FONTES DE RESISTENCIA DE HELMINTOSPORIOSE EM MILHO'

DULCE REGINA NUNES WARWICK® e HERMANN WARREN'

RESUMQ - Foram estudados diferentes tipos de resisténcia aoc Helminthosporium turcicum
Pass, em milho. Cultivares de milho com resisténcia monogénica, poligénica e resisténcia in-
completa (HTN), a linhagem Mayorbella e cultivares susceptiveis a helmintosporicse foram
comparadas sob condi¢des de campo e em ambiente controlado, apés inoculagdo com H, turci-
cum. Esses estudos compreenderam a comparacio entre tamanhos de lesbes, niimero de lesdes
por folha, desenvolvimento da lesfio e formagao de conidios nos diferentes hospedeiros. A rea-
¢éio do hospedeiro ao patégenoe no campo e no ambiente controlado nio foi a mesma. A resistén-
cia poligénica fot efetiva no campo, com plantas adultas, porém nio nas plintulas. A linha-
gem Mayorbella foi susceptivel no estadio de pldntulas. A reacdio monogénica foi resistente em
ambos os ambientes. Existem outros tipos de resisténcia, como a hipersensivel HT: e aquela
presente na linhagem Mayorbella, que oferece um mecanismo de defesa eficiente, podendo ser -
usado também no combate A doenca. ' ‘

Termos para indexacdo: resisténcia monogénica, resisténcia poligénica, linhagem Mayor-
bella, helmintosporiose, resisténcia incompleta HTN.

SOURCES OF RESISTANCE TO CORN LEAF BLIGHT

ABSTRACT - Different types of resistance to Melminthosporium turcicum were investigated. Maize
inbreds with monogenic, polygenic, incomplete dominant gene for monogenic resistance (HTN),
Mayorbella (a resistant breeding line} as well as inbreds susceptible “northern corn leaf blight”
(N.C.L.B.) were compared under field conditions and cohtrolled environmental conditions after in-
oculation with H. turcicum. These studies included a comparison between lesion sizes, number of
lesions per leaf, time of lesion development and incidence of conidiation. The host reaction to the
pathogen in the field and in the controlled environment room was not the same. Polygenic resis-
tance was effective in the field with adult plants, but not in the seedling stage. Similarly, the resis-
tance breeding line Mayorbella was also susceptible in the seedling stage. Monogenic type of
reaction was resistant in both environments. There are other types of resistance; hypersensitive
type of reaction, HT: and the resistance present in the breeding line Mayorbelta which also can
provide an. effective resistance mechanism being useful disease control.

Iridex terms: moncgenic resistance, polygenic resistance, breeding line Mayorbella, northern corn

leaf blight, incomplet resistance HTN.

INTRODUGAO

A helmintosporiose, causada por Helminthospo-
rium turcicum Pass (Trichometosphaeria turcica Lu-
trell), é uma importante doenca fGngica e € encon-
trada na maioria das 4reas imidas onde se cultiva o
milho (Zea mays L.). :

O patégeno & composto de duas ragas fisiologicas
que sdo indistinguiveis em morfologia ou caracteris-
ticas de cultura (Berquist & Masias 1974). Essas ra-
¢cas, no entanto, diferem quanto & sua patogenicidade
{Berquist & Masias 1974). Araca 1 & altamente viru-
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lenta em milhos. susceptiveis, porém causa uma pe-
quena infecglio em milhos contendoogen H1'. Araca
2 ndo & tio virulenta quanto a raga 1, mas é virulenta
em milho que contém o gene HT,.

Sintomas tipicos da reacfio de susceptibilidade
consistem em lesdes longas e elipticas de 2,5a 15 cm
de comprimento, de cor marrom. Sob condi¢des fa-

" voréveis de umidade e temperatura, o patégeno pro-

duz muitos conidios.

O primeiro tipo de resisténcia encontrada a H. tur-
cicum foi poligénico, que causa um menor nimero de
lesdes & apresenta um pequenc decréscimo no tama-
nho da lesdo e na quantidade de esporulaciio (Patter-
son et al. 1963).

Hooker (1961) descreveu um tipo de resisténcia
condicionada por um gene dominante. A reagiio
dos gen6tipos com este tipo de resisténcia & caracteri-
zada por lesdes pequenas e necréticas rodeadas por
halos clordticos que t2m sua esporulagio inibida. A
resisténcia monogénica tem sido estudada extensi-
vamente, sendo designada HT; foi determinada asua
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localizagfio no eromossoma 2 (Patterson et al. 1963).

