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Ocorréncia e caracterizacao de especies de Cercospora associadas a mancha

foliar do milho em Goias e Parana

RESUMO
A mancha foliar de cercospora é uma das principais doencas foliares do milho no Brasil.
Estudos prévios mostraram que trés espéecies de Cercospora estdo associadas a doenga, como:
C. zeina, C. zeae-maydis e C. sorghi var. maydis. No entanto, s&o poucas as informacoes
disponiveis sobre a ocorréncia dessas espécies nas principais regides produtoras de milho do
pais. Este estudo teve por objetivo: (i) identificar as espécies de Cercospora que ocorrem
associadas as lesbes de cercosporiose em regides produtoras de milho dos Estados de Goias e
Parand; (ii) analisar a distribuicdo espacial das espécies de Cercospora em areas de cultivo de
milho dos Estados de Goids e Parand, mediante levantamento por quadrantes; e (iii)
caracterizar isolados representativos das espécies de Cercospora encontradas no estudo,
analisando-se sequéncias da regido ITS-gene 5.8S do rDNA, e atributos fenotipicos, como
morfologia e coloracdo de col6nias, crescimento micelial, morfologia de conidios e
conidiéforos e patogenicidade. Para a identificacdo das espécies C. zeina e C. zeae-maydis
foram utilizados oligonucleotideos (primers) espécie-especificos e a identificacdo de C.
sorghi var. maydis foi feita pela comparacdo de sequéncias da regido ITS-gene 5.8S do rDNA
dos isolados com sequéncias de Cercospora do GenBank. A andlise de 75 isolados de
culturas monosporicas obtidas de folhas de milho com lesdes, oriundas de diferentes regides
de Goias mostrou a predominancia da espécie C. zeina (90.7 % dos isolados), seguida por C.
zeae-maydis (9.3 % dos isolados). No Parana, foram obtidos 74 isolados monoconidiais e
também houve a predominancia de C. zeina (97.3 % dos isolados), seguida de C. sorghi var.
maydis (2.7 % dos isolados). A anélise espacial feita em 25 quadrantes de 400 m?, totalizando
1 hectare, em duas &reas de Goias, Montividiu e Rio Verde, com 43 e 89 isolados,
respectivamente e uma lavoura de milho em Maringa, Parana, com 120 isolados, mostrou a
presenca apenas de C. zeina. A arvore filogenética inferida com base nas sequéncias de rDNA
mostrou que os 16 isolados de C. zeina, seis isolados de C. zeae-maydis e dois isolados de C.
sorghi var. maydis formaram grupos separados, com suporte estatistico de bootstrap de 98, 89

e 84 %, respectivamente. Quanto a caracterizacdo fenotipica, C. sorghi var. maydis apresentou



maior crescimento micelial em relacdo as demais espécies, e C. zeina apresentou crescimento
mais lento. Foi possivel diferenciar os isolados de C. sorghi var. maydis em relacdo as
espéecies C. zeina e C. zeae-maydis com base na morfologia de conidios, porém ndo foi
possivel diferenciar conclusivamente a espécie C. zeina de C. zeae-maydis. A analise da
patogenicidade foi realizada em casa de vegetacdo, as plantas no estadio V3 foram inoculadas
mediante a deposi¢do de 15 sementes de sorgo colonizadas pelos fungos no cartucho das
plantas. Apenas C. zeina e C. zeae-maydis foram patogénicas ao milho. A analise da
agressividade dos isolados por contrastes multiplos mostrou diferencas significativas de
agressividade entre isolados da mesma espécie e entre isolados das duas espécies, em que a
agressividade média de isolados de C. zeae-maydis foi superior a média de agressividade de
isolados de C. zeina.

Palavras-chave: Zea mays. Cercosporiose. PCR. Agressividade. Patogenicidade.



Occurrence and characterization of Cercospora species associated to leaf spot of

maize in Goias and Paran, Brazil.

ABSTRACT
Grey leaf spot is one of the most important foliar diseases of maize (Zea mays L.) in Brazil.
Previous studies have shown that three Cercospora species can be associated with this disease
in the country: C. zeina, C. zeae-maydis and C. sorghi var. maydis; however, still there are
limited information about the occurrence of these species in the major maize producing areas,
as well as the spatial distribution of these species in maize fields is unknown. The aims of
this work were: (i) to identify the Cercospora species occurring in the major maize producing
areas of Goias and Parand States; (ii) to analyze the spatial distribution of these species in
maize fields; (iii) to characterize representative isolates these species based on sequence
analyze of 1TS-5.8s gene rDNA, and on some phenotypic traits, such as colony morphology
and coloration, mycelial growth, morphology of conidia and conidiophores, and
pathogenicity. Molecular identification was based on PCR with species-specific primers for
C. zeina e C. zeae-maydis. Cercospora sorghi var. maydis was identified based on
comparison of their ITS-5.8S rDNA sequences with sequences of Cercospora from GenBank.
In the first aim, among the 75 single spore isolates from different areas of Goias and the 74
isolates from Parand, C. zeina was the predominant species (90.7 % of isolates) over C. zeae-
maydis (9.3 % of isolates) in Goias, and also predominant (97.3 %) over C. sorghi var.
maydis (2.7 % of isolates) in Parana. The spatial distribution study in one hectare divided in
25 quadrats showed that isolates collected in a field located in Montividiu (n=43) and Rio
Verde (n=89) State of Goias, and isolates from Maringa (n=120), State of Parana, were C.
zeina. The phylogenetic tree inferred with 1TS-5.8S rDNA sequences showed that the 16
isolates representatives of C. zeina, the six isolates of C. zeae-maydis and the two isolates of
C. sorghi var. maydis formed well-supported groups, with bootstrap support of 84, 89 and
98% to respectively. The comparison of phenotypic traits showed that C. sorghi var. maydis
presented higher mycelial growth rate than the others species, and that C. zeina presented
lower growth rate then C. zeae-maydis and C. sorghi var. maydis. The distinction between C.

zeina and C. zeae-maydis was not conclusive based upon conidia and conidiophores
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morphology. However, these traits allowed to distinguish C. sorghi var. maydis from the other
two species. The pathogenicity test, carried out in greenhouse with partial control of
temperature and humidity, with plants inoculated at the growth stage V3 by placing colonized
sorghum seeds into the whorl of the plants, revealed that only C. zeina and C. zeae-maydis
were pathogenic to maize. Significant differences in aggressiveness were found among
isolates of the same species and also among isolates of C. zeina and C. zeae-maydis. The
aggressiveness average of C. zeae-maydis isolates was significantly higher than the
aggressiveness average of C. zeina isolates.

Keywords: Zea mays. Grey leaf spot. PCR. Aggressiveness. Pathogenicity.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos principais produtos da agricultura brasileira. A
producdo nacional desse cereal aumentou em torno de 60% nos Gltimos 10 anos, passando de
32 milhdes de toneladas na safra 1999/2000 para 51 milhGes de toneladas na safra 2009/2010
(FAO, 2012). Esse volume de producdo permite ao Brasil ocupar a terceira posi¢ao entre 0s
maiores produtores de milho, apos os EUA e China (FAO, 2012). Merece destaque a grande
importancia econémica e social do milho para o pais, tanto na agricultura de subsisténcia
como na agricultura comercial, principalmente devido a sua utilizacdo na cadeia de producéo
de carnes de frango e suina, as quais consomem entre 70 e 80% do milho produzido no pais
(CRUZ et al., 2008).

