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RESUMO A mancha de Bipolaris, causada por Bipolaris maydis, ¢ uma das principais doengas foliares de Zea mays,
apresentando um consideravel potencial de dano, notadamente, na cultura do milho-pipoca, embora trabalhos sobre
este patossistema ainda sejam escassos. Neste trabalho, avaliaram-se as influéncias de diferentes meios de cultura
sobre o crescimento micelial, esporulag@o e a infectividade de indculo conidial de B. maydis em folhas da cultivar
suscetivel Beija-flor, de milho-pipoca. Para tal, instalaram-se experimentos em laboratério e em casa de vegetacdo em
blocos casualizados com quatro repetigdes. Em laboratério, avaliaram-se o crescimento micelial e a esporulagdo de B.
maydis em diferentes meios de culturas (Batata Dextrose Agar, Feijao Agar, Agua de Coco Agar, Arroz Polido Agar,
Folha de Milho Agar e Lactose Caseina Agar). Em casa de vegetagdo, avaliaram-se o numero de lesdes por folha e a
incidéncia de doenga na planta suscetivel inoculada com uma suspensio de 10* conidios/mL. O meio de Arroz Polido
Agar foi o que mais promoveu o crescimento micelial do fungo, porém néo favoreceu a esporulagio. Para esporulagio,
destacaram-se os meios de cultura Batata Dextrose Agar e Feijio Agar. Maior niimero de folhas com sintoma da
doenca e maior nimero de lesdes por folha foram obtidos com o inéculo produzido no meio Feijao Agar.

Palavras-Chave: Zea mays L., Crescimento micelial, Mancha de Bipolaris, Esporula¢ao, Milho-pipoca.

CULTURAL AND PATHOLOGICAL FEATURES OF Bipolaris maydis
IN DIFFERENT CULTURE MEDIA

ABSTRACT. The Southern corn leaf blight, caused by Bipolaris maydis, is a major foliar disease of corn, presenting
considerable potential of damage, especially in Zea mays, although studies with this pathosystem are still scarce. In this
paper, the effect of different culture media was evaluated on mycelial sporulation and infectivity of conidial inoculum of
B. maydis on leaves of the susceptible cultivar Beija-Flor, of corn-popcorn. Experiments in laboratory and greenhouse
were installed in a randomized blocks design with four replications. The mycelial growth and sporulation of B. maydis
on different culture media (Potato Dextrose Agar, Bean Agar, Coconut Water Agar, Rice Polished Agar, Corn Leaf
Agar Lactose Casein Agar) were evaluated in the laboratory. In the greenhouse it was evaluated the number of lesions
per leaf and the incidence of disease in susceptible plants inoculated with a suspension of 10* conidia/ml. The culture
medium Polished Rice Agar promoted the highest mycelial growth, but did not promote sporulation. Sporulation was
higher on culture media Potato dextrose Agar and Agar Bean. A greater number of leaves with symptoms of the disease
and a higher number of lesions per leaf were obtained with the inoculum produced in the culture medium Bean Agar.
Keywords: Zea mays L, Mycelial growth, Southern corn leaf bligh, Sporulation, Popcorn.
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O milho (Zea mays L.) destaca-se como uma
das principais espécies cultivadas no mundo. Dentre
os “milhos especiais”, o pipoca tem exercido influén-
cia positiva em setores da economia nacional, por ser
uma cultura de elevada rentabilidade, favorecendo,
inclusive, a impactagdo da economia informal (Frei-
tas Junior et al., 2009). Todavia, pesquisas com resis-
téncia a doengas em milho-pipoca tém sido escassas
(Ribeiro et al., 2016; Vieira et al., 2016), desfavore-
cendo a potencializagdo do agronegdcio vinculado a
cultura.

