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ESPORULACAO DE Diplodia maydis E Diplodia macrospora EM DIFERENTES
MEIOS DE CULTURA

SPORULATION OF Diplodia maydis AND Diplodia macrospora IN DIFFERENT
CULTURE MEDIA

Adriana Rodrigues da SILVA'; Fernando Cezar JULIATT?

RESUMO: Dentre os patogenos que atacam as espigas de milho causando podriddes, Diplodia maydis e D.
macrospora sdo os mais destrutivos, causando redugdes na produtividade e na qualidade de grdos. A esporulagio
destas espécies foi avaliada nos meios de cultura farinha de aveia-agar (FAA), farinha de milho-agar (FMA), creme
de milho-agar, milho+estigma-agar, espiga de milho-agar, V-8, FAA+vitamina, FMA+vitamina, creme de milho+vitamina,
milho+estigma+vitamina, espiga de milho+vitamina, V-8+vitamina, grios de sorgo, trigo e milho. Os meios foram
incubados em temperatura de 26°C + 2 com fotoperiodo de 12 h. A esporulacéo foi avaliada no 20° dia de incubag@o.
Para Diplodia maydis, os meios grao de sorgo e FAA+vitamina proporcionaram a melhor esporulag@o, com produgéo
de 2,6 x 10° e 2,3 x 10°esporos mL"', respectivamente. Para Diplodia macrospora, FMA e FAA, com produgéo de

1,3 x 10° e 1,2 x 10° esporos mL!, respectivamente, foram os melhores.

UNITERMOS: Zea mays; Stenocarpella maydis; S. macrospora; Reprodugdo; Indculo; Picnidiosporos.

INTRODUCAO

As podriddes brancas das espigas de milho (Zea
mays L.) sdo causadas pelos fungos Diplodia maydis
(Berk) Sacc. [= D. zea (Schw.) Lev.] e D. macrospora
Earle. O género Diplodia pertence a classe
Deuteromycetes (Coelomycetes), Ordem
Sphaeropsidales e Familia Sphaeropsidaceae (PINTO;
FERNANDES; OLIVEIRA, 1997).

Estes fungos tém recebido muita atengdo dos
pesquisadores nos tltimos anos devido ao aumento da
area plantada com lavouras de milho altamente
tecnificadas (MARIO, 1998) e por serem considerados
responsaveis pela redu¢do da produtividade e qualidade
de grios, afetando diretamente o rendimento da cultura
(BIZZETTO, 1999; BIZZETTO; HOMECHIN; SILVA,
2000a; CASA, 1997; LUZ, 1995; MARIO, 1998).

A incidéncia destes fungos nos graos normalmente
ocorre pela infec¢do natural da espiga no campo,
favorecida por clima imido e quente na fase de polinizag@o,
mau empalhamento e danos externos causados por insetos
servem de porta de entrada para o patdgeno (AGRIOS,

1997; PEREIRA, 2002; SHURTLEFF, 1992). Segundo
Agrios (1997), as podriddes da espiga e de grios sdo
favorecidas por falta de agua no comego do
desenvolvimento da planta e chuvas préximo ou em
seguida a antese. Pode-se somar a isso alta populagéo
de plantas, alto teor de nitrogénio e baixo teor de potassio
na planta e precocidade de hibridos.

A resisténcia genética oferece maior vantagem
no manejo de podriddes de espigas causadas por
Diplodia. As empresas produtoras de sementes
melhoradas testam centenas e até milhares de gendtipos
ao mesmo tempo. As diferengas nos niveis de infec¢do
em diferentes locais e anos estdo diretamente
relacionadas com a metodologia usada para a inoculagéo
e, principalmente, entre a quantidade de indculo utilizado.
A selegdo para linhas resistentes requer um método seguro
de inoculagdo, com a produgdo de infeccdo consistente
entre anos e dentro de linhas, e sobretudo, simulando a
ocorréncia natural da doenga. A técnica tem que ser
exeqiiivel, devido ao grande niimero de plantas a serem
inoculadas num curto espago de tempo (KLAPPROTH;
HAWK, 1991).
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Em teste preliminar Silva (2004) avaliou diferentes
meios de cultura para Diplodia maydis e D. macrospora,
incubados a 20°C £ 2 na camara de crescimento e em
diferentes fotoperiodos. Apds 90 dias de incubagdo, os
fungos ndo haviam formado picnidios em nenhuma das
combinacgdes: diferentes meios e fotoperiodos. Esta
observag@o confirmou a necessidade de temperaturas
elevadas para a esporulaco destes fungos em laboratorio,
conforme relatos de Correa (1978), Bizzetto, Homechin
e Silva (2000b), Mario (1998) e Ullstrup (1949).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as duas
espécies de Diplodia de ocorréncia natural nos Cerrados
em diferentes meios de cultura, em laboratdrio, para a
obtengdo de esporos viaveis e em quantidade.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Fitopatologia do Instituto de Ciéncias Agrarias - ICIAG,
da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia-MG.