A cercosporiose, também conhecida como mancha foliar de cercospora, € uma das
principais doencas fungicas do milho no Brasil e em outros paises. A doenca apresenta
manchas necrdticas em todos os 6rgdos verdes da planta de milho, como folhas, colmos e
bracteas das espigas, muito embora seus danos sejam mais perceptiveis nas folhas.
Normalmente a doenca ocorre desde o estadio vegetativo V-8 (oito folhas expandidas) até a
fase de maturacdo. Epidemias severas da doenca causam grande reducéo na produtividade das
lavouras, aumentando a predisposi¢do das plantas a podriddo do colmo e ao tombamento
(CARSON, 1999; CASELA; FERREIRA, 2003; REIS; CASA; BRESOLIN, 2004). Inclusive
no Brasil tem-se verificado o aumento dos danos da doenca no Centro-Sul do pais nas Gltimas
décadas, fato este que tem sido atribuido a fatores como: expansdo do cultivo do milho no
sistema de plantio direto, com auséncia ou baixa utilizacdo de rotacdo de culturas, a qual tem
sido substituida pela sucessdo de culturas; expansdo do cultivo de milho na segunda safra
(safrinha) no outono; e utilizacdo de hibridos de milho mais produtivos, porém mais
susceptiveis a doencas. Considera-se que essas mudancas no sistema de producdo de milho
contribuem para a sobrevivéncia do patdgeno nas areas de cultivo e que isso tem favorecido a
ocorréncia de epidemias severas da doenca (PINTO; SANTOS; WRUCK, 2006; REIS;
CASA; BRESOLIN, 2004; CASELA; FERREIRA; PINTO, 2006).

Embora seja conhecida ha bastante tempo no Brasil (VIEGAS, 1945), a
cercosporiose no milho somente adquiriu importancia a partir da safra de verdo de 1999/2000
e safrinha de 2000, quando foram relatadas epidemias severas da doenca na regido Sudoeste
de Goias, onde foram registrados perdas de até 40% no rendimento médio das lavouras
(REIS; CASA; BRESOLIN, 2004). Nos anos seguintes, a doenga passou a ocorrer também

1



nas demais regides produtoras de milho do Centro-Sul, havendo relatos de perdas no
rendimento de grdos de 13 a 80%, dependendo do hibrido e das condi¢des de producédo
(CASELA; FERREIRA; PINTO, 2006; BRITO et al., 2007; FANTIN et al., 2008).

Até recentemente, considerava-se que a cercosporiose do milho era causada
primeiramente pela espécie Cercospora zeae-maydis Tehon & E. Y. Daniels, havendo ainda
outra espécie associada & doenca, C. sorghi var. maydis Ellis & Everth., supostamente de
menor importancia (CARSON, 1999). Também, por algum tempo, foi aceito que C. zeae-
maydis tratava-se de um complexo formado por duas espécies siblings, ou seja, espécies
morfologicamente similares, porém reprodutivamente isoladas, as quais foram denominadas
de grupos | e Il (WANG; LEVY; DUNKLE, 1998; DUNKLE; LEVY, 2000; GOODWIN,
DUNKLE, ZISMANN, 2001). Esses dois grupos foram posteriormente considerados duas
espécies distintas, em que C. zeae-maydis ficou circunscrita pelas caracteristicas genotipicas e
fenotipicas apresentadas pelo Grupo I, e uma nova espécie foi circunscrita com base nas
caracteristicas do Grupo Il, a qual foi dado o nome de C. zeina Crous & U. Braun (CROUS et
al., 2006). Em que a separacdo de C. zeae-maydis e C. zeina foi consubstanciada por analise
filogenética baseada em sequéncias de DNA da regido ITS e 5.8S rDNA e de segmentos dos
genes que codificam as proteinas histona-3, fator de elongagdo la, actina e calmodulina, a
qual mostrou que isolados dessas espécies se agruparam em clados distintos. Adicionalmente,
Crous et al. (2006) também desenvolveram protocolos com a reacdo em cadeia da polimerase
gue empregam oligonucleotideos (primers) com especificidade para C. zeina, C. zeae-maydis
e também uma terceira espécie a qual ainda néo foi atribuido nome.

A identificacdo das espécies de Cercospora que afetam o milho com base em
caracteristicas fenotipicas é trabalhosa e por vezes ndo muito conclusiva. Ainda segundo
Crous et al. (2006), quando comparada a C. zeae-maydis, C. zeina apresenta conidiéforo
menor, menor taxa de crescimento micelial, auséncia do pigmento purpura associado a toxina
cercosporina em meio de cultura e diferencas na sintomatologia nas lesdes no milho quando
inoculado em plantas sadias. J& Cercospora sorghi var. maydis pode ser mais facilmente
distinguida dessas duas espécies por apresentar conidios mais longos e finos (CHUPP, 1953).
No entanto, a patogenicidade de C. sorghi var. maydis ainda ndo foi conclusivamente
demonstrada (CARSON; GOODMAN, 2006), de modo que a patogenicidade comparativa
dessas espécies merece ser investigada melhor, inclusive acerca da existéncia de diferencas na
agressividade de isolados dentro e entre espécies, tal como verificada por Mathioni et al.
(2006).



S&o poucos os estudos publicados sobre a distribuicdo geografica de espécies de
Cercospora nas principais regides produtoras de milho no Brasil e no mundo. No Brasil, num
estudo envolvendo a analise de 69 isolados, verificou-se a ocorréncia de C. zeina em S&o
Paulo, Minas Gerais, Goias e Parand; de C. zeae-maydis na Bahia, Minas Gerais e Sao Paulo;
e de C. sorghi var. maydis em S&o Paulo (BRUNELLI et al., 2008). Destacando que apenas
um isolado do Parana foi incluido naquele estudo, identificado como C. zeina e apenas cinco
isolados de Goias, identificados tambeém como C. zeina. Outro estudo recente, analisando 106
isolados de sete municipios de Minas Gerais, resultou que 75% desses isolados foram
identificados como C. sorghi var. maydis, 14% dos isolados foram C. zeae-maydis e 11% dos
isolados foram C. zeina (KOSHIKUMO, 2011). Nos EUA, a espécie C. zeae-maydis (antigo
C. zeae-maydis Grupo 1) é considerada dominante e C. zeina foi identificada apenas na regiao
leste daquele pais (DUNKLE; LEVY, 2000), e na Africa do Sul, Zambia e Zimbabwe, apenas
foi encontrada C. zeina (MEISEL et al., 2009).

As hipoteses exploradas neste estudo foram as seguintes: a) as espécies C. zeina, C.
zeae-maydis e C. sorghi var. maydis, e eventualmente nova(s) espécie(s) filogenética(s)
ocorrem com distribuicdo geografica desigual nas regifes produtoras de milho de Goiés e
Parand; b) numa mesma lavoura de milho é possivel encontrar mais de uma espécie de
Cercospora associadas a cercosporiose; ¢) existem diferencas marcantes na patogenicidade
entre essas espécies e na agressividade de isolados dentro e entre espécies.