Dentre as doengas que atacam o milho no Bra-
sil, as helmintosporioses sao as mais importantes. Es-
tas doengas sdo causadas por um complexo de fungos,
dos quais se destacam Exserohilum turcicum (Pass.)
K.J. Leonard & Suggs [fase sexuada Setosphaeria
turcica (Luttr.) K. J. & Leonard Suggs] e Bipolaris
maydis (Nisik. & Miyake) Shoemaker [fase sexuada
Cochliobolus heterostrophus (Drechsler) Drechsler].
O fungo E. turcicum é de ocorréncia mundial (Carson
& Van Dyre, 1994; Ogliari et al., 2005; Harlapur et al.,
2008) e destaca-se por causar mais de 40% de danos
em condi¢des ambientais favoraveis, principalmente
em cultivares suscetiveis (Ferguson & Carson, 2007;
Wang et al., 2010). Os sintomas da doenga sao lesdes
foliares necroéticas, de coloragdo palha, ou escuras com
bordas bem definidas, largas, alongadas e grandes (5
a 8 cm de comprimento, em média), e distribuicao ir-
regular na superficie da folha (Camargo et al., 2005).

Por outro lado, na mancha de Bipolaris, as le-
soes foliares possuem uma coloragao palha, de forma
retangular, limitada por nervuras, de comprimento
médio de 2,5 x 0,5 cm de largura (Camargo et al.,
2005). Segundo Reis et al. (2004), a mancha de Bipo-
laris ocorre no milho com diferentes intensidades em
fung@o do grau de resisténcia, do sistema de manejo

da lavoura e das condi¢des de clima durante o culti-

vo. Porém, como o milho-pipoca é menos resistente a
esta doenca, ela deve ser considerada de maior impor-
tancia para esse tipo de milho (Oliveira et al., 2004).
Visando a minimizar o dano causado por doen-
cas, varias medidas de controle sdo adotadas, dentre
as quais destaca-se o plantio de variedades resisten-
tes, que vem sendo uma das alternativas mais eficazes
no controle, uma vez que o seu uso nao gera custos
adicionais ao produtor, ndo causa impacto negativo
ao ambiente, sendo perfeitamente compativel com
outras alternativas de manejo. Entretanto, na cultura
do milho-pipoca, o uso de resisténcia genética, nota-
damente para B. maydis, ainda é escasso (Arnhold,
2008), carecendo de estudos de base para se iniciar
um programa de melhoramento. Para que ocorram
avancos no conhecimento sobre a resisténcia genética
a mancha de Bipolaris, ha necessidade de produgao
de inéculo e padronizagdo das inoculagdes, o que €
dificultado pela falta de informagdes sobre o cresci-
mento e a esporulacdo do fungo em meio de cultura,
etapa importante para a producgdo de indculo.
Segundo Cruz et al. (2009), conseguir isolados
esporulantes, ou mesmo padronizar condigdes ideais
para a esporulacdo de fungos fitopatogénicos, cons-
titui uma das principais dificuldades enfrentadas por
grupos de pesquisa que visam a identificacdo de culti-
vares resistentes. Neste contexto, este trabalho visou
a avaliar a influéncia de diferentes meios de cultura
sobre o crescimento micelial, a esporulagao infectivi-

dade do in6culo conidial de B. maydis.

Material e Métodos

Obtencao do isolado

Folhas de milho-pipoca com sintomas tipicos
de mancha de Bipolaris foram coletadas na Escola

Técnica Estadual Agricola Antonio Sarlo e conduzi-
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das ao Laboratorio de Entomologia e Fitopatologia
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Dar-
cy Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes, RJ,
onde se procederam, a partir de um isolado, a identifi-
cacdo e ao posterior isolamento monospdrico do fun-
go. Para a obtenc¢do da cultura pura, foram realizados
o isolamento em meio de cultura BDA e a incubagéo
a temperatura de 25 °C e com fotoperiodo de 12 h.

Logo apds, foi realizado o isolamento mo-
nosporico com o intuito de se purificar o isolado. As
culturas monosporicas obtidas de um unico isolado
foram armazenadas em tubos de ensaio com meio de
BDA em refrigerador (10 °C).

