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INTRODUCAO

A Mancha por Phaeosphaeria em milho foi descrita pela primeira vez, na india, em 1965,
assumindo-se como seu agente causal o fungo Phaeosphaeria maydis, f.imp. Phyllosticta
sp (=Sphaerulina maydis P. Hennigs; sin. Leptosphaeria zae-maydis Saccas) (Rane et al.,
1965). Desde que a Mancha por Phaeosphaeria em milho foi descrita, na india, sua
ocorréncia no Brasil tem sido relatada em varias publicaces (Balmer et al., 1970;
Fernandes & Sans 1994, Shuelter et al. 2003). Essa doenca é uma das mais importantes
em milho, no Brasil, uma vez que, encontra-se disseminada nas principais regides
produtoras desse cereal e, que, sob condi¢Bes favoraveis, causa perdas severas
(Fernandes & Oliveira, 1997). Contudo, o agente etioldgico dessa doenca permanece
ainda questionavel. Sob condi¢Bes experimentais, vérias tentativas de inoculacéo de
esporos e/ou micélio de P. maydis ou Phyllosticta sp, obtidos em cultivo 'in vitro", em
milho, ndo resultaram na reproducédo de sintomas dessa doenca (Fernandes, F. T. dados
nao publicados). Além disso, a presenca de estruturas desses fungos em leses da doenca
ndo é comum, e, recentemente, a possibilidade de envolvimento de uma bactéria na
etiologia da doenga foi levantada Paccola-Meirelles et al. (2001). Considerando esses
aspectos, o objetivo desse trabalho foi examinar lesdes da Mancha por Phaeosphaeria em
milho, sob microscopia 6tica e eletrdnica, para verificar a possivel presenca de fungo ou
bactéria como possivel agente etioldgico dessa importante doenca.

MATERIAL E METODOS



Caracterizacgao dos sintomas e desenvolvimento da Mancha por Phaeosphaeria no
Brasil: Os sintomas e sinais geralmente se iniciam apds o florescimento do milho, mais
freqUientemente, durante o desenvolvimento dos grédos. As primeiras lesdes podem ser
observadas nas folhas inferiores e, sob condi¢Ges favoraveis, a doenca progride para as
folhas superiores. A severidade dos sintomas depende da susceptibilidade do gendtipo de
milho, e nas cultivares mais susceptiveis as folhas doentes secam antes da maturidade. As
lesBes jovens séo verde-claro a marron-claro, encharcadas, e aumentam em tamanho,
tornando-se manchas secas, de cor palha. Ambas lesdes, jovens e velhas, sdo geralmente
arredondadas ou elipticas, espalhadas na superficie da folha e, em poucos casos,
coalescem O tamanho das lesGes € variavel de 0,3 a 2,0 cm. Em alguns gen6tipos muito
susceptiveis, as lesbes podem ultrapassar 2,0 cm e tornarem-se irregulares, embora ainda
com delineamento, aparentemente, eliptico. Amostragem e analises: No periodo de
setembro de 2000 a fevereiro de 2004 foram coletadas folhas de milho com lesdes da
Mancha por Phaeosphaeria, em diferentes gendtipos, em diferentes meses, abrangendo a
safrinha e a safra de verdo, na area da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG.
Essas amostras foram utilizadas para exame sob microscopia de luz e microscopia
eletronica. Microscopia eletronica de varredura (MEV): Les6es da Mancha por
Phaeosphaeria foram cortadas em fragmentos e esses fixados em fixador de Millonigs,
por uma noite a 4°C, e pés fixados por 1h em tetroxido de osmio (2%). Esses fragmentos
foram desidratados através de imersdes sucessivas em uma série alcool-acetona, (25, 50,
75%) e posteriormente em acetona 100%, por 20 min em cada concentragdo, entdo secas
no secador "ponto critico", e metalizadas com ouro, apés fixadas nos porta-espécimens
para andlise a0 MEV. Um total de 80 amostras, incluindo lesdes jovens e velhas, foram
analisadas ao MEV. Microscopia eletronica de transmissdo (MET): Dez pequenos
fragmentos (cerca de 0,1 x 0,2 cm) de les6es da Mancha por Phaeosphaeria em milho,
fixadas e desidratadas, como descrito acima, foram embebidas em resina spurr. Seccoes
ultrafinas, obtidas em ultramicr6tomo, foram coradas com acetato de uranila e citrato de
chumbo, para analises ao MET (Hayat, 1989). Microscopia de luz: Muitas amostras
foram diretamente analisadas sob microscopio 6tico estereoscopico e sob microscépio
composto. Para 0 microscopio composto, varias laminas de vidro foram preparadas,
contendo estruturas removidas das lesdes, sob estereomicroscopio, usando lactofenol ou
azul tripano em lactofenol 0,1%. Ainda, pequenas sec¢des de folhas contendo lesdes
necroticas e cloréticas (encharcadas) foram examinadas ap6s aquecimento em lactofenol
claro e coloragdo com azul de Aman (0,1%), para observar hifas e outras estruturas no
interior dos tecidos. Incubagéo "in vitro™: Algumas lesdes da Mancha por
Phaeosphaeria foram superficialmente esterilizadas por imersédo em cloramina T 1,5%,
por 10 min e lavadas trés vezes com agua esterilizada, seguindo-se incuba¢do em meio
batata-dextrose-agar (BDA), a 25°C, com fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro.
Algumas estruturas esféricas, encontradas sobre as lesdes foram também removidas com
pinga e incubadas em gotas de agua, em laminas escavadas. Outras estruturas esféricas,
removidas das lesGes, foram incubadas em agar-agua 1% em placa de Petri.

