final de 28 dias, as plantas obtidas a partir dessas sementes foram avaliadas quanto a presenca
do patdgeno por métodos biolégicos e por PCR. A porcentagem de morte em pré-emergéncia
aumentou com o aumento do nivel de in6culo nas sementes, independente do isolado e do
ambiente de cultivo. A taxa de transmissdo total do patdgeno em estudo foi de 55,27%,

ocorrida no maior nivel de indculo presente na semente.

Termos para indexacao: patologia de sementes, nivel de indculo, mancha tdrcica, milho
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ABSTRACT

Widely spread in areas where corn is grown, the pathogen Exserohilum turcicum causes one
of the most important diseases in this culture, called turcicum leaf blight. The transmission of
this fungus through the seeds is still poorly understood and given its importance, this study is
necessary. Thus, the aim of this work was to evaluate the potential transmission of E.
turcicum from corn seeds to plants, using different levels of the fungus inoculum in the seeds
and different cultivation temperatures (20 and 26 °C). Seed inoculation was performed by
hydric conditioning methodology for 24, 48, 72 and 96 hours, corresponding to NI24, NI148,
NI72 and NI96 inoculum levels respectively. After inoculation, the seeds were distributed in
plastic cups containing substrate and after 28 days, the plants obtained from these seeds were
evaluated for the presence of the pathogen by biological methods and by PCR. The percentage
of pre-emergence death increased with the increase in the inoculum level in the seeds,
regardless of the isolate and temperature. The total rate of transmission of the pathogen under

study was 55.27%, which occurred at the highest inoculum level present in the seed.

Index terms: seed pathology, inoculum level, turcicum blight, corn
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INTRODUCAO

A mancha tarcica, causada pelo fungo hemibiotréfico Exserohilum turcicum, é uma
das doencas mais importantes relacionadas a cultura do milho e no Brasil, seu problema tem
sido maior em cultivos de safrinha (Casela et al., 2006). Encontrada em diversas partes do
mundo em todas as areas onde essa espécie é cultivada, essa doenca apresenta sintomas
iniciais nas folhas inferiores mais velhas como lesdes elipticas com o centro necrético e halo
clorético (Munkvold e White, 2016) e posteriormente progride para a parte superior da planta.
Perdas significantes tém sido reportadas quando se tem alta intensidade da doenga,
particularmente se a doenca se estabelece antes ou logo apos a floracdo (Nwanosike et al.,
2015).

A exemplo do que ocorre com inumeros outros patossistemas, a presenca de
patdgenos nas sementes de milho constitui a principal fonte de indculo uma vez que por meio
delas, os patdgenos séo levados a distancias consideraveis além de afetar o estabelecimento da
cultura e causar prejuizo no desempenho das sementes de formas variadas (Reis e Casa, 1998;
Talamini et al., 2001). A transmissdo de patdgenos via sementes é conceituada em patologia
de sementes como a passagem do fitopatdgeno que esta infectando as sementes para 0s 6rgaos
das plantas oriundas do processo de germinacdo, e este processo é importante por garantir a
continuidade do ciclo vital dos patdgenos ao assegurar-lhes a fonte nutricional necessaria ao
seu crescimento e esporulacdo (Langaro, 1998, Reis e Casa, 1998).

A transmissdo de patdgenos por meio das sementes depende de caracteristicas
especificas da interacdo patdgeno-hospedeiro e diversos sdo os fatores que influenciam tal
processo, como a quantidade e posicdo do indculo nas sementes, a temperatura, umidade,
gendtipo do patdgeno, entre outros (Tanaka e Machado, 1985)

De acordo com a literatura, a transmissdo de E. turcicum por meio das sementes é
ainda pouco esclarecida, sendo assumida somente por um estudo (McGee, 1988). De Rossi
(2012) utilizando sementes infectadas artificialmente para descrever e quantificar o processo
de transmisséo da semente para a planta, ndo obteve sucesso na detec¢do dos fungos nos
Orgdos aereos de plantulas de milho.