Experimento de laboratério

O experimento foi conduzido em blocos casua-
lizados com quatro repetigdes, sendo que cada unida-
de experimental foi composta por uma placa contendo
um determinado meio e um disco do fungo de 1 cm
de diametro de cultura. Os meios de cultura testados
foram: Batata Dextrose Agar (BDA) (extrato de 200
g de batata, 20 g de dextrose, 20 g de 4gar e 1.000 mL
de 4gua destilada), Lactose Caseina Hidrolisada Agar
(LCA) (37,5 g de lactose, 3 g de caseina hidrolisada,
1 gde KH,PO,, 0,5 g de MgSO,, 17 g de agar e 1.000
mL de 4gua), Folha de Milho Agar (FMA) (30 g de
sacarose, 20 g de agar, 125 mL de agua com folha de
milho e 875 mL de agua destilada), Agua de Coco
Agar (ACA) (20 g de dextrose, 20 g de agar e 1.000
mL de agua de coco), Arroz Polido Agar (APA) (20 g
de agar, 20 g de arroz ¢ 1.000 mL de agua destilada),
Meio de Bean Agar (MBA) (20 g de feijdo triturado,
15 g de agar e 1.000 mL de agua destilada). Depois de
instalado o experimento, as placas foram incubadas
em BOD na temperatura de 25 °C, onde permanece-
ram até a avaliagdo. O experimento foi repetido nas

mesmas condicdes anteriores.

Apo6s 10 dias de cultivo, foi realizada a ca-
racterizacdo da colonia do fungo nos diferentes
meios. A caracterizagdo constituiu das avaliagdes
das coloragdes do verso e do reverso da coldnia,
do aspecto da cultura (se aéreo ou superficial), da
presenca ou da auséncia de halo e da borda regular
ou irregular. Também se avaliaram o crescimento
micelial e a esporulagio.

A avaliacdo do crescimento micelial consistiu
da medicdo do didmetro da colonia (mm) em dois
sentidos ortogonais, com auxilio de régua milimétri-
ca. Para verificacdo da capacidade de esporulagao,
foi obtida uma suspensao de esporos, adicionando-
se 10 mL de agua destilada esterilizada em cada pla-
ca. Uma aliquota de 10 pL foi retirada para conta-
gem dos esporos em camara de Neubauer. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e, quando
constatado efeito significativo, efetuou-se o teste
de média Scott-Knott utilizando o programa Genes
(Cruz, 2013).

Experimento em casa de vegetacido

Instalou-se experimento visando avaliar a in-
fectividade do inoculo conidial de um isolado, pro-
duzido em diferentes meios de cultura. Foi utilizada
a linhagem suscetivel Beija-flor. O experimento foi
conduzido em condic¢des de telado, seguindo o deli-
neamento experimental de blocos casualizados com
trés repeticdes, em que a unidade experimental cons-
tituiu de um vaso com uma planta. Este experimento
foi repetido uma vez.

A inoculagdo das plantas foi realizada quando
estas apresentaram de quatro a seis folhas totalmente
expandidas, em torno da quarta semana apds a emer-
géncia. As plantas foram inoculadas com 10 mL de uma
suspensdo de 10* conidios/mL utilizando-se um atomi-

zador manual. Essas plantas foram mantidas por mais
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24 h em camara umida. Apos 24 h, as plantas foram ex-
postas as condi¢des normais do telado. As testemunhas
constituiram de plantas ndo inoculadas e de plantas
pulverizadas apenas com agua destilada-esterilizada.

As avaliagdes foram realizadas no sétimo dia
apos a inoculagdo, observando-se individualmente os
sintomas da doenga, caracterizando-se o ntimero, o for-
mato e o tamanho da lesdo, além da incidéncia de fo-
lhas com sintomas, que era constituida pelo nimero de
folhas lesionadas. Os dados foram submetidos as anali-
ses de variancias conjunta e individual e, quando cons-
tatado efeito significativo, efetuou-se o teste de média

Scott-Knottutilizando o programa Genes (Cruz, 2013).