Assim, os objetivos do trabalho foram: (i) identificar as espécies Cercospora que
ocorrem associadas as lesdes de cercosporiose em regiGes produtoras de milho dos estados de
Goias e Parand; (ii) analisar a distribuicdo espacial das espécies de Cercospora em areas de
cultivo de milho dos estados de Goiés e Parana, mediante levantamento por quadrantes e (iii)
caracterizar isolados representativos das espécies de Cercospora encontradas no estudo,
analisando-se sequéncias da regido 1TS-gene 5.8S do DNA ribossomal (rDNA), e atributos
fenotipicos, como morfologia e coloracdo de col6nias, crescimento micelial, morfologia de

conidios e conididforos, patogenicidade e agressividade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hospedeira

O milho (Zea mays L.) é uma planta anual, monoica, alégama e pertence a familia
Poaceae (PONS; BRESOLIN, 1981). Essa graminea tem como centro de origem o México e
Ameérica Central (DOEBLEY, 1990). Considerada uma planta de fotossintese C4, o milho
apresenta elevado potencial produtivo, devido a grande eficiéncia na conversdo de energia
radiante e, consequentemente, na producdo de biomassa (ANDRADE et al., 1992). Devido ao
potencial produtivo, juntamente com outras caracteristicas, como composi¢do quimica e valor
nutricional, o0 milho constitui-se num dos mais importantes cereais do mundo. Isso se deve
principalmente a diversidade de suas aplicacGes na alimentacdo humana ou animal, além de
ter um importante papel social e econdmico, sendo matéria-prima importante para complexos
agroindustriais diversificados (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

O milho é um dos cereais mais cultivados no Brasil, superado apenas pela soja dentre
as culturas de gréos, e seu cultivo abrange praticamente todas as regides do pais. A producéo
brasileira de milho tem apresentado aumentos expressivos, decorrentes da evolugcdo do
sistema de cultivo, da disponibilidade de gen6tipos mais produtivos e melhor adaptados as
diferentes regibes, da mecanizacdo, da expansdo da area de plantio e principalmente pela
producdo em duas épocas de plantio, sendo a primeira safra, ou plantio de verdo, realizada
entre agosto, na regido Sul, e os meses de outubro e novembro, nas regides Sudeste e Centro-
Oeste. Nas regides Norte e Nordeste o plantio é realizado a partir de janeiro. O cultivo da
segunda safra, ou safrinha, plantada apds a safra de verdo, ocorre predominantemente na
regido Centro-Sul (CRUZ et al., 2008).

Na safra 2011/2012 a cultura do milho ocupou a area de 15,1 milhdes de hectares,
com a producdo de cerca de 72,7 milhdes de toneladas de gréos. Sendo a regido Centro-Oeste
responsavel por aproximadamente 42% da producdo nacional total de milho, com uma
produtividade de 30,4 milhGes de toneladas. Os maiores Estados produtores do grdo no pais
sdo Mato Grosso, Parana e Goias, com aproximadamente 24, 21 e 12%, respectivamente, da
producéo de milho nacional (CONAB, 2012).

As doencas sdo fatores limitantes da producdo de milho no Brasil e em diversos
outros paises. Mais de vinte doencas parasitarias, causadas por fungos, virus, bactérias e

nematoides, ja foram identificadas no Brasil. Contudo, pela frequéncia e intensidade com que
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ocorrem, as doencas com maior importancia economica sdo: ferrugem comum (Puccinia
sorghi), ferrugem polissora (P. polysora), helmintosporioses (Exserohilum turcicum,
Bipolares maydis), complexo da mancha foliar de phaeosphaeria (Phaeosphaeria maydis e
Leptosphaeria zeae Stout) e cercosporiose (Cercospora zeae-maydis, C. zeina e C. sorghi var,
maydis) (PEREIRA; CARVALHO; CAMARGO, 2005; CROUS et al., 2006).

2.2 Mancha foliar de cercospora

2.2.1 Importéncia

A cercosporiose, também chamada de mancha foliar de cercospora ou mancha
cinzenta, € uma das principais doencas foliares na cultura do milho e foi relatada
originalmente em lllinois, EUA em 1925 (TEHON; DANIELS, 1925). E interessante notar
que embora tenha sido descrita na década de 1920, sua importancia econémica foi
reconhecida somente a partir da primeira metade da década 70, quando houve um aumento na
incidéncia e severidade da doenca nos Estados do Sudoeste e Centro-Atlantico dos EUA
(LATTERELL: ROSSI, 1983). Desde entdo, a doencga passou a ser encontrada em outras
regides dos EUA e também em outras partes do mundo. Na Africa, os primeiros relatorios da
cercosporiose foram feitas em 1990 por Nutter e Jenco (1992), em KwaZulu-Natal, Africa do
Sul. A partir de entdo, o patdgeno disseminou-se rapidamente por todo o continente africano.
Surtos da doenca tém sido relatados no Brasil, Peru, Venezuela, Costa Rica, México,
Colémbia e Trinidad e Tobago (VIEGAS, 1945; CHUPP, 1953; LATTERELL; ROSSI,
1983). Atualmente a doenga encontra-se mundialmente difundida, sendo relatada no Sudeste
da Asia, India, China, Australia e Filipinas (BAIR; AYRES, 1986; LIPPS et al., 1998; WARD
etal., 1999; WHITE, 1999; REIS; CASA; BRESOLIN, 2004; COATES; WHITE, 1995).

A cercosporiose ganhou importancia no Brasil a partir de 2000, quando severas
epidemias da doenca ocorreram na Regido Sudoeste de Goias (Rio Verde, Montividiu, Jatai).
A doenca provocou grandes perdas na produtividade de milho naquela regido, tendo sido
relatada posteriormente em Paracatu, Minas Gerais € em Dourados, Mato Grosso do Sul
(FANTIN, et al., 2001; CASELA; FERREIRA, 2003). O aumento da doenca esta associado a
monocultura, a expansdo da area cultivada em sistema de plantio direto, a irrigagéo por pivo
central e ao plantio da safrinha, os quais contribuiram para aumentar o potencial de in6culo,

através da preservacao do patdgeno em restos culturais infectados.
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O impacto da cercosporiose na cultura se deve ao fato do patdgeno colonizar grande
parte do tecido foliar, levando a senescéncia e morte prematura das folhas. Tal efeito reduz a
interceptacdo da radiacdo, o que diminui, por conseguinte, a producdo e a translocacdo de
fotoassimilados para os grdos (WARD et al., 1999). Folhas de genoOtipos suscetiveis podem
tornar-se severamente secas ou mortas antes da maturacdo fisiolégica. Os danos também
ocorrem pelo enfraquecimento da planta, que, por sua vez, favorece podriddes de colmo
levando ao tombamento da planta (WARD, 1996).

Os danos provocados pela cercosporiose podem ser significativos e diferentes perdas
tém sido relatadas. As perdas estimadas com a doenca podem chegar a 50% do potencial de
rendimento em &reas produtoras de milho nos EUA (AYERS; JOHHNSON; HILL, 1984;
GEVERS; LAKE; HOHLS, 1994). Na Africa, a perda provocada pela doenca pode chegar a
60%, principalmente com o cultivo de hibridos susceptiveis (WARD et al., 1999). No Brasil,
informacdes acerca das perdas provocadas pelo patégeno podem chegar a 80%, dependendo
do hibrido e das condic6es de producdo (CASELA; FERREIRA; PINTO, 2006; BRITO et al.,
2007; FANTIN et al., 2008). Este problema tem levado muitos pesquisadores a ingressar em

diferentes programas de pesquisa a procura de solugdes para o problema.