Num trabalho posterior, Hilu & Hooker (1963) des-
creveram a resiténcia HT em pléantulas. O nGmero e
otamanho das lesdes foi reduzido sensivelmente com
este tipo de resisténeia.

O primeiro relato de viruléncia de um biétipo de
Helminthosporium turcicum em plantas possuindo o
gene HT foi descrito por Berquist & Masias (1974) no
-Havai. . .

HTN, um outro importante gene para resisténcia a
H. Turcicum. derivou-se da variedade mexicana
Pepitila e foi descrita por Gevers (1975) na Rodésia.

Hilu & Hooker (1965) descreveram diferente tipo de
reacio apresentada pela cultivar B1138t. Esta resis-
téncia é caracterizada por pequenos pontos demons-
trando uma reagdo altamente incompativel entre o
patégeno e o hospedeiro. .

Recentemente, um terceiro importante gene foi
identificado por Hooker (1977) na cultivar australia-
na NN14, que possui dois genes para resisténcia ao
H. turcicum. Esses dois genes néio sao ligados, e 0 ge-
ne HT; condiciona um tipo de resisténcia em menor
escala que o gene HT'), mas quando os dois genes sfio
incorporados em plantas, eles proporcionam um
maior grau de resisténcia do que isoladamente.

Com o objetivo de comparar esses varios tipos de
resisténcia a H. furcicum, foram realizados experi-
mentos de campo e experimentos em salas com luz e
temperatura controladas, que serdo aqui relatados.

MATERIAL E METODOS

Para comparar o desenvolvimento da doenga no
campo € em outro ambiente onde a temperatura e a
luz pudessem ser controladas, foi feito um estudo do
processo de infecgdo nessas duas condigoes. Essas sa-
las s3o conhecidas como salas de ambiente controla-
do.

H. turcicum, isolado de folhas infectadas de mi-
lho, foi mantido em LCH (lactose e caseina hidroli-
zada) em foroperfodo de doze horas e temperatura de
22¢C. Suspensdes de esporus furam preparadas
usando-se culturas de duas semanas, com a concen-
tragio de 3 x 10° esporos/m! e com uma gota de
Tween 80 (dispersivo de esporos) para cada 100 =/
de suspensio.

Foram inoculadas as seguintes cultivares:

Cultivar Genealogia Origem
Wi A (WF9 x 187-2 Wis.
Tr Troyer Reid Ind.
Ho0 (Mo 21 Zx CII lad.
(uH 28 x OH 5! AD)
Ha4 (B37 x GE 44y HT HT Ind.
B1138t
AG32 HTN (MT 42 x Bi4) BL43
Pepitilla Minn., Méx.
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K64 HTN Pride of Salina

Pepitilly Kans., Méx.
W22 HTN 2nd cycle {25 x B10)

Pepitilla Wis., Méx.
NN14 A Austrilia
NNI4 B Austrilia
Mayorbella 8(x) 56 P. Rico

As plantas foram . inoculadas quando estavam com
cinco folhas, e, depois, incubadas por 16 horas em
cimara dmida. A seguir, foram colocadas em salas
de doze horas de foroperiodu, com intensidade de luz
baixa (9.600 lux) a 18 e 25°C, e ainda a 25°C, com in-
tensidade de luz alta (37.600 lux),

As plantas foram observadas diarimente no pe-
riocdo de duas semanas. Foram anotados o nimero,
o tamanho de lesdes por folha, e as caracteristicas da
pigmentagio das lesdes. Apds quinze dias de inocu-
lagdo, as folhas foram colocadas em cimaras dmi-
das para acelerar a formagio de conidios.

Apbs o espago de trés a sete dias em cimara Gmi-

da, foi feita a contagem de esporos na irea-base de
1 mm®.

Testes de campo

Para determinar a reacio de cultivares de milho ao
H. twreicum sub condigbes de campo, foram planta-
das as seguintes cultivares:

Cultivar Genealogia Origem
AG19 (A171 x OH43) OH43 Minn.
AB32 (Mrd2 x B14) B143 Minn.
AGI2 HTN {Mt42 x B14) B143. Pepitilla  Minn., Méx.
B4 (Cuzco x B14% lowa
H84 (B3? x GE440) TH HT Ind.
NNi4 Austrilia
H95 {OHh43 x C190A) Ind.
W64 A {WF? x 187-2) Wis.
W64 A x NN14 ‘ Wis., Austrilia
HG0 (Mo2lA x CI 1)

{OH28 x OH 51 A) Ind.
Mayorbells Mayorbella P. Rico

As planeas foram inoculadas com quarenta dias
de idade. Como indculo foi usada uma suspensio de
conidios na concentragio de, aproximadamente,
50.000 esporos/m/. Cada planta recebeu 3m/ de sus-
pensio,

Também realizaram-se inoculagdes a partir de
fulhas secas infectadas e moidas. O processo utiliza-
do foi 0 de Robert & Findley Junior (1952), por ser
um método simples e pratico.