Resultados e Discussao

Pela avaliacdo das coloragoes da frente e do
verso da colonia, pode-se inferir que o meio em que
o fungo foi cultivado interferiu no aspecto da colonia
(Tabela 1). Observou-se coeréncia entre os caracte-
res avaliados no primeiro e no segundo experimentos
para os meios BDA e MBA. Nestes meios, as cold-
nias apresentaram a mesma colorac@o na frente e no
verso das placas, com micélio aéreo, sem halos e com
bordas irregulares (Tabela 1). Para o meio ACA, a
coldnia do fungo apresentou a mesma coloragdo nos
dois experimentos (cinza claro — frente, marrom claro
— verso), borda irregular e auséncia de halo; no en-
tanto, a colonia expressou diferenga no seu aspecto,
apresentando micélio superficial (primeiro ensaio) e
aéreo (segundo ensaio). Para os demais meios, ob-
servaram-se variagdes tanto para a coloracao, quanto
para os demais caracteres avaliados entre os dois en-
saios (Tabela 1). Dias Neto et al. (2008) observaram
grande variagdo entre as caracteristicas culturais das
coldnias fungicas de Pyricularia grisea Sacc. quando

avaliando diferentes meios de cultura. Fato semelhan-

te foi observado por Mafacioli et al. (2006) para a es-
pécie Colletotrichum. gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc. em isolados de cacaueiro, de mangueira, de
cajueiro, de morangueiro e de pupunheira.

Nas avaliacdes de crescimento micelial e de
esporulagdo, ndo se observou efeito significativo da
interagdo entre meio versus experimento. Por este
motivo, os resultados sdo apresentados com base na
média dos dois experimentos. Para as duas variaveis
em estudo, ou seja, crescimento micelial e esporula-
¢do, houve diferenca significativa dos meios testados,
sendo que APA, LCA e FMA foram os que mais favo-
receram o crescimento micelial (Tabela 2). Por outro
lado, os meios BDA ¢ MBA foram os que proporcio-
naram as maiores médias de esporulagdo (Tabela 2).
Foi observado também que o meio APA proporcionou
maior velocidade de crescimento micelial, diferindo
estatisticamente dos demais meios. Resultado seme-
lhante foi observado por Pulz e Massola Junior (2009)
ao avaliarem isolados de Alternaria dauci (J.G. Kuhn)
J.W. Groves & Skolko e Alternaria solani Sorauer.

Por conseguinte, conclui-se que os meios APA,
LCA e FMA, embora tenham proporcionado um
maior crescimento micelial, ndo foram eficientes para
a producgdo de conidios, o que os descredencia para
utilizagdo em testes de inoculagdo, uma vez que a
produgdo do indculo sera dificultada pela falta de co-
nidios. Sabe-se que a composi¢cdo do meio de cultura,
a temperatura ¢ a luminosidade determinam a quan-
tidade e a qualidade do crescimento micelial, bem
como a esporulacdo dos fitopatdgenos (Dhingra &
Sinclair, 1995). Nozaki et al. (2004) afirmam que nem
sempre as condi¢des que favorecem o crescimento
sd0 as mesmas para esporulagdo, pois a luz exerce
efeito direto sobre o fungo, induzindo ou inibindo a
formagdo de estruturas reprodutivas. Segundo esses

autores, alguns meios de cultura sdo mais favoraveis
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Tabela 1. Caracterizacdo morfologica do isolado de Bipolaris maydis em diferentes meios de cultura: Batata
Dextrose Agar (BDA), Feijao Agar (MBA), Agua de Coco Agar (ACA), Lactose Caseina Agar (LCA), Folha
de Milho Agar (FMA) e Arroz Polido Agar (APA).