2.2.2 Sintomatologia

Os sintomas iniciais da doenca sdo geralmente observados nas folhas do baixeiro,
durante a fase de floracdo (LIPPS, 1987; WARD et al., 1999), onde o fungo coloniza a limbo
foliar, provocando areas necrdticas. As lesGes da doenca apresentam coloracdo marrom a
verde-oliva, com o formato linear-retangular que geralmente sdo delimitadas, na largura, pelas
nervuras (LATTERELL; ROSSI, 1983; WARD et al., 1999). Em condic¢des de alta umidade
relativa, ha a formacdo de densa esporulacdo do patdgeno, que da as lesdes uma coloracédo
acinzentada, caracteristica da doenca (CHUPP, 1953). Infec¢cOes precoces séo indistinguiveis
daquelas causadas por outros fungos patogénicos, exceto por um halo amarelado visivel
quando observado através da luz (STROMBERG, 1986). Em estadios mais avangados da
doenca ocorre a coalescéncia das lesdes, destruindo grande propor¢do do tecido foliar
(CHUPP; SHEREF, 1960). O tamanho da lesdo, nimero e tipo pode variar entre 0s genotipos
de milho. Em hibridos suscetiveis geralmente observam-se inumeras lesdes necroéticas
(HUFF; AYERS; HILL, 1988; LIPPS; THOMISON; PRATT, 1996), enquanto que, em



hibridos moderadamente resistentes, as lesdes sdo cloréticas (AYLOR, 1990; RUPE;
SIEGEL; HARTMAN, 1982).

As lesdes causadas por C. sorghi var. maydis sdo geralmente pequenas, sempre
circundadas por halos cloréticos e com presenca de pequena quantidade de esporos, uma vez
que o patdgeno apresenta pouca eficiéncia na colonizacdo dos tecidos foliares (CHUPP, 1953;
LATTERELL; ROSSI, 1983; WARD et al., 1999) .

2.2.3 Etiologia

Até recentemente, considerava-se que a cercosporiose do milho era causada
primariamente pela espécie C. zeae-maydis Tehon & E. Y. Daniels (teleomorfo:
Mycosphaerella sp.), havendo ainda outra espécie associada a doenca, C. sorghi var. maydis
Ellis & Everth., supostamente de menor importancia (CARSON, 1999). Também, por algum
tempo, foi aceito que C. zeae-maydis tratava-se de um complexo constituido de espécies
siblings, ou seja, espécies morfologicamente similares, porém reprodutivamente isoladas, as
quais foram denominadas de grupos | e Il (WANG; LEVY; DUNKLE, 1998; DUNKLE;
LEVY, 2000; GOODWIN; DUNKLE; ZISMANN, 2001). Esses grupos foram posteriormente
considerados espécies distintas, em que C. zeae-maydis foi circunscrita pelas caracteristicas
genotipicas e fenotipicas apresentadas pelo Grupo I, e uma nova espécie foi circunscrita com
base nas caracteristicas do Grupo Il, a qual foi dado o nome de C. zeina Crous & U. Braun
(CROUS et al., 2006). A distincdo das espécies C. zeae-maydis e C. zeina foi consubstanciada
por andlise filogenética de sequéncias de DNA da regido 1TS-5.8S rDNA e de segmentos dos
genes que codificam as proteinas histona-3 (H3), fator de elongag¢do 1o (TEF), actina (ACT) e
calmodulina (CAL), a qual mostrou que isolados dessas espécies se agruparam em clados
distintos.

Ainda segundo Crous et al. (2006), C. zeina apresenta conidiéforo curto e conidio
fusiforme, enquanto que C. zeae-maydis apresenta conidioforo longo e conidio obclavado-
subcilindrico. Além disso, C. zeina cresce mais lentamente em meio de cultura e ndo produz o
pigmento purpura associado a toxina cercosporina, o qual é tipico para C. zeae-maydis.
Adicionalmente, as manchas foliares causadas por C. zeae-maydis sdo oblongas, formando
faixas ou manchas irregulares, de coloracéo cinza a marrom, com forma e tamanho variavel e
com bordas estreitas marrons. Ja as lesGes causadas por C. zeina sdo confinadas entre as

nervuras, apresentando 2-3 mm de largura e 5-40 mm de comprimento, coloragéo cinza claro



a marrom palha, com bordas indistintas e cloréticas nas lesdes jovens. O estudo de Crous et
al. (2006) também mostrou a ocorréncia do que pode tratar-se de uma nova espécie
filogenética de Cercospora na Africa do Sul, cuja relevancia deve ser melhor entendida.

Assim, a luz das informacdes disponiveis, em lesdes de cercosporiose no milho podem
ser encontradas as trés espécies de Cercospora ja descritas, C. zeae-maydis, C. zeina e C.
sorghi var. maydis, e uma espécie filogenética ainda ndo descrita formalmente (CROUS et
al.,, 2006). No entanto, o impacto de C. sorghi var. maydis sobre a cercosporiose &
desconhecido (CARSON; GOODMAN; WILLIAMSON, 2002). As informacbes sobre
patogenicidade sdo mais consistentes apenas para C. zeae-maydis e C. zeina, enquanto que as
informacgdes sobre a patogenicidade para C. sorghi var. maydis no milho sdo contraditorias,
havendo duvidas se essa espécie € mesmo patogénica ao milho ou trata-se apenas de uma
espécie que coloniza o tecido lesionado pelas outras espécies (CARSON, 1999; CARSON;
GOODMAN; WILLIAMSON, 2002; CROUS et al., 2006).

Em relagdo as caracteristicas morfoldgicas, C. zeae-maydis apresenta conidiéforo
pequeno a moderadamente grande, fasciculados (3-14), divergentes, ereto, subcilindrico a
flexuoso, distintamente geniculado-sinuoso, ndo ramificado, dimensdes de 40-180 x 4-8 um,
(0) 1-8 septos, coloracdo olivaceo-palha a castanho médio, paredes finas e lisas. Conidios
solitarios, obclavado-subcilindrico, dimensdes 30-100 x 4-9 um, 1-10 septos, coloragdo
hialina, paredes finas e lisas, apice obtuso, base obcénica truncada, hilo pouco espesso e
escuro. Enguanto que, C. zeina apresenta conidiéforos agregados (3-20), semidensos,
divergentes, ereto, subcilindrico a flexuoso, distintamente geniculado-sinuoso, néo
ramificado, dimensdes de 40-100 um, 1-5 septos, de coloracdo olivaceo-palha a castanho
médio, paredes finas e lisas. Conidios solitarios, fusiformes 40-100 x 6-9 um, 1-10 septos,
coloracdo hialina, paredes finas e lisas, apice subobtuso e base subtruncada, hilo espesso,
escuro e refrativo (Crous et al., 2006). J& C. sorghi var. maydis € bem distinta das demais
especies, apresenta conidioforos com coloragcdo marrom escuro a olivaceo-palha, estreito na
ponta, irregular na largura, ndo ramificado, dimensfes 20-150 x 3-5,5 pm, multiseptados.
Conidios quase cilindricos, reto a moderadamente curvado, dimensfes 300 x 2-5,5 um, base
truncada (CHUPP, 1953). No entanto, critérios morfoldgicos ndo sdo suficientes para
diferenciacdo taxondmica de C. zeae-maydis e C. zeina (WANG et al., 1998).Essas
caracteristicas podem ser utilizadas para distinguir de C. sorghi var. maydis (LATTERELL,;
ROSSI, 1983; KOSHIKUMO, 2011).