Isolados de Diplodia maydis e D. macrospora
foram provenientes de espigas de milho coletadas em
Itumbiara-GO, em abril de 2002, na Esta¢do Experimental
de Pesquisa da Empresa de Sementes Pioneer Ltda.
Esporos viaveis retirados de picnidios formados sobre os
grdos contaminados foram isolados em BDA acidificado
e incubados em camara de crescimento a 20°C £ 2, com
fotoperiodo de 12 h, por 7 dias.

Os meios de cultura testados foram: diferentes
graos colocados separadamente em placas de Petri (milho,
sorgo e trigo), farinha de aveia-agar (FAA),
FAA+vitamina (1 mL por litro de meio do complexo
vitaminico Nutri-Ped® Poliminerais + associagdes),
farinha de milho-agar (FMA), FMA+vitamina, creme de
milho-agar, creme de milho-agar+vitamina,
milho+estigma-agar, milho+estigma-agar+vitamina, espiga
de milho-agar, espiga de milho-agar+vitamina, V-8 e V-
8+vitamina.

Os graos foram embebidos em agua destilada
esterilizada por 12 h e depois autoclavados (20 min a
120°C) por 2 dias consecutivos.

Os meios creme de milho-agar (200g de graos de
milho verde), milho+estigma-agar (200g de graos de milho
verde, 100g de estigmas frescos) e espiga de milho-agar
(200g de graos de milho verde, 100g de estigmas frescos,
30g de palha fresca) foram batidos em liquidificador, por
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3 min, peneirados e cozidos em banho-maria por 20 min.
Apds o cozimento, foram acrescidos 20g de agar e 20g
de sacarose por litro de meio de cultura.

O meio com V-8 foi feito usando uma lata de
suco V-8 (Campbell Co). O conteudo da lata foi vertido
num baldo volumétrico com capacidade para 1 litro.
Completou-se, entdo, o volume do baldo com agua
destilada e esterilizada e acrescentou-se 20g de agar e
20g de sacarose por litro de meio. Os meios foram entéo
esterilizados em autoclave por 20 min a 120°C. Apos a
esterilizagdo, corrigiu-se o pH para 5,5. Os meios foram
entdo vertidos em placas de Petri. A adicdo da vitamina
ocorreu apos a esterilizagdo dos meios em autoclave, com
temperatura de aproximadamente 50°C.

A espécie avaliada, D. maydis ou D. macrospora,
individualmente, foi repicada para placas de Petri contendo
os diferentes meios de cultura. Cada placa recebeu 1
disco de BDA de 6 mm de diametro colonizado com
micélio ativo do fungo. As placas contendo os diferentes
meios de cultura foram incubadas em fotoperiodo de 12
h e a26°C £ 2 na camara de crescimento.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢gdes. Cada unidade
experimental foi composta por uma placa de Petri
contendo a combinag@o meio a ser avaliado e o fungo D.
maydis ou D. macrospora.

A esporulagdo de D. maydis e D. macrospora,
nos diferentes meios de cultura, foi avaliada no 20° dia de
incubagdo. Cada placa de Petri, individualmente, foi
triturada em liquidificador por 3 min com 150 mL de agua
destilada e esterilizada. A suspensdo resultante da
filtragem foi utilizada para determinar a concentragéo de
esporos (picnidiosporos mL™"), através de quatro leituras
em camara de Neubauer.

RESULTADOS

Os esporos de Diplodia maydis apresentaram 1
septo e mediram 15-37,5 pm x 5 - 6,25 pm , enquanto os
de Diplodia macrospora apresentaram 0, 1 ou 2 septos
e mediram 42,5 - 82,5 pm x 6,25 - 12,5 pm.

Foram observadas diferengas significativas entre
os meios de cultura avaliados para as duas espécies de
Diplodia. A produgdo de esporos dos fungos Diplodia
maydis e D. macrospora, em laboratdrio, é apresentada
na Tabela 1.
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Tabela 1. Numero de esporos de Diplodia maydis e D. macrospora nos diferentes meios de cultura, apos 20 dias
de incubagdo em camara de crescimento a 26°C. UFU, Uberlandia-MG, 2004.