Primeiro Ensaio

Meio Coloracao AC Halo Borda
Frente Verso
BDA Preta Preta Aéreo Ausente Irregular
MBA Cinza Escura Preta Aéreo Ausente Irregular
ACA Cinza Clara Marrom Clara Superficial Ausente Irregular
LCA Cinza Clara Cinza Escura Aéreo Ausente Irregular
FMA Cinza Escura Cinza Escura Aéreo Presente Irregular
APA Cinza Escura Preta Superficial Presente Irregular
Segundo Ensaio
Meio Coloracao AC Halo Borda
Frente Verso
BDA Preta Preta Aéreo Ausente Irregular
MBA Cinza Escura Preta Aéreo Ausente Irregular
ACA Cinza Clara Marrom Clara Aéreo Ausente Irregular
LCA Cinza Clara Cinza Clara Aéreo Ausente Irregular
FMA Verde Musgo Verde Musgo Superficial Ausente Irregular
APA Cinza Clara Verde Musgo Superficial Presente Irregular

Tabela 2: Média do crescimento micelial (cm) e esporulagdo (10* conidios por mL) do isolado de Bipolaris
maydis em diferentes meios de cultura: Batata Dextrose Agar (BDA), Feijao Agar (MBA), Agua de Coco Agar
(ACA), Lactose Caseina Agar (LCA), Folha de Milho Agar (FMA) e Arroz Polido Agar (APA).

Meio de cultura Crescimento Micelial (cm) Esporulacao
(10* conidios por mL)
ACA 2,88 C 0,25 B
APA 6,28 A 3,63 B
BDA 2,32 C 825 A
FMA 4,48 B 3,75 B
LCA 4,80 B 3,13 B
MBA 3,47 C 7,13 A

Para uma mesma caracteristica, médias seguidas pelas mesmas letras constituem grupo estatisticamente homogéneo.

para a esporulagdo de fungos que outros, por apre-
sentarem carboidratos complexos que sdo menos ade-
quados para a producao de hifas vegetativas; porém,
mais adequados a producao de esporos. Concordando
com o afirmado por Nozaki et al. (2004), neste tra-

balho observou-se que os meios que favoreceram o

crescimento micelial ndo foram os mesmos que favo-
receram a esporulacao.

Segundo Cruz et al. (2009), um dos principais
desafios quando se trabalha com resisténcia genética
de plantas esta em estabelecer as condigdes ideais de

cultivo e se pré-selecionar isolados esporulantes. O
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meio MBA foi o mais adequado a produgao de coni-
dios. Ademais, este meio ndo utiliza glicose, confe-
rindo uma vantagem adicional na comparagdo com o
meio BDA. Sendo a viruléncia fortemente dependen-
te das condigdes nutricionais, Shah et al. (2005) re-
latam que, em geral, os conidios que sdo produzidos
em meios que apresentam maior producao nao sao os
mais eficazes em causar viruléncia, tornando-se im-
portante a realizagcdo de avaliagdes que evidenciem a
capacidade dos conidios produzidos.

No trabalho conduzido em casa de vegetagao,

observou-se que todos os meios testados produziram

conidios infectivos capazes de causar sintomas (Figu-
ra 1). Observou-se também que, tanto para o nimero
de lesdes por folha quanto para incidéncia de folhas
com sinais do patdgeno, houve efeito significativo da
interacdo meio de cultura versus experimento. Por-
tanto, foram conduzidas analises separadas para os
dois ensaios. As condigdes ambientais nao foram dis-
crepantes entre os dois experimentos, haja vista que o
tempo entre a conclusdo de um e o inicio do outro foi
de aproximadamente um més.