A distribuicdo geogréfica das espécies de Cercospora spp. em regides produtoras de
milho ocorre de forma diferente. Cercospora zeae-maydis tem sido a espécie predominante
nos EUA e ocorrendo em outras partes do mundo como México, enquanto que C. zeina é
predominante nos paises da Africa e estd presente também no leste dos EUA (WANG;
LEVY; DUNKLE, 1998; DUNKLE; LEVY, 2000; GOODWIN; DUNKLE; ZISMANN,
2001; OKORI et al., 2003; SHIM; DUNKLE, 2005; MEISEL et al., 2009; KINYUA et al.,
2010). Ja no Brasil, num estudo envolvendo a analise de 69 isolados, verificou-se a ocorréncia
de C. zeina em S&o Paulo, Minas Gerais, Goias e Parana; de C. zeae-maydis na Bahia, Minas
Gerais e S8o Paulo; e de C. sorghi var. maydis em Sdo Paulo (BRUNELLI et al., 2008). Outro
estudo mais recente, envolvendo 106 isolados coletados em sete municipios de Minas Gerais,
mostrou que 75% dos isolados eram da espécie C. sorghi var. maydis, 14% de C. zeae-maydis
e 11% de C. zeina (KOSHIKUMO, 2011).

Informacdes sobre variabilidade patogénica sdo mais consistentes apenas para C.
zeae-maydis e C. zeina, sendo verificadas variagbes na agressividade entre as espécies.
Dunkle; Carson (1998), Carson; Goodman; Williamson et al. (2002), verificaram uma
variacdo significativa em agressividade dentro de cada grupo genético, mas ndo entre 0s
grupos e verificaram também uma pequena, mas significativa interacdo entre isolado e
hibrido. No entanto, Mathioni et al. (2006), verificaram que isolados de C. zeae-maydis Grupo
Il (atualmente C. zeina) sdo mais agressivos do que isolados de C. zeae-maydis Grupo |
(atualmente C. zeae-maydis) e ainda observaram diferenca dentro de cada grupo. Ja as
informacBes sobre a patogenicidade C. sorghi var. maydis no milho sdo contraditérias,
havendo duvidas se essa espécie € mesmo patogénica ao milho ou trata-se apenas de uma
espécie que coloniza o tecido lesionado pelas outras espécies (CARSON, 1999; CARSON;
GOODMAN; WILLIAMSON, 2002; CROUS et al., 2006).

Nos ultimos anos, a realizacdo de estudos sobre a diversidade de espécies de
Cercospora associadas a cercosporiose do milho foi facilitado pela existéncia de protocolos
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com oligonucleotideos (primers) espécie-
especificos para C. zeae-maydis, C. zeina e Cercospora sp. (CROUS et al., 2006). Também,
aumentou a disponibilidade de informagcfes moleculares sobre espécies de Cercospora no
GenBank, permitindo a identificacdo indireta de isolados, mediante comparacGes de
sequéncias de DNA de porc¢des de genes ou regides do genoma que sdo informativas sobre a
filogenia do género Cercospora, (WANG; LEVY; DUNKLE, 1998; TESSMANN et al.,
2001; GOODWIN; DUNKLE; ZISMANN, 2001; CROUS et al, 2006). Da mesma forma,
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diversos estudos tém gerado informacgBes muito validas em relacdo a caracterizagdo fenotipica
de isolados de Cercospora associados a cercosporiose, & producdo de conidios em cultura
para serem utilizados como inoculo e a métodos de inoculacdo e avaliacdo da agressividade
de isolados em casa de vegetagdo e no campo (BAIR; AYRES, 1986; CARSON;
GOODMAN; WILLIAMSON, 2002; ASEA et al., 2005; BRUNELLI et al., 2008; CROUS et
al., 2006; MATHIONI et al., 2006; KOSHIKUMO, 2011).

O significado bioldgico do envolvimento de mais de uma espécie de Cercospora na
cercosporiose do milho ainda ndo estd muito claro. Segundo Crous; Groenewald (2005) e
Crous et al. (2006), algumas espécies desse género tém a habilidade de colonizar plantas
hospedeiras diferentes daquelas que sdo consideradas suas hospedeiras primarias. Assim,
essas espécies passam a colonizar (jump) outros hospedeiros como um colonizador
secundario, o qual esporula em lesbes causadas pelo colonizador primario.

A importancia de se obterem informacGes sobre a diversidade de espécies de
Cercospora e sua variabilidade patogénica nas regides produtoras de milho consiste na
possibilidade de investigacdo da biologia do patégeno e na busca de genes resistentes a

doenca em programas de melhoramento.

2.2.4 O género Cercospora, conidiacdo microciclica e producao de cercosporina

O género Cercospora Fresen. (1863) € um nome anamorfico (mitosporico) de
Mycosphaerella (Reino Fungi, Filo Ascomicota, Classe Dothidiomycetes, Ordem
Capnodiales, Familia Mycosphaerellaceae) (KIRK et al., 2008). Esse género representa um
grande e diversificado grupo de patdgenos de plantas, que estdo distribuidos em todo o mundo
e infecta uma vasta gama de hospedeiras, sendo mais de 3.000 espécies identificadas
(POLLACK, 1987).

Muitas espécies de Cercospora e outros fungos podem usar conidiagdo microciclica
como um mecanismo de sobrevivéncia quando as condi¢fes sdo desfavoraveis para o
crescimento vegetativo. Fatores como seca, reduzida nutricdo, mudanga de pH, pouca
umidade e temperatura podem influenciar neste processo (ROSSIER; TON-THAT,
HARTMAN, 1977; FERNANDEZ; GLAWE; SINCLAIR, 1991; HANLIN, 1994). E neste
processo, a producédo de conidios (conidios secundarios) ocorre ap0s a germinacao de esporos,
na auséncia da fase intermediaria do crescimento vegetativo (HANLIN, 1994; ULLOA;
HANLIN, 2000), para esporos sexuais tal processo ndo é observado (HANLIN, 1994).
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O fendbmeno tem sido descrito para uma variedade de fungos, incluindo patégeno de
plantas dos géneros Aspergillus, Claviceps, Colletotrichum, Cercospora (ANDERSON;
SMITH, 1971; RATHAIAH, 1977; BANDYOPADHYAY et al.,, 1990; FERNADEZ;
GLAWE; SINCLAIR, 1991; LEANDRO et al., 2001; LAPAIRE; DUNKLE, 2003). Em
Cercospora zeae-maydis o0 processo de conidiacdo microciclica foi relatado pela primeira vez
por Lapaire; Dunkle (2003), que verificaram a producdo de esporos secundarios por terem
submetidos conidios a estresse nutricional. Brunelli (2004), relatou a presenca deste fenémeno
para C. zeae-maydis grupo | (atualmente C. zeae-maydis) e auséncia para grupo Il (atualmente
C. zeina). Intensa producdo de microconidios foi observada por Lapaire; Dunkle (2003),
quando inocularam esporos de C. zeae-maydis em tricomas de soja, 0 que pode ser uma
alternativa de permanéncia do in6culo na area, mesmo sem a presenca do hospedeiro.

A producdo de conidios secundarios por fungos patogénicos de plantas é significativa
apenas se existir um mecanismo eficiente de libertacdo e de dispersao desses conidios. Como
Cercospora spp. produz conidios em conidiéforos eretos na superficie foliar e sdo facilmente
disperso pelo vento (LATTERELL; ROSSI, 1983), os conidios secundarios podem destacar
dos conidioforos através de pequenas turbuléncias de ar, resultando na dispersdo de mais
conidios (MEREDITH, 1973).

Muitos fungos fitopatogénicos produzem metabdlitos secundarios de baixo peso
molecular, que tem papel significante na interacio planta-patgeno (YODER, 1980). E o caso
da cercosporina, produzida por muitas espécies de Cercospora (ASSANTE et al., 1977,
FAJOLA, 1978; LYNCH; GEOGHEGAN, 1979), como C. zeae-maydis, 0 agente causal da
cercosporiose em milho (CARSON; GOODMAN; WILLIAMSON, 2001; BRUNELLI,
2004; CROUS et al., 2006; KOSHIKUMO, 2011). A cercosporina, um metabélico secundario
fotoativo que é tdxico a um amplo espectro de organismos, portanto ndo especifica e nédo
seletiva (DAUB, 1982; BATCHVAROVA; REDDY; BENNETT, 1992; DAUB;
EHRENSHAFTM, 2000).