Diante da importancia das sementes na disseminacdo das doencas de milho, se faz
necessario o estudo da transmissdo deste patogeno por este meio. Desta forma, o objetivo
neste trabalho foi avaliar o potencial de transmissdo de E. turcicum a partir de sementes de
milho para plantas, tendo-se como base para esta demonstragdo o uso de diferentes niveis de

indculo do fungo nas sementes e diferentes condigdes ambientais de cultivo.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no laboratorio de Patologia de Sementes, situado no

Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Origem e multiplicacdo dos isolados de Exserohilum turcicum e perfil das sementes:
Foram utilizados dois isolados de E. turcicum denominados CMLAPS804 e CMLAPS805,
isolado de sementes de milho e da colecdo micoldgica do Instituto Bioldgico de S&o Paulo,
respectivamente. Os isolados foram repicados inicialmente em placas de Petri contendo meio
de cultura Lactose Caseina Hidrolisada Agar (LCHA) (Tuite, 1969) e mantidos em cAmara do
tipo BOD a temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Previamente ao inicio dos
trabalhos, as sementes de milho, hibrido comercial RB9006PRO suscetivel & mancha tdrcica
do milho, foram submetidas a teste de germinacdo e sanidade, para avaliar os perfis
fisiolégicos e sanitarios do lote selecionado (Brasil, 2009a, 2009b). Verificou-se que as
sementes apresentavam 94% de germinacgdo e que as sementes estavam livres de E. turcicum,
apresentando com 21% das sementes com Penicillium sp. e 31,5% com Fusarium

verticillioides.

Obtencdo de sementes de milho com diferentes niveis de indculo: Para este estudo
utilizou-se a metodologia de condicionamento hidrico (Machado et al., 2001) para gerar
diferentes niveis de inoculo de E. turcicum. As sementes foram previamente desinfestadas
com hipoclorito de sddio 1% por 1 minuto, lavadas trés vezes com éagua destilada e secas
entre folhas de papel germitest em sala climatizada a 20 °C por 48 horas. Col6nias de culturas
monosporicas dos dois isolados de E. turcicum foram preparadas previamente, em placas de
Petri de 15cm, com meio LCHA acrescido de manitol com potencial hidrico ajustado a -1,4
MPa, conforme fornecido pelo software SPPM (Michel e Radcliffe, 1995). Decorridos 15 dias
de cultivo dos isolados, em BOD a 25+2 °C e fotoperiodo de 12 horas, as sementes foram
colocadas em contato com as col6nias fungicas, em camadas simples com a face do escutelo
voltada para a col6nia. As sementes permaneceram em contato com as colonias por periodos
estabelecidos em 24, 48, 72 e 96 horas, que corresponderam aos niveis de inoculo de NI24,
NI48, NI72 e NI96. Apb6s o periodo de incubacdo, as sementes foram transferidas para
bandejas, entre folhas de papel germitest por 48 horas em sala climatizada para sua secagem.

A avaliacdo do efeito isolado do restritor hidrico foi realizada pelo tratamento controle onde
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as sementes foram colocadas em placas de Petri contendo apenas o meio LCHA acrescido de

manitol pelos mesmos periodos mencionados para a inoculagdo do fungo.

Teste de sanidade: A realizagdo deste teste, “blotter com congelamento” teve como
finalidade avaliar o percentual de incidéncia do fungo nas sementes inoculadas e comprovar a
eficacia da metodologia utilizada para o patossistema em foco. O teste foi conduzido por meio
da distribuicdo das sementes sobre substrato de papel de filtro embebido em substrato de agar
agua (20g de agar/L), em placas de Petri de 15 cm de didmetro, usando-se oito repeticdes de
25 sementes por placa. As placas com as sementes foram mantidas em camara incubadora sob
luz fluorescente branca, fotoperiodo de 12 h, a 20 °C pelo periodo inicial de 24h, seguida por
mais 24h em congelador (-20 °C), e depois distribuidas novamente em camara de incubacéo
de sementes, por mais cinco dias. Ao final deste periodo, as sementes foram examinadas
individualmente ao microscopio estereoscOpio e microscopio Otico, verificando-se a
incidéncia do fungo E. turcicum (BRASIL, 2009b).