Para o numero de lesdes por folha, observou-se

que os conidios crescidos em meio MBA, no primeiro

Figura 1. Sintomas de mancha de Bipolaris em folhas inoculadas com conidios produzidos em meio de MBA,
LCA, BDA,ACA, FMA e APA ¢ auséncia de lesdes nas folhas pulverizadas com agua (A) e ndo inoculadas (B).
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ensaio, causaram a maior quantidade de lesdes, em
média 34 (Tabela 3). Além deste, observou-se tam-
bém um grande niimero de lesdes para os meios BDA,
FMA e LCA, superiores aos obtidos nos meios ACA
e APA; portanto, estes meios que proporcionaram o
desenvolvimento de conidios mais infectivos podem,
por conseguinte, ser considerados como adequados
para o desenvolvimento deste fungo. Nos dois expe-
rimentos, ndo foram observados sintomas nas teste-
munhas (sem inocula¢do e pulverizando-se apenas
agua), ratificando, assim, que as lesdes apresentadas
na planta foram provenientes das inoculagdes dos co-
nidios. As maiores médias de lesdes foram observa-
das em plantas inoculadas com conidios produzidos
nos meios MBA e BDA, ratificando sua superioridade
(Tabela 3).

Considerando a incidéncia de folhas com le-
sOes, observou-se no primeiro ensaio que o meio

FMA apresentou a maior incidéncia de folhas com

sintomas, em média 47%; entretanto, este meio nao
diferiu significativamente dos meios MBA, LCA,
APA e BDA e, embora tenham apresentado menores
valores para incidéncia de folhas com lesdes, nao
foram separados em grupos distintos. As folhas ino-
culadas com conidios crescidos em meio ACA nao
apresentaram sintomas da doenga, o que ocasionou
a separagdo desse meio dos demais; isto porque pro-
vavelmente os conidios produzidos foram menos
infectivos e, consequentemente, menos virulentos,
o que resultou em folhas assintomaticas. Porém,
no segundo ensaio, as plantas inoculadas com co-
nidios produzidos nos meios ACA, MBA e BDA
apresentaram maior numero de folhas com sintomas
da doenca, diferindo significativamente dos outros
meios, bem como das testemunhas. Ressalta-se que
os meios MBA e BDA ja haviam se destacado para
as demais caracteristicas, confirmando a superiori-

dade de ambos.

Tabela 3. Média da incidéncia de folhas com sintomas da doenga e do nimero de lesdes de Bipolaris maydis

em plantas inoculados com conidios produzidos em diferentes meios de cultura Batata Dextrose Agar (BDA),
Feijao Agar (MBA), Agua de Coco Agar (ACA), Lactose Caseina Agar (LCA), Folha de Milho Agar (FMA)
e Arroz Polido Agar (APA). Inoculadas com Agua (A) e ndo inoculadas (B).

Nimero de Lesbes por folha

Incidéncia de folhas que apresentaram sintomas

Melo Primeiro Ensaio Segundo Ensaio Primeiro Ensaio Segundo Ensaio
ACA 0.0 A ¢ 2.8 A a 0.0 B b 17.6 A a
APA 9.0 A c 3.0 A a 330 A a 7.2 B b
BDA 136 A b 7.6 A a 267 A a 13.0 A a
FMA 216 A b 0.0 B a 475 A a 0.0 B b
LCA 183 A b 2.8 B a 417 A a 5.0 B b
MBA 345 A a 135 B a 447 A a 19.7 B a
A 0.0 A c 0.0 A a 0.0 A b 0.0 A b
B 0.0 A ¢ 0.0 A a 0.0 A b 0.0 A b

Para uma mesma caracteristica, médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente ho-

mogéneo ¢ médias seguidas pelas mesmas letras minusculas; e, na vertical, constituem grupo estatisticamente homogéneo.
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Conclusao

Os meios MBA e BDA sao indicados para
produgdo de indculo de B. maydis, pois favoreceram
a maior producdo de conidios. Plantas inoculadas
com conidios produzidos nestes meios apresentaram
maiores numeros de lesdes e incidéncia de folhas sin-

tomaticas.
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