A cercosporina esta incluida no grupo quimico das perilenequinonas e sua producéo
ocorre via rota dos policetideos, (condensagdo das moléculas de malonato e acetato) (DAUB,;
EHRENSHAFTM, 2000; DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005: CHOQUER et al., 2005). A
principal caracteristica do grupo é a capacidade de absorver energia luminosa. Na presenca de
luz, a cercosporina torna-se excitada sendo capaz de reagir com outras moléculas. O principal
alvo da reacao é o oxigénio. Esse, ao reagir com a cercosporina, é convertido em espécies de

oxigénio reativo, incluindo oxigénio singleto (*O,) e radicais superéxidos (O,), altamente
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toxicas por danificarem componentes celulares, como lipidios, proteinas e acidos nucléicos
(DAUB; BRIGGS, 1983), danificando a integridade da membrana celular, desordenando a
estrutura citoplasmatica e ocasionando a morte celular (FAJOLA, 1978; DAUB, 1982).

Pode-se detectar a cercosporina em cultivo in vitro de Cercospora spp. (DAUB;
EHRENSHAFT, 2000) ou partir-se de tecidos lesionados de plantas infectadas (ROBESON;
JALAL, 1993). A producdo de cercosporina in vitro é fortemente influenciada pela
composicdo do meio de cultura, temperatura, luz, e taxa de C:N e as condi¢des 6timas sao
especificas para cada isolado. O cultivo desses fungos em meio de cultura e sob regime de alta
luminosidade provoca a liberagdo da toxina no meio, sendo observada pela formacgédo da
coloragéo purpura (JENNS; DAUB; UPCHURCH, 1989).

Vaérios trabalhos apontam que a cercosporina desempenha um papel critico na
patogenicidade de Cercospora spp. (BALIS; PAYNE, 1971; MELOUK; SCHUH, 1987;
DAUB; EHRENSHAFT, 2000; DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005; DAUB; CHUNG, 2007)
e funciona como fator de viruléncia do patégeno (STEINKAMP et al., 1981). A evidéncia
mais convincente para o envolvimento de cercosporina na patogenicidade foi mostrada por
Upchurch et al. (1991). Os autores verificaram que trés isolados mutantes de C. kikuchii
produziram menos que 2% da cercosporina e foram capazes de infectar plantas, porém foram
menos agressivos em relagcédo aos isolados com producéo normal de cercosporina.

Alguns estudos demonstraram que C. zeina ndo consegue produzir cercosporina in
vitro, quando comparados a C. zeae-maydis ou C. sorghi var. maydis (CARSON;
GOODMAN; WILLIAMSON, 2002; CROUS et al., 2006; BRUNELLI et al., 2008:
KOSHIKUMO, 2011). A falta de producéo in vitro ndo pode ser tomada como evidéncia
definitiva de que um isolado ndo pode produzir cercosporina, esta diferenca pode estar
relacionada a necessidade de diferentes condi¢cdes ambientais para a expressao dos seus genes
(STEINKAMP et al., 1981; JENNS; DAUB; UPCHURCH, 1989).

2.2.5 Epidemiologia e manejo da cercosporiose no milho

As lesbes resultantes da infeccdo inicial produzem conidios que sdo disseminados
pelo vento ou por respingos de chuva, indo infectar novas folhas de milho (SHURTLEFF,
1980; BECKMAN; PAYNE, 1982; CASELA; FERREIRA, 2003) e ndo ha evidéncias de que
essa doenca seja transmitida por sementes (NAZARENO; LIPPS; MADDEN, 1992; 1993;

CARSON, 1999). A germinacéo de conidios de C. zeae-maydis quando inoculadas em plantas
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de milho e mantidas a temperatura ambiente ocorrem dentro de 24 horas. O crescimento do
tubo germinativo é favorecido por longos periodos de umidade relativa do ar proxima a 100
%, sendo reduzido na presenca de agua livre na superficie da folha. CondicGes de alta
umidade, temperaturas entre 22 a 30 °C, presenca do hospedeiro susceptivel e do inoculo
associadas com chuvas frequentes na fase de florescimento e enchimento de gréos séo fatores
considerados determinantes para a infeccdo e desenvolvimento da lesdo (CASELA,
FERREIRA, 2003; PEREIRA; CARVALHO; CAMARGO, 2005). Nao ha necessidade de
periodos continuos de alta umidade relativa do ar para a ocorréncia de infeccdo, uma vez que
0 patégeno pode permanecer latente por um periodo de 14 a 28 dias (WARD et al., 1999).

Cercospora zeae-maydis apresenta alta capacidade de producdo de esporo, fazendo
com que haja um aumento no nimero de lesdes. Fatores como quantidade inicial do in6culo
ou de doenca, taxa de reproducdo do patégeno em um mesmo ciclo da cultura e quantidade de
tecido sadio na planta sdo fundamentais para determinar a taxa de progresso da doenca. O uso
crescente da pratica da semeadura direta, plantio de segunda época e cultivo irrigado
permitindo que o patdgeno sobreviva nos restos culturais sobre a superficie do solo, contribui
para o surgimento de epidemias severas (FANTIN et al., 2001; CASELA; FERREIRA, 2003).

O manejo integrado da cercosporiose no milho inclui as préticas que podem ser Uteis
no controle da doenca, através da prevencdo e da reducdo de sua taxa de desenvolvimento.
Tais préaticas podem incluir alternativas que contribuam para a reducdo da quantidade de
indculo inicial, como a rotacdo de culturas ou para a reducdo da taxa de desenvolvimento da
doenca, como o uso de hibridos resistentes e aplicacdo de fungicidas (WARD et al., 1999;
REIS; CASA; BRESOLIN, 2004; CASELA; FERREIRA; PINTO, 2006).

N&o obstante a resisténcia genética ser o método mais importante e desejavel para o
controle de cercosporiose, a obtencdo de gendétipos geneticamente resistentes a doenca tem
sido dificultado devido ao fato de que a resisténcia oligogénica dominante ndo tem
apresentado grande estabilidade. Por outro lado, a resisténcia que se mostra mais estavel é
regulada por um pequeno numero de loci quantitativos, o que torna mais dificil sua
transferéncia (CASELA; FERREIRA, 2003). Diversos programas de melhoramento genético
de milho buscam o desenvolvimento de genotipos de milho com niveis mais elevados de
resisténcia genetica a cercosporiose, enfatizando a incorporacdo de resisténcia genética
quantitativa (ASEA et al., 2005; JULIATTI et al., 2009; POZAR et al., 2009; VIEIRA et al.,
2011).
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A utilizacdo de fungicidas quimicos no controle da doenca tem sido crescente no
Brasil e em outros paises (PINTO; ANGELIS; HABE, 2004; BRADLEY; PEDERSEN,
2011). Apesar de alguns fungicidas quimicos pertencentes aos grupos benzimidazois, triazdis,
estrobilurinas fornecerem eficacia no controle da cercosporiose (WARD; NOWELL, 1998;
MUNKVOLD et al., 2001; JARDINE; LACA-BUENDIA, 2009, BRADLEY; PEDERSEN,
2011), a adogdo dessa préatica tem se mostrado economicamente vidvel principalmente em
lavouras bem conduzidas e com bom potencial produtivo, sobretudo quando instaladas em
area de risco de epidemias (FANTIN, 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e obtencéo dos isolados