As observagbes foram realizadas a cada dois dias,
e no fim do ciclo da planta, somente uma vez por
semana.

Escolheram-se, av acaso, trés plantas de cada cul-
tivar para os estudos. Todas as lesdes foram conea-
das € medidas. A avaliagio dos-resultadus foi expres-
sa em: nimero de lesdes em cada folha, aumento do
tamanho da’ lesio, esporulagio em condigio de
campo e/ow sob condighes de cimara Omida, e ain-



FONTES DE RESISTENCIA DE HELMINTOSPORIOSE

da a ocorréncia de lesdes secundirias, Foram anota-
das as temperaturas didrias, a precipitagio e a umi-
dade relativa, e relacionadas ac desenvolvimento do
processo de infecgio.

Esses experimentos foram conduzidos durante os
verdes de 1976 e 1977 e os mérodos usados foram os
mesmos em ambas ocasides.

- Processo de infec¢do sob condigbes de ambienta
controlado

Os sintomas da doenga manifestaram-se no espa-
co de dois a trés dias ap6s inoculagio, sob condi-
gbes de ambiente controlado, Observaram-se inicial-
mente, nos .tecidos lesionados da folha da planta
inoculada, pequenas pontuagdes de cor marrom-
-clara, simultaneamente em folhas susceptiveis
assim como nas resistentes. Essas pontuagbes per-
maneceram inalteradas por nove dias 4 temperatura
de 25°C, e por onze dias & temperatura de 18°C, Os
parfmetros utilizados foram os seguintes:

a O tamanho médio das lesBes mostrou clara-
mente a direnga entre as- cultivares. Aquelas
susceptiveis, como resisténcia poligénica, e a li-
nhagem Mayorbella mostraram as maiores le-
sdes, com o tamanho médio variando de 110 a
160 mm® (Tabela 1). As lesdes das cultivares
com resisténcia monogénica, representadas
pelas cultivares H84 e NNI14 apresentaram ta-
manho médio das lesdes de 75 mm’.

As cultivares B1138c ¢ W22 HTN apresentaram
uma reagio de hipergensibilidade, caracterizada por
pontuagbes de 2 mm® de ramanho, enquanto que a
cultivar K64 apresentou- dois tipos de rea¢les: pe-
quenas pontuagbes e lesdes do ripo susceptivel,

O desenvolvimento do tamanho da lesio fei me-
dido diariamente, para obter um padrio do de-
senvolvimento da doenga,

A medida da lesio foi tomada sempre no sentido
longitudinal, que corresponde ao da maior dimen-
sdo. Em cultivares susceptiveis, as lesdes mediam de

TABELA 1. Tipo de

reacio ¢ tamanho médio* das
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30 a 45 mm de comprimento, quatorze dias depois
da inoculagio. A mais &bvia diferenga entre os pro-
cessos de infec¢io nas temperaturas de 18°C e 25°C
foi o aparecimento de sintomnas com dois dias de an-
tecedéncia em plantas que estavam a 23°C,

A formacio de lesdes pa culuvar HOO foi retarda-
da, especialmente a 18°C. As lesdes apareceram so-
mente quatorze dias apds a inoculagio. Este retar-
damento € considerado como um tipo de resisténcia,

QO tamanho das lesDes nas cultivares AG32 HTN,
NN14 e H84 nio aumentou durante o experimento.
Também, nio houve progresso na reagdo de hiper-
sensibilidade das cultivares B1138t, W22 HTN e
K64 HTN.

b. A auséncia da formacdo de conidios do H. tur-
cicum € uma importante indicagio de resistén-
cia. Duas semanas apds a inoculagio, foram re-
tiradas amostras de area infectadas das folhas
de cada cultivar e colocadas em cimara imida
em temperatura ambiente. A produgio de co-
nidios na 4rea de 1 mm"” foi contada com trés €

- sete dias de incubagio (Tabela 2).

Nas lestes das cultivares B1138t e W22 HTN, nio
houve a formagio de esporos, e nas cultivares H84
HG0, A632 HTN, foi retardada. As lesdes de HGO
apresentaram uma abundante esporulagio, mas os
esporos formaram-se sete dias apds incubagio, com
mais demora que as reagbes susceptiveis das culti-
vares WG4A, ’gr ¢ A632 que esporularam apds trés
dias em cimara dmida (Tabela 2).