Avaliacdo da transmissao de E. turcicum em camara de cultivo vegetal: Cem sementes de
milho de cada tratamento foram individualmente distribuidas em copos plasticos de 200mL
contendo uma mistura de areia e substrato comercial autoclavado (Topstrato HA hortaligas)
na proporg¢do 1:1. Vinte e cinco copos foram distribuidos em bandejas, correspondendo a uma
repeticdo. O experimento foi realizado em cdmaras de cultivo vegetal com duas temperaturas,
20+2 e 26x2 °C, e fotoperiodo de 12 horas luz (luz do dia NSK T10 40 W 6500K FL40T10-6
60 Hz)/12 horas escuro. Diariamente foi avaliada a emergéncia de plantas sintomaticas e
assintomaticas da doenca em estudo, e realizada a irrigacdo para que o substrato se mantivesse
umido. Plantas sintomaticas foram coletadas e fragmentos de tecidos das areas sintomaticas
assepticamente incubados em placas de Petri contendo meio LCHA para a confirmacdo da
presenca de E. turcicum nos tecidos coletados. Decorridos 28 dias da semeadura, todas as
plantas assintomaticas foram colhidas e fragmentos, de aproximadamente 2 cm, na altura do
colo (C) e na ultima insercdo das folhas (F) foram retirados de cada planta. Os fragmentos
foram desinfestados em alcool 70%, hipoclorito de sddio 1% por 1 minuto, lavados trés vezes,
por 1 minuto, em &gua destilada esterilizada e colocados em papel filtro esterilizado para
secar. Todos os fragmentos foram depositados em placas de Petri com meio LCHA e
incubados a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apo6s 10 dias, os fragmentos
foram avaliados individualmente em microscopio estereoscOpio para a observacdo de

possiveis estruturas fungicas de E. turcicum. A presencga de E. turcicum em pelo menos um
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dos fragmentos examinados de uma mesma planta foi suficiente para confirmar a transmisséao

do fungo da semente para a planta.

Confirmacdo da presenca de E. turcicum em partes de plantas assintomaticas por meio
da técnica de PCR: Pelo menos vinte por cento dos fragmentos de plantas assintomaticas, de
cada tratamento, foram submetidos a analise em PCR. Para isso, realizou-se a extracdo de
DNA de cada fragmento de 2 cm da regido do colo (C) e da dltima insercdo de folhas (F)
utilizando-se o kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI), de
acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. O par de primers forward ESF: 5'-
GCCGGCTGCCAATTGTTTTA-3" e reverse ESR: 5-CCCATGTCTTTTGCGCACTT-3'
(B4 et al., 2016), especificos para E. turcicum, foram utilizados para detectar a presenca
do fungo nos tecidos. A amplificacdo foi realizada em 25 pL de reacdo contendo 12,5 uL de
Onetaqg, 10 puM de cada primer forward e reverse e 2 uL do DNA. As condigdes de ciclo
foram de 94 °C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94 °C de desnaturacdo por 45
segundos, anelamento a 63 °C por 45 segundos, extensdo de 72 °C por 45 segundos, e
extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Foi utilizada uma aliquota de 15 pL dos produtos da
PCR para analisa-los em gel de agarose a 1% em tampao TBE, corado com GelRed®, a 80V
por aproximadamente 1 hora. Os géis com os produtos da PCR foram observados no

equipamento L-Pix HE, transluminador UV (Loccus Biotecnologia, Brasil).