Para o estudo de ocorréncia de espécies de Cercospora em diferentes regides
produtoras de milho dos estados de Goids e Parana, amostras de 4 a 5 folhas de milho com
sintomas de cercosporiose foram coletadas aleatoriamente em lavouras de 4 municipios do

Estado de Goias e de 17 municipios do Estado do Parana (Figura 1), durante a safra agricola

de 2011/2012.
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Figural. Locais de coleta de amostras de folhas de milho com sintomas de cercosporiose no
Estado de Goias: Formosa (1); Montividiu (2); Rio Verde (3) e Santa Helena de Goias (4), e
no Estado do Parana: Terra Boa (5); Goioeré (6); Peabiru (9); Ourizona (10); Engenheiro
Beltrdo (11); Terra Boa (12); Floresta (13); Maringa (14); Apucarana (15); Bela Vista do
Paraiso (16); Sertanopolis (17); Sertaneja (18); Assai (19); Leopolis (20); Jataizinho (21);
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No estudo de distribuicdo espacial de espécies de Cercospora em lavouras de milho,
na safra agricola de 2011/2012, foram selecionadas duas lavouras de milho no Estado de
Goiés, nos municipios de Montividiu e Rio Verde, e uma lavoura no Estado do Parana, no
municipio de Maringa. Em cada uma dessas lavouras foi demarcado aleatoriamente uma area
de aproximadamente 1 hectare, o qual foi dividido visualmente em 25 quadros de 20 m x 20
m (400 m?) (Figura 2). Em cada quadro foram coletadas, aleatoriamente, folhas com sintomas
de cercosporiose de plantas diferentes. Na area de Montividiu foram coletadas 2 folhas por
quadro, originando 43 isolados monoconidiais, na area de Rio Verde foram coletadas 4 folhas
por quadro, originando 89 isolados e na area de Maringa foram coletadas 5 folhas por quadro,

originando 120 isolados.

20 m
<>

20 miI:

Figura 2. Esquema da amostragem para o estudo da distribuicdo espacial. Em cada quadro de
20 m x 20 m foram coletadas de 2 a 5 folhas de milho com sintomas de cercosporiose de
plantas diferentes.

Para o isolamento do fungo, segmentos de folhas de milho contendo sintomas de
cercosporiose foram desinfectadas superficialmente mediante lavagem em agua corrente,
seguida pela imersdo em alcool 70 % por 20 segundos e em hipoclorito de sédio a 1 % por 40
segundos. Posteriormente, os segmentos de folha foram enxaguados em agua destilada e
esterilizada e secados em papel absorvente esterilizado. Os segmentos de folhas foram entdo
transferidos para caixa Gerbox contendo trés camadas de papel filtro previamente

esterilizadas e umedecidas com agua destilada e esterilizada (Figura 3). Apds o periodo de 24
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horas, no qual a caixa gerbox contendo os segmentos de folha foi mantida fechada, formando
uma cdmara Umida e com isso favorecendo a esporulagdo. Em seguida, foram coletados
conidios com auxilio de uma agulha fina, os quais foram transferidos para tubo de ensaio
contendo 3 mL de agua destilada estéril. Apos leve agitacdo do tubo contendo a suspensao de
esporos, uma fragdo de 1 mL, da mesma suspensdo foi espalhada em placas de petri contendo
meio de cultura agar-agua 2 % e incubadas em camara de crescimento no escuro de forma
inclinada, sob temperatura de 23-25 °C, por 18 a 24 horas. Apos incubacédo, com o auxilio de
microscopio-esterioscopio e agulha histoldgica, fragmentos do meio de cultura agar-agua,
contendo apenas um conidio germinado foram transferidos para tubo de ensaio com meio de
cultura BDA (200 g de batata, 20 g de dextrose e 16 g de agar) e incubados em camara de
crescimento a 23-25 °C sob luz negra e fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro por 7
dias.

Os isolados foram preservados a 4 °C, utilizando-se o método de crescimento em
tubo de ensaio com o meio BDA, com adicdo de 6leo mineral. A colecdo dos isolados

encontra-se no Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade Estadual de Maringa.

Figura 3. Detalhe da camara imida em placa gerbox contendo segmentos de folhas de milho
apresentando sintomas de cercosporiose (A) e visualizacdo da inducdo da producdo de
conidios de Cercospora sp., sobre o tecido necrosado da folha (B).
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3.2 Identificacdo de espécie por PCR e caracterizacao filogenética

Para extracdo de DNA gendmico dos isolados deste estudo utilizou-se o protocolo
descrito por Doyle; Doyle (1987), com modificacGes. Primeiramente, obteve-se massa
micelial dos isolados e, para isso, os mesmos foram cultivados em placas de Petri contendo o
meio de cultura VV8-agar (160 mL de VV8® Campbell Soup Company, 3 g CaCOs, 16 g Agar e
840 mL agua destilada) durante 7 dias, a temperatura de 25 £ 2 °C, sob luz negra continua.
Apbs o periodo de incubacdo, a massa micelial foi raspada da superficie do meio e transferida
para microtubos de 1,5 mL, os quais foram armazenados a -20 °C. Para extracdo de DNA, 0
micélio foi triturado em nitrogénio liquido, em um gral com pistilo e, aproximadamente o
equivalente a 200 pL de micélio triturado foi transferido para microtubos de 1,5 mL, no qual
foi adicionado 700 pL de tampao CTAB (2 % CTAB; 1,4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI (pH
8,0); 20 MM EDTA (pH 8,0)) e 15 uL de B-mercaptoetanol. Os tubos foram mantidos a 65 °C
por 15 minutos em banho-maria a seco, seguido de extracdo com solvente organico mediante
a adicdo de 500 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Apos centrifugagdo a 11.000
rpm por 10 minutos, 600 uL do sobrenadante foi transferido para novo microtubo no qual
adicionou-se 5 uL. de RNAse na concentragdao de 20 mg/mL, seguido de incubag@o em banho-
maria a 37 °C por 30 minutos. Para a precipitacdo do DNA adicionou-se 500 uL de
1sopropanol e 250 pL de acetato de amonio 7,5 M. Apos centrifugacao a 11.000 rpm por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 100 pL de etanol 70 %. O
pellet foi ressuspenso em 50 uL de tampao TE (10 mM Tris-HCI (pH 7,5); 0,1 mM EDTA).
As amostras de DNA foram mantidas a -20 °C. A qualidade do DNA das amostras foi
avaliada mediante a corrida das amostras em gel de agarose 1 %.

Para a identificacdo da espécie com primers com especificidade para C. zeina, C.
zeae-maydis e Cercospora sp., utilizaram-se os protocolos de PCR desenvolvidos por Crous
et al. (2006). Neste protocolo, os primers CylH3F e CylH3R s&o utilizados como primers
externos e seus produtos de amplificacdo também atuam como controle positivo, e 0s primers
CzeinaHist, CzeaeHist e CmaizeHist atuam como primers internos e especificos para as
espécies C. zeina, C. zeae-maydis e Cercospora sp., respectivamente (Tabela 1). O volume
das reacdes de amplificacdo foi de 25 pL, contendo: 1 uL de DNA gendmico (150-300 ng), 10
X PCR buffer, 50 mM MgCl,, 1 mM dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1 mM do primer
CylH3F, 1 mM do primer CylH3R, 1mM do primer espécie-especifico e 1 U de Taq

polymerase. As reacdes de amplificagdo foram conduzidas em termociclador Tpersonal

18



Whatman Biometra. O protocolo de amplificagdo foi de 1 ciclo inicial de 5 minutos a 94 °C
(desnaturacdo inicial), seguido de 15 ciclos de 20 segundos a 94 °C (desnaturacdo), 30
segundos a 58 °C (anelamento), 40 segundos a 72 °C (extensdo), bem como 25 ciclos de 20
segundos a 94 °C (desnaturacdo), 30 segundos a 55 °C (anelamento), 40 segundos a 72 °C
(extens&o) e um ciclo final de 5 minutos a 72 °C (extensao final).