Processo de infecgo sob condices de campo

Duas semanas apds a inoculagio, foram observa-
das lesBes com coloragio verde-escura nas cultivares
susceptiveis e, simultaneameate, pequenas lesdes
clordticas com halos amarelados foram observadas
em cultivares resistentes. ' -

Nas cultivares susceptiveis, as lesbes aumentaram
rapidamente em tamanho, ¢ houve abundante for-

les@es em  cultivares, hihridos e linhagens de milho,

quatorze dias apds a inoculagio com H. turcicum em ambiente contralade a 18°C.

Cultivar Tipo de reacdo Tamanho médio da lesfo em mm’
WE4A Lesdes necroticas 160

Tr Lesdes necrdticas 120

H60 Pequenas lesdes 8

Ha4 Lesbes clordticas 75
B1138t Pequenas pontuacdes 2

K64 HTN Pequenas pontuacbes e lesbes 2 e 130
W22 HTN Pequenas pontuacdes 2

AB32 HTN Lesbes necriticas 120

AG32 HTN Lesdes clorticas 30

NN14 Lesdes clorbticas 36
Mavyorbella 8 {x)56 Lesdes necréticas 110

* Tamanho médio tomado de 10 lesdes.
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magdo de conidios, quando em presenga de ambien-
te Gmido. Nas cultivares e hibridos resistentes, po-
rém, as pequenas lesdes aumentaram pouco em ta-

manho, e & produgéo de conidios fol escassa mesmo

apds longos periodos _corh'umi(_iade'favorével.
Foram usados os seguintes parﬁmetms para carac-

terizar o processo de infec¢do nas condigdes de cam-

po: percentagem de area infectada, tamanho das le-

sbeg, espurulacéo nas condigbes de campo e mfec-

ches secundémas

. a- A percentagem da ‘4rea infectada foi usada pa-

TABELA 2. Namero. de esporos produzudus por
Helminthosporium turcicim em edmara
‘umlda em folhas de milho suscepliveis
e resistentes,
Cultivar Numero médio de esporos*
3 dias** -7 dias
We4A +50 +50
Tr +50 - +50
H84 - - 2
B1138t - -
AB32 (HTN{s) +50 +50
AB32 HTN - -
W22 HTN - -
K64 HTN 12 30
NN14 -, 10
HGO 30
Mayorbella B{x}66 24 +50

* O nimero & a média de conidios em mm/’ de areain-
. fectada

** Dias em ¢admara umida
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ra observar o desenvolvimento diario do
" processo de infecgfio do H. turcicum. As culti-
vares A619, A632, Bi4, H95, W64A e NNI14 -
{Tabela 3) tiveram um aumento rapido na area
infectada, enquanto na cultivar H60 a forma-
cAo de lesBes foi retardada.

b. O tamanho da lesdo foi usado para classificar

. as cultivares em resistentes e susceptiveis.
Ags lesbes foram medidas utilizando-se um pla-
nimetro, um més apés a inoculagdo. As cultiva-
res susceptiveis mostraram as maiores lesdes, e
as resistentes monogénicas, as menores (Tabela
'4); as cultivares BllSSt e linhagem MB 8(x)56,
sob condicdes de campo, apresentarmn pequenas’
pontuacSes menores de 1 cm’. '

c. A habilidade que algumas cultivares tém para
formar conidios sob condicdes de campo foi
também usada para classificar as cultivares. As
contagens foram realizadas quando as condi-
¢des de umidade eram favordveis ao apareci-
mento de esporos; na Tabela 5, observa-se
_que as cultivares susceptiveis e com resisténcia
“poligénica ‘tiveram' abundante esporulacio,
enquanto cultivares com o gene HT,, HT;
HTN e a linhagem Mayorbella ndo mostra-
ram esporulacéo.

‘d. Anotagles sohre infecgdio secundaria foram
tomadas dois meses apds a inoculagéoe, e obser-
vou-se uma maior Area atacada nas plantas
susceptiveis em razédo da infec¢io secundéria,
do que nas cultivares resistentes. -

As reagbes susceptiveis no campo em plantas

adultas mostraram-se mais definitivas que as reagdes

TABELA 3. Percentagem de drea infectada de milho™® inecculado com H. turcicum em condigdes de campo -