Diplodia maydis

Diplodia macrospora

MEIO DE CULTURA Esporos/mL MEIO DE CULTURA Esporos/mL
Gréos de sorgo 2,6x10% a™ FMA 1,3x10°" a™
FAA+vitamina 2,3x10% FAA 1,2x10%a
FAA 1,4x10°b Espiga de milho+vitamina 2,3x10°b
FMA+vitamina 8,5x10°¢ Espiga de milho 2,1x10°be
Graos de trigo 5,0x10°cd Creme de milho+ vitamina 1,9x10° bed
V8+vitamina 2.4x10°de Milho+estigma+ vitamina 1,4x10° bede
Espiga de milhotvitamina 1,6x10° ef Creme de milho 1,3x10° bede
Creme de milho+vitamina 1,4x10° ef Graos de milho 1,1x10° cdef
V8 1,0x10% ef FAA+ vitamina 1,0x10° def
Espiga de milho 8,7x10* ef Graos de trigo 8,5x10% efg
Creme de milho 7,2x10% ef Milho+estigma 7,2x10% efg
Milho+estigma 4,5x10%*ef V8+ vitamina 5,2x10% efg
Milho+estigma-+vitamina 3,5x10*f V8 3.2x10* fg
FMA 1,5x10*f FMA+ vitamina 1,5x10*g
Graos de milho 1,0x10*f Graos de sorgo 1,0x10*g

"Dados originais. Para andlise estatistica os dados foram transformados em ~/x +10 -
" Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

DISCUSSAO

Os esporos de Diplodia maydis apresentaram
somente um septo transversal. A presenca de duas células
¢ uma caracteristica marcante desta espécie, mas, de
acordo com Pereira (2002) e Sutton (1980) o niimero de
septos pode variar de 0 a 2 em Diplodia maydis e de 0 a
3 em Diplodia macrospora. As dimensdes dos esporos
das duas espécies mostram que, os de Diplodia
macrospora podem ter até trés vezes o comprimento do
esporo de D. maydis. A largura dos esporos varia menos
devido ao seu formato fusiforme. Portanto, a medida dos
isolados avaliados ndo apresentam variagdo significativa
em relagdo ao relatado por Marasas e Van Der
Westhuizen (1979), Mario (1998) e Pereira (2002).

O meio de graos de sorgo e o FAA+vitamina
proporcionaram a melhor produg¢do de esporos para
Diplodia maydis, com produgdo de 2,6 x 10°e 2,3 x 10°
esporos mL™!, respectivamente, diferindo estatisticamente
de todos os outros meios. O meio de grdos de milho
proporcionou a menor produgdo, que foi de 1,0 x 10*
esporos mL™".

Os meios de FMA e FAA proporcionaram a
melhor produgédo de esporos para D. macrospora, com
1,3 x 10° e 1,2 x 10° esporos mL"', respectivamente,
diferindo estatisticamente de todos os outros meios.

O meio de grios de sorgo e o FMA+vitamina

apresentaram as menores esporulagdes para Diplodia
macrospora, com 1,0 x 10* e 1,5 x 10* esporos mL"',
respectivamente. Nota-se que, as melhores médias de
esporulacdo de Diplodia macrospora estdo bem abaixo
das melhores médias de Diplodia maydis, em laboratorio.
Isto enfatiza a dificuldade em se trabalhar com Diplodia
macrospora, conforme ja observado por Johann (1935),
Mario (1998) e Morant, Waren e Von Qualen (1993).

Além das evidentes diferengas na quantidade de
esporos produzidos pelas espécies estudadas, observa-
se que ha uma interagdo entre o meio de cultura e o fungo.
Apesar da ocorréncia natural e simultdnea das duas
espécies de Diplodia nas regides cultivadas com milho,
D. macrospora apresentou produgdo de esporos muito
inferior aquela de D. maydis. Em ambiente das Regides
de Cerrado e do Rio Grande do Sul, D. macrospora
apresenta infestacdo maior que a de D. maydis
(informacéo verbal'; MARIO, 1998).

CONCLUSOES

1. O meio de cultura de graos de sorgo e o de farinha de
aveia-agar+vitamina proporcionaram a melhor
esporulagdo para Diplodia maydis.

2. Para Diplodia macrospora, os meios de cultura
farinha de milho-agar e farinha de aveia-agar
proporcionaram a melhor esporulagéo.
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ABSTRACT: Among the pathogens that produce ear rot, Diplodia maydis and D. macrospora are the
most destructives. They are responsible for the reduction of both yield and quality of grains. The sporulation of both
species was evaluated in the following culture media: agar oat flour (AOF), agar corn meal (ACM), agar corn cream,
agar corn + silk, agar corn ear, v-8, AOF + vitamin, ACM + vitamin, corn cream + vitamin, corn + silk + vitamin, corn
ear + vitamin, v-8 + vitamin, grains of sorghum, wheat and corn. At 26°C ( 2) in a photoperiod of 12 hours. The
sporulation was evaluated on the 20* day of incubation. For D. maydis, the media sorghum grains and AOF + vitamin
yielded the best sporulation, with production of 2.6 x 10° and 2.3 x 10°spores mL", respectively. For D. macrospora,
ACM and AOF, with production of 1.3 x 10°and 1.2 x 10° spores mL", respectively, were the best media.

UNITERMS: Zea mays, Stenocarpella maydis; S. macrospora; Reproduction; Inoculum; Picnidiospores.
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