RESULTADOS E DISCUSSAO



Em todas as amostras analisadas ao MEV, peritécios de Phaeosphaeria maydis e
picnidios de Phyllosticta sp ndo foram encontrados. Contudo, estruturas de um fungo,
aparentemente pertencente a Divisdo Mastigomycotina foram encontradas em todas as
amostras examinadas. Varias dessas estruturas foram identificadas como parte do ciclo de
vida dessa espécie, como se segue: 1- Esporangio produzido na extremidade de um
esporangioforo, com forma arredondada (didmetro 23,9um), com um orificio
arredondado, ornamentado com espinhos. Esporangios colapsados apresentaram diametro
variavel de 11,74 a 19,70um; 2- Zoosporos com formato reniforme e com remanescentes
de flagelos (3,2-3,5um x 1,7-2,0um). 3- Oocito com parede ornamentada (didmetro
10,4pm — 12,5um); 4- Hifa muito fina (didmetro 1,4pm a 2,0um), sem septo visivel,
exceto na base do esporangi¢foro; ramificada, freqiientemente penetrando através de
estdmatos. Desenvolvimento do micélio sob e sobre a cuticula foliar. A ocorréncia
simultanea desse micélio fino e de, a0 menos uma das estruturas reprodutivas
(esporangio, oocito) (Figura 1) foi confirmada em 100% de todas as amostras analisadas.
Em geral, o desenvolvimento do fungo foi mais intenso nas lesdes jovens, em relacdo as
lesBes mais velhas. Nas amostras examinadas ao MET, apenas uma fina hifa, ndo septada,
foi observada no interior de células do mesofilo, deterioradas. O exame sob microscopio
estereoscopico permitiu (Figura 2) a observacdo de pequenas estruturas arredondadas, de
colaracdo rosada ou amarelo-brilhante que, quando observadas sob microscépio
composto, apareceram como estruturas hialinas, ornamentadas com espinhos e possuindo
um orificio, sendo interpretadas como 0s mesmos esporangios observados ao microscopio
eletronico de varredura. Hifas finas, coradas em azul, foram observadas nas lesdes
submetidas a clarificacdo por aquecimento em lactofenol, com magnificacdo 400X. O
fungo Phaeosphaeria maydis ndo foi isolado das lesdes incubadas em BDA. Também néo
cresceu em meio BDA, qualquer fungo produzindo esporangios ou oocitos, semelhantes
as estruturas observadas sob microscopia Otica e eletronica. Nas preparacdes feitas em
gota d'agua em lamina escavada, estruturas moveis, como zoosporos, foram observadas
dois dias ap6s incubacdo. O fungo encontrado foi identificado como uma espécie nova no
género Sclerophthora (Peronosporaceae) (Ainsworth et al. 1973; Schaw, 1978;
Alexopoulos et al. 1996) e considerada elevada a probabilidade, de ser esse o0 agente
causal da doenca, até entdo denominada "Mancha por Phaeosphaeria". Outros estudos
sd0 necessarios para confirmacao da identidade desse organismo, e de seu papel na
etiologia da doenga.
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