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Introducéo

A cultura do milho esté entre as mais importantes economicamente, ocupando
o terceiro lugar como o cereal mais cultivado no mundo (FAO, 2009). Dentre os fatores
que constituem limitantes para esta cultura, estdo as doencas, que aumentam em
severidade, acompanhando a expansdo de &rea cultivada e a disponibilidade de
cultivares geneticamente resistentes.

Trabalhos com as principais doencas do milho tém demonstrado que a mancha
branca, a antracnose (Colletotrichum graminicola), a cercosporiose (Cercospora zeae-
maydis), a ferrugem polissora (Puccinia polysora), a ferrugem tropical (Physopella
zeae). (Mains), a ferrugem comum (Puccinia sorghi), a helmintosporiose (Exserohilum
turcicum) e enfezamento vermelho (*maize bushy stunt phytoplasma”) estéo entre as
principais doencas dessa cultura. Além das doencas acima mencionadas, novos
desafios tém surgido ao longo dos Ultimos anos, como o0 aumento na severidade da
antracnose foliar em algumas regides do pais e a ocorréncia de podriddes causadas
por Stenocarpella maydis e S. macrospora, antes mais comuns em areas de plantio na
regido Sul do pais, e em algumas areas do Centro—Oeste (CASELA et al., 2008).
Deste modo, a resisténcia a doencas € uma preocupacao constante em programas de
melhoramento de milho e a realizacdo de estudos sobre a variabilidade de patégenos
e a natureza da resisténcia nas condi¢cfes brasileiras tornam-se imprescindiveis para
um adequado controle das doencas que atacam o cereal. Entre as atividades que
geram informacdes Uteis para programas de melhoramento estdo aquelas referentes a
estudos da variabilidade genéticas dos patdgenos, avaliagdo e caracterizagdo de
linhagens e estudos da heranca da resisténcia. Estas atividades demandam a
realizacdo de uma série de atividades de rotina em laboratérios de Fitopatologia, tais
como a obtencao de culturas monospdricas, preparo de meio de cultura, preservagéo
de isolados e inoculacbes em casas de vegetacdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver atividades de manipulacdo, preservacdo e cultivo, isolamento e
inoculag&o dos microrganismos causadores de doencas na cultura do milho.

Metodologia

O trabalho foi realizado no laboratério de Fitopatologia da Embrapa Milho e
Sorgo, localizada em Sete Lagoas-MG. Os trabalhos foram realizados com fungos
foliares da cultura do milho de diversas regites do Brasil.

Para atender aos objetivos do projeto foram realizados isolamentos e
preservacdo de patdgenos foliares da cultura do milho, caracterizacdo e preservacao
de espécies de fungos, preparo de meios de cultura, preparo de indculo para
pesquisas em casa de vegetacdo, organizacao e esterilizacdo de vidrarias usadas no
laboratério e atividades em pesquisas de campo.



Material e Métodos:

Recebimento e catalogagédo de amostras

Todas as amostras recebidas foram catalogadas de acordo com:

* Localizacdo da amostra e gendétipo de origem;

» Sintomas observados nas folhas;

* Més e ano da retirada do material da cultura do milho.

Para a identificacdo, isolamento, sele¢cdo de meios de cultura, reconhecimento
dos sintomas e armazenamento foram usadas metodologias de acordo com as
recomendacdes para fitopatologia (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Preparo de meios de cultura para crescimento de mic  rorganismos

Para o crescimento de coldnias dos patdgenos, usadas nos experimentos ou
na identificacdo, foram realizadas atividades de preparo e esterilizacdo de diferentes
meios de cultura, tais como meio FAA (farinha de aveia agar), BDA (batata dextrose
agar), meio de lactose, meio V8, trypticase soy broth (TSB) e meio agar-agar (AA)
para germinacdo de conidios e obtencdo de culturas monospdricas utilizadas nos
experimentos sobre variabilidade.

Isolamento e preservacgéo de patdgenos foliares das culturas de milho e sorgo

Fragmentos de amostras foliares e de colmo com sintomas de doencas foram
cortados, desinfestados em hipoclorito de sodio a 2% e, em seguida, plagueados em
meio de cultura adequado, tais como meio de FAA para Colletotrichum graminicola,
Stenocarpella maydis e S. macrospora, meio de lactose para Exserohilum turcicum,
meio V8 para Cercospora zeae-maydis e TSB para Pantoea ananatis.

As placas foram incubadas em camara de crescimento com temperatura de
27°C por quatro dias, seguindo-se uma raspagem para inducdo de esporulacao,
guando necessario. Apés a producdo de esporos, culturas monosporicas foram
obtidas, como descritas abaixo.

Cultura monospérica

Fragmentos do meio de cultura foram transferidos para tubos contendo agua
deionizada e esterilizada, fazendo-se uma diluicdo em série até 10*. Em seguida, 1
mL foi distribuido em trés placas de Petri contendo meio 4gar-agar, e estas foram
incubadas em camara de crescimento a 27°C até a germinac¢ao dos conidios. Apés a
germinacao dos conidios, com uma peca propria, acoplada ao microscopio de luz, um
unico conidio foi coletado do meio de agar-agar e transferido para tubos de ensaio
contendo meio de farinha de aveia no qual, apdés crescimento da colbnia, foi
adicionado 6leo mineral para preservagdo até o momento de uso.

Preparo de indculo para pesquisas em casa de vegeta  ¢éo

No momento do uso, os isolados monosporicos foram transferidos para placas
de Petri com meio de cultura adequado e mantidos sob luz continua por 7 a 8 dias, até
0 momento de utilizacao.

Para inducdo de abundante esporulagdo em C. graminicola, realizou-se
raspagem micelial aos 5 dias de crescimento e, apés 5 a 6 dias, os isolados foram
repicados para novas placas contendo meio FAA. O mesmo procedimento foi adotado
para as placas contendo o fungo em crescimento, para a inducdo da esporulacao
necessaria ao preparo de inéculo. Cinco dias depois, as placas de cada isolado foram
inundadas com &gua destilada e raspadas com uma espéatula para a liberacdo de
conidios e contagem em camara de Neubauer para padronizar a concentracao de
indculo para 10° conidios/mL.



Atividade em pesquisas de campo

Avaliacbes de experimentos em campo, tais como podriddo de colmo, foram
realizadas e acompanhadas durante o periodo de estagio.

Amostragem e catalogagéo de isolados também fizeram parte das atividades
desenvolvidas em campo.

Concluséao

O estégio realizado na Embrapa Milho e Sorgo, no periodo de maio de 2009 a
marco de 2010, foi de grande importancia para minha formacdo como técnica em
Patologia, pois permitiu a expansdo de meus conhecimentos sobre microrganismos e
metodologias utilizadas em laboratério, como técnicas e manutencdo de
microrganismos.

A experiéncia na Embrapa Milho e Sorgo foi de suma importancia profissional,
pessoal e académica.
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