O calculo da taxa de transmissdo total do fungo a partir das sementes foi realizado
utilizando-se a férmula modificada daquela descrita por Teixeira e Machado (2003) e Siqueira
et al. (2014):

TT = ISMPE + IPMPE + IPES + IPENS x 100

Onde:

TT = Taxa de transmissao total (%)

ISMPE = indice sementes mortas em pré-emergéncia
IPMPE= indice plantas mortas em pds-emergéncia
IPES= indice de plantas emergidas sintomaticas

IPENS= indice de plantas emergidas assintomaticas

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados. O experimento foi realizado em
blocos ao acaso, em esquema fatorial triplo 2x2x4, sendo 2 isolados, 2 ambientes de cultivo e

4 niveis de inoculo, com quatro repeti¢cbes por tratamento. As andlises estatisticas foram
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realizadas no programa Sisvar® versdo 5.6 (Ferreira, 2011). Para as variaveis morte em pré-
emergéncia e taxa de transmissdo com avaliacdo de plantas sintomaticas e assintomaticas, as
analises de variancia foram corrigidas por meio da transformacao dos dados em raiz quadrada
de (dados+1) por conter muitos valores iguais a zero. Quando significativas, as médias das
variaveis qualitativas foram comparadas por Scott Knott (p<0,05) e as quantitativas procedeu-
se 0 ajuste de modelos de regresséo linear. Para a taxa de transmissao total, consideraram-se
todos o0s percentuais das taxas de transmissao de plantas sintomaticas, assintomaticas e morte

em pré-emergéncia.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da analise de variancia para a morte de sementes e plantulas em pré-
emergéncia, taxas de transmissdao em plantas sintomaticas e assintomaticas, e para taxa de
transmisséo total de sementes para plantas, quando as sementes foram inoculadas com os dois
isolados de E. turcicum, revelaram uma interacao tripla ndo significativa (p<0,05).

Pela andlise dos fatores relacionados a morte em pré-emergéncia isoladamente,
verificou-se diferenca significativa entre os dois isolados utilizados. As sementes inoculadas
com o isolado CMLAPS804 apresentaram 17% de morte em pré-emergéncia, que diferiu
significativamente do isolado CMLAPS805, com valor de 11,12%. Observou-se uma
tendéncia de aumento do numero de sementes e plantulas mortas em pré-emergéncia na
proporcdo de aumento dos niveis de inoculo de E. turcicum nas sementes em ambos isolados,

nas duas temperaturas de cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Percentual de morte de sementes de milho em pré-emergéncia, em decorréncia da
presenca do fungo Exserohilum turcicum, em relacéo a dois isolados, CMLAPS804 e
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CMLAPS805, em diferentes niveis de inoculo, N124 (24h), N148 (48h), NI72 (72h) e
N196 (96h) em duas temperaturas de cultivo, 20 °C e 26 °C.

O percentual de mortes em pré-emergéncia de sementes e plantulas variou entre 8,25%
e 21,5%. Trabalhos semelhantes nesta mesma linha de estudo com outros patossistemas,
como Stenocarpella maydis e S. macrospora em milho, Colletotrichum lindemuthianum em
feijdo mostraram que os patégenos podem ser mais prejudiciais aos seus hospedeiros a partir
de sementes inoculadas, causando maior numero de mortes de sementes/plantulas em pré-
emergéncia em niveis de inoculo semelhantes aos utilizados neste estudo com E. turcicum
(Siqueira et al., 2014; Siqueira et al., 2016; Gadaga et al., 2020).