Dias apés a inoculagio

Cultivares

156 19 23 27 31 35 39 43 47 51
A619 14,7 22,3 23,7 36,7 60,1 68.3 86,0 86,7 88,0 94.0
AB32 14.0 18,0 19,7 50,5 65,0 85,0 85,0 - - -
AB32 HTN 5.0 5.0 6.0 6,5 - - - - - -
B14 17.3 243 35,7 65.0 71,7 73.3 81,7 - - -
B1138t - 5,3 5.3 5.3 5.3 53 5.3 6,3 6.3 6,7
H84 6,3 7.3 8.7 8.7 9,7 1.7 ‘_ L - - T
NN14 ) - 21,7 23,0 24,7 2477 40,0 48,7 - - -
H95 - - 11,3 14,7 21,3 25,0 45,0 70,2 702 200
WE4A - - 3,3 10,7 15,0 33.0 63.5 85,4 85,4 100,0
WE4A x NN14 3.7 4,0 4,3 6,0 7.3 2.7 9.7 - - ) -
H60 - - - - - - - 7.1, A 33,2
Mayorbella 3.1 - - - - - - - - -

* Para cada cultivar foi observada a drea foliar de cada cinco folhas
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nas plintulas; as reagBes susceptiveis foram de 20'a 30
vezes maiores que as rea¢des resistentes. A formagio
de conidios foi abundante quando a umidade se
aproximou do indice de 100%% por mais de sete horas.

TABELA 4. Tamanho médio* das lesdes em em?, 30
dias ap6s a inoculagiio em condigdes de
campo, com H. Tureicum.

Tamanho
Cultivar Reacéo de lesdo
em em’
AB19 LesBes necréticas 6,30
AB32 LesGes necréticas 5,90
AB632 HTN Lesbes clordticas -
B14 LesBes necrdticas 7.60
B1138t ‘Pequenas pontuagdes 40,00
Had Lesdes clordticas 1,80
NN14 L esdes clordticas 1,60
HS5 LesBes necrdticas 4,60
WGE4A LesBes necréticas 10,10
W6E4A x NN14 Pequenas lesbes 3.60
HG0 e -
Mayorbella Pequenas pontuagdes 20,00

* Média tomada de 10 lesdes.
** A primeira les8io da cultivar H80 apareceu 40 dias
ap6és a inoculagao.

TABELA 5. Namero médio de conidios de H. turci-
cum contados em 1 mm” e drea infecta-
da*, Essas contagens foram somente fei-
tas quando as condighes de umidade no
campo foram favordveis & esporulagio,

Colinarss 2 somanases M 2880 oo
A619 25 28 50
A632 1 70 60
AB32 HTN . - -
B14 40 51 30
B1138 - - .
HB4 - - -
WB4A - - -
W6E4A x NN14 - 25 30
H60 - 2 &
Mayorbella - - B

* As contagens foram repetidas cinco vezes .

** Semanas apds a inoculac8o
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Gevers (1975) descreveu o HTN "como um gene
dominante mas ndo completamente estivel™. Uma
das explicagieés oferecidas para as diferentes reagies
vbservadas nus hibridos com HTN é que existiria
mais de um gene dominante nesses hibridos. Ou
entio esse gene nio oferece uma completa barreira
contra o fungo.

A cultivar HO0 demonstrou, em condigdes de
cimpo, um desenvolvimento da doenga mais tardio
que as cultivares susceptivels; esse tipo de resistén-
cia é considerado como poligénico.

A linhagem Mayorbella, que ainda ndo foi descri-
ta, apresentou resisténeia de campo, ou seja, somen-
te for resistente em condighes naturais, mas como
plintula demonstrou suscepibilidide.

CONCLUSOES

1. Os estudos referentes A resisténcia de cultivares
de milho nio podem ser realizados apenas em salas
de ambiente controlado e usando-se apenas plantas
jovens.

2. A resisténcia da linhagem Mayorbella e da cul-
tivar Tr (com resisténcia poligénica) néo foi efetiva
quando a planta encontrava-se no estadio de plantu-
la; esta resisténcia s6 & efetiva quando a planta en-
contra-se em estadio adulto.

3. E suficientemente claro que o mecanismo de re-
sisténcia a H. turcicum néo é ativado no comego do
processo de infecgdo, mas deve ocorrer mais tarde.

4. A reacdo ainfeccdio de H. turcicum mostrada pe-
la cultivar B1138t foi a de pequenas pontuacgdes. Este
tipo de resisténcia pode ser utilizado nos programas
de melhoramento, porém esta cultivar apresentou
baixo vigor.

5. O cruzamento entre Mayorbella e a cultivar H60
demonstrou ser altamente resistente; portanto, pes-
quisas poderdo ser conduzidas em ordem de diferen-
tes genétipos para uma resisténcia mais efetiva em
vez de se basearem num simples gene para os vérios
programas de melhoramento.
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