Com base nas avaliaces realizadas neste estudo, fica claro que o E. turcicum pode ser
transmitido a partir de sementes para as plantas emergidas com sintomas e sem sintomas, fato
comprovado em todos os tratamentos utilizados para este tipo de avaliagdo no presente caso.
No caso da taxa de transmissdo a partir de plantas sintomaticas, foi observada diferenca
significativa apenas entre as temperaturas de cultivo, sendo que 1,29% das plantas
apresentaram sintomas na temperatura de 20 °C, enquanto que na temperatura de 26 °C, este
indice foi de 1,04%. Apds a infeccdo do patdgeno os sintomas sdo expressos pelas lesdes
foliares, e as condicGes ideais para a ocorréncia da doenca sdo proporcionadas em
temperaturas em torno de 20 °C e com um minimo de 8 horas de molhamento foliar (Vitti et
al., 1993). As baixas taxas de transmissdo observadas nas plantas sintomaticas podem ser
explicadas com o fato de este ser um patdgeno que exibe sintomas mais comumente nos
estagios mais avancgados de desenvolvimento da planta, implicando em uma maior incidéncia
apos a floracdo. Os sintomas observados nas plantas foram representados por folhas retorcidas

com algumas lesdes em formato eliptico e com coloracgdo cinza-amarronzada.

Pelo exame biologico e molecular das plantas assintomaticas emergidas das sementes
inoculadas, verificou-se que E. turcicum estava associado aos tecidos da regido do colo e da
ultima insercdo foliar de algumas plantas de milho. Em relacdo a taxa de transmisséo do
fungo para plantas assintomaticas a partir de sementes inoculadas, embora ndo tenha havido
diferenga significativa entre os valores, observou-se uma tendéncia ao aumento da
porcentagem de transmissdo na propor¢do direta com o aumento dos niveis de inoculo nas
sementes (Figura 2A). Observa-se que na temperatura de 20 °C as médias da porcentagem de
transmissdo do isolado CMLAPS805, embora ndo significativas estatisticamente, foram
maiores em todos os niveis de inoculo, enquanto que na temperatura de 26 °C, nos niveis de

indculo NI24, NI72 e NI196, as maiores porcentagens de transmissdo foram observadas com o
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isolado CMLAPS804. Foi possivel verificar que a taxa de transmissdo em plantas
assintomaéticas obtida no menor nivel de indculo, na temperatura de 26 °C, foi maior que a
taxa de transmissdo observada no maior nivel de indculo da temperatura de 20 °C.
Independente do isolado utilizado, a taxa de transmisséo a partir de plantas assintomaticas foi
significativamente maior na temperatura de 26 °C, quando atingiu o valor de 33,99% de
transmisséo, diferindo da temperatura de 20 °C com apenas 20,23% de taxa de transmissdo. A
maior taxa de transmissdo de E. turcicum para plantas assintomaticas foi observada no nivel
de in6culo mais alto, na maior temperatura estudada, com valor igual a 43,5%. A técnica de
PCR foi eficiente para detectar o patdgeno nos fragmentos das plantas assintomaticas, o que
ndo ocorreu pelo teste bioldgico, em que o fungo ndo foi detectado (Figura 2B).
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Figura 2. (A) Taxas de transmissdo de Exserohilum turcicum para plantas assintomaticas a partir de
sementes inoculadas com dois isolados, CMLAPS804 e CMLAPS805, em diferentes niveis
de inbculo, NI24 (24h), NI148 (48h), NI72 (72h) e NI96 (96h) em duas temperaturas de
cultivo, 20 °C e 26 °C e (B) Controles positivos da PCR (CMLAPS804 — 1 e 2; e
CMLAPS805 — 13 e 14), 4gua (3, 4, 15 e 16), marcador (M), alguns resultados positivos de
plantas oriundas de sementes inoculadas com CMLAPS804 e mantidas a 20°C (5, 7e 8) e a
26 °C (10 e 12) e inoculadas com CMLAPS805 e mantidas a 20 °C (17e19)ea26°C (21 e
23).

A taxa de transmissdo de um patdgeno de sementes a sua progénie deve considerar o
numero de sementes/plantulas mortas pela acdo do patdgeno somada as plantas emergidas
com alguma infec¢do comprovada pelo patdgeno (Machado, 1994). No caso em estudo, para a
transmissdo total de E. turcicum os maiores valores foram observados nos maiores niveis de
indculo, independente do isolado ou da temperatura em que o experimento foi conduzido.
Houve uma tendéncia de aumento da taxa de transmissdo total com o aumento dos niveis de

inéculo do fungo nas sementes (Figura 3). A taxa de transmissdo total observada nesse
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patossistema variou de 29.26% a 55,27%. Em comparagcdo com outros patossistemas nesta
mesma linha de trabalho, nos quais foi empregada a mesma metodologia de estudo com E.
turcicum, observa-se que a taxa de transmissdo deste patogeno a partir de sementes de milho,
foi em geral, mais baixa. Enquanto que a maxima transmissdo observada em patossistemas
como Stenocarpella maydis e Colletotrichum lindemuthianum foi de 90,5% e 92%
respectivamente, nesse patossistema em estudo, a maxima transmissdo observada foi de
55,27%. (Gadaga, 2020; Siqueira et al., 2016; Zancan et al., 2015). Vale ressaltar que
inimeros outros fatores devem ser considerados nesta discussao, uma vez que neste trabalho o
grau de variacdo de populagdes do fungo e do milho, foi relativamente limitado, com o uso de
apenas dois isolados e um hibrido. Importante destacar também que E. turcicum é um
patdgeno que uma vez presente nos tecidos das sementes de milho pode ser transmitido em
niveis elevados por esta via, conforme demonstrado neste trabalho, e a partir dai causar danos

expressivos no desempenho da cultura do milho.
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Figura 3. Taxas de transmisséo total de Exserohilum turcicum a partir de sementes inoculadas
com dois isolados, CMLAPS804 e CMLAPS805, em diferentes niveis de indculo,
NI24, NI148, NI172 e NI96 correspondendo a tempos de contato das sementes com o
fungo por 24h, 48h, 72h e 96h, em duas temperaturas de cultivo, 20 °C e 26 °C,
considerando as avaliacGes de morte em pré-emergéncia e taxas de transmissédo em
plantas sintomaticas e assintomaticas.

Conclus6es
O fungo E. turcicum é transmitido de sementes as plantas de milho em intensidades
variaveis em funcdo dos niveis de inoculo do patdgeno nas sementes e das condicGes de

ambiente de cultivo do milho.
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A maxima transmissdo total a partir de sementes artificialmente inoculadas, observada
neste patossistema, foi de 55,27%.

O fungo foi detectado tanto em tecidos de plantas sintomaticas como assintomaticas,
oriundas de sementes portadoras do patdégeno na forma infectante.

A taxa de transmissdo de E. turcicum a partir de sementes de milho ndo apresentou

variacgOes estatisticas significativas entre as faixas de temperatura utilizadas neste estudo.
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CONSIDERACOES GERAIS

O conhecimento das interacfes de patdgenos com sementes, com foco em avaliagbes
de efeitos do patégeno no desempenho das sementes, sua transmissibilidade, sobrevivéncia e
deteccdo em amostras de sementes, entre outros aspectos, € de suma importancia para o
estabelecimento de estratégias de manejo de doencas que sdo originadas de sementes em
culturas que sdo propagadas por esta via.

As relagdes entre Exserohilum turcicum e sementes de milho, embora sejam
referenciadas em alguns relatos de literatura tém sido pouco esclarecedoras em alguns
aspectos, 0 que tem gerado duvidas sobre o papel das sementes no ciclo da mancha foliar
tarcica, restringindo, por conseguinte a organizagdo de esquemas de controle desta doenga nas
condigdes brasileiras. Sabe-se que o fungo tem sido encontrado em sementes de lotes
comerciais em niveis variados e que a doenca pode ocorrer em areas novas localizadas em
regibes antes isentas desta doenca, apresentando padrdes de ocorréncia tipicas de indculo
originado de sementes.

Nesta tese, o intuito foi produzir informagdes mais detalhadas ou pontuais sobre

alguns aspectos da interagdo de E. turcicum com sementes de milho, seguindo se um modelo
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ja aplicado em outros casos pela equipe de pesquisa envolvida neste tipo de estudos na
Universidade Federal de Lavras. Foram propostos trés alvos de estudo relacionados a
deteccdo rapida e precisa do fungo em amostras de sementes, sua transmissao e efeitos a partir
de sementes infectadas, por meio de ensaios conduzidos em condic¢des controladas.

No Capitulo 2, referente a checagem e adequacao de técnicas de detecgdo do fungo em
sementes de milho, foi possivel verificar que as técnicas moleculares, por meio de PCR
convencional e PCR em tempo real, com foco voltado para especificidade e sensitividade,
foram eficazes na deteccdo do fungo em sementes, com potencial de adog¢do em Programas de
controle de qualidade de sementes de milho, além de sua aplicacdo em Programas de
quarentena vegetal para o presente caso. Por meio de ajustes na metodologia de deteccao
proposta, como a pré-incubacdo das sementes por periodos superiores a 72 horas, a
sensibilidade das técnicas foi da ordem de 0,25%, 0 que corresponde a deteccdo da presenca
do patégeno em uma semente de uma amostra de trabalho composta de 400 sementes. E
importante salientar que a adogdo desta metodologia pelos sistemas oficiais de controle de
qualidade de sementes, requer a aprovacao prévia destes procedimentos metodoldgicos por
meio de testes comparativos de aferi¢do, cujo modelo de execucdo é baseado em modelos
estatisticos ja conhecidos para esta finalidade.

O foco nos Capitulos 3 e 4, foi avaliar o grau de efeitos do patégeno presente nos
tecidos das sementes, em diferentes niveis de in6culo no desempenho das sementes
representada pela germinacdo e vigor e a taxa de transmissao sob duas temperaturas de cultivo
em ambiente controlado. Ficou claro o potencial de danos do patdgeno partindo se das
sementes infectadas. Houve uma proporcionalidade dos efeitos danosos com o aumento dos
niveis de indculo do patégeno nas sementes de milho. Em comparagdo com estudos similares
realizados com a maioria de outros patossistemas, os danos neste estudo podem ser
considerados menos severos, provavelmente em razdo da natureza hemibiotrofica deste fungo,
que em condicdes controladas de inoculagdo artificial empregada provavelmente néo
reproduzem ou asseguram as condi¢des mais favoraveis a este tipo de inoculacdo conforme
ocorre com fungos fitopatogénicos necrotroficos.

Sobre transmissdo do patdgeno via sementes, ficou também evidenciado que a taxa de
transmissdo do fungo é variavel em funcdo do nivel de inoculo inicialmente presente nas
sementes e das condic¢Oes de cultivo com duas temperaturas distintas, 20 e 26 °C. Este estudo
evidenciou que a taxa de transmissdo do patégeno variou na faixa de 29,26% e 55,27%, sendo
as maiores taxas registradas nos niveis de indculo mais elevados nas sementes. Ficou claro

também que a transmissdo de E. turcicum a partir de sementes de milho pode ocorrer de
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forma assintomatica em plantas emergidas até a época de avaliagdo, ou seja, 30 dias apos a
semeadura.

Por fim, vale registrar que estudos mais minuciosos que levem em conta uma maior amplitude
de fatores inerentes as sementes, ao patdgeno e ao ambiente devem ser conduzidos para um
conhecimento mais sélido sobre os eventos e implicacBes que estdo envolvidos na interagdo
de E. turcicum e sementes de milho. Aspectos genéticos do hospedeiro, variabilidade do
patogeno, eficacia do tratamento sanitario de sementes, mecanismos de transmissdo do
patdgeno de planta a sementes, entre outros, devem merecer atencdo especial em futuros

estudos deste patossistema.