A identificagdo molecular dos dois isolados de C. sorghi var. maydis obtidos no
estudo foi realizada mediante amplificacdo por PCR de um segmento da regido ITS-gene 5.8S
do rDNA, com os primers ITS1 e ITS4 (Tabela 1), sequido de sequenciamento e comparacao
das sequéncias obtidas com sequéncias de Cercospora disponiveis no GenBank (BLAST
search). Este procedimento foi repetido também para isolados representativos das espécies C.
zeina e C. zeae-maydis (16 e 6 isolados, respectivamente), visando confirmar a identificacdo
molecular dessas espécies realizada com primers espécie-especificos. O volume final e as
concentragOes dos reagentes utilizados nas reagdes de amplificagdo por PCR foram as
mesmas descritas por White et al. (1990). As condicGes de PCR para a amplificacdo do
segmento da regido ITS-gene 5.8S rDNA foram as seguintes: 1 ciclo inicial de 2 minutos a
94 °C (desnaturacdo inicial), seguido de 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C (desnaturacdo), 1
minuto a 52 °C (anelamento), 2 minutos a 72 °C (extenséo) e um ciclo final de 5 minutos a 72
°C (extensdo final). Os fragmentos amplificados foram purificados com kit ExoStar (GE
Healthcare UK Limited), segundo o protocolo estabelecido pelo fabricante. O sequenciamento
de DNA das amostras foi realizado no Centro de Estudos do Genoma Humano da
Universidade de Sdo Paulo. Essas sequéncias foram editadas com o programa BioEdit 7.0.9.

Isolados representativos das espécies C. zeina, C. zeae-maydis e C. sorghi var.
maydis obtidos neste estudo foram caracterizados filogeneticamente, incluindo-se na anélise
das sequéncias de DNA da regido ITS-gene 5.8S do rDNA de isolados, dessas espécies que
estdo depositadas no GenBank. Para isso, as sequéncias de DNA dos isolados deste estudo
foram alinhadas entre si e com sequéncias de DNA de isolados representativos das espécies C.
zeina, C. zeae-maydis e C. sorghi var. maydis do GenBank com o programa BioEdit 7.0.9, e 0
conjunto de dados foi submetidos a andlise filogenética com o programa PAUP *4.0,
utilizando-se 0 método de maxima parcimonia. Os ramos das arvores foram estatisticamente

testados pelo método bootstrap, com 1000 repetigdes.
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Tabela 1. Descri¢do dos primers utilizados na identificacdo e sequenciamento das espécies
de Cercospora spp.

Primer Sequéncia 5°-3° Espécie alvo (pb)* Referéncias

CylH3F agg tcc act ggt ggc aa
99 99t 99c aag ] 389  Crous et al. 2006
CylH3R tgg atg tcc ttg gac tg

CzeinaHist  tcg agt ggc cct cac cgt C. zeina 284  Crous et al. 2006
CzeaeHist tcg act cgt ctt tca ctt g C. zeae-maydis 284  Crous et al. 2006
CmaizeHist  tcg agt cac ttc gac ttc ¢ Cercosporasp. 284  Crous et al. 2006
ITS1 tcc gta ggt gaa cct gcg ¢ -

500  White et al. 1990
ITS4 tcc tce get tat tga tat gc -

T Pares de bases

3.3 Caracterizacao fenotipica

3.3.1 Caracteristicas culturais

Para determinacgdo da cor das colénias e a producdo de pigmentacdo purpura pelos
isolados, discos de micélio de 5 mm de diametro foram transferidos para placas com meio
BDA, as quais foram incubadas a 25 + 2 °C, sob dois tipos de luz (branca e negra), com
fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro, por 21 dias.

A taxa de crescimento micelial foi determinada sob dois tipos de luz (branca e
negra). Para isso, discos de micélio de 5 mm de didmetro foram transferidos para placas de 6
cm de diametro contendo BDA e incubadas em temperatura de 25 + 2 °C com fotoperiodo de
12 horas luz e 12 horas escuro. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, no
esquema fatorial 24X2, sendo 24 isolados e 2 tipos de luz (branca e negra) com repeticoes.
Cada unidade experimental foi constituida por uma placa de 6 cm de diametro contendo meio
de cultura BDA.

Para a avaliacdo da taxa de crescimento micelial foram realizadas trés medi¢bes do
diametro das coldnias com sete, quatorze e vinte e um dias de crescimento. As medicoes
ocorreram em dois eixos perpendiculares da placa. Com auxilio de um paquimetro eletrdnico
digital, obteve-se a média de cada repeticdo. Em seguida determinou, para cada isolado, o
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) segundo a formula de Maguire (1962)
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adaptada por Oliveira (1991): IVCM=}(D-Da)/N, em que IVCM = indice de velocidade de
crescimento micelial, D = didmetro médio atual, Da = didmetro medio do dia anterior, e N =
numero de dias apos a incubacdo. O experimento foi repetido duas vezes.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as medias dos tratamentos foram
comparadas empregando-se o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade com auxilio do
programa SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.3.2 Caracteristicas morfologicas

Laminas contendo estruturas reprodutivas dos isolados de Cercospora spp foram
preparadas para observacdo ao microscépio 6tico, sob aumento de 400 X. As imagens
observadas ao microscopio foram capturadas por uma camera de video (Moticam 2000) e as
dimensdes de conididforos e conidios foram determinadas com a anélise da imagem digital.
Com auxilio do Programa Motic Images Plus 2.0, avaliou-se o comprimento e a largura de 50
conidios e conidioforos e 0 numero de septos dos conidios de isolados de Cercospora sp. cuja

espécie foi identificada previamente por métodos moleculares.

3.3.3 Caracterizacdo da patogenicidade das espécies de Cercospora e comparacgdo da
agressividade de isolados

Nesse experimento foram avaliados isolados, representativos das espécies C. zeina, C.
zeae-maydis e C. sorghi var. maydis, que foram previamente identificados neste estudo por
PCR ou sequenciamento (Tabela 2). O método de inoculagdo utilizado no ensaio foi de acordo
com o procedimento empregado por Mathioni et al. (2006), com modifica¢Ges. O indculo foi
preparado transferindo-se cinco discos de meio de cultura V8 colonizados pelo fungo para
frascos erlenmeyer de 125 ml, contendo 10 g de sementes de sorgo previamente umedecidas
com 8 mL de &gua destilada e esterilizadas por meio de autoclavagem durante 1 hora a latm.
Os frascos foram mantidos a 25 °C com luz negra continua durante 10 dias.

A inoculacdo nas plantas foi realizada por meio do depdsito de 15 sementes de sorgo
colonizadas pelo patogeno no cartucho de cada planta de milho no estadio vegetativo (V3),
com trés a quatro folhas desenvolvidas (RITCHIE; HANWAY; BENSON, 1993). Apos a
inoculacdo, os vasos foram mantidos em camara Umida sob alta umidade através de irrigacdes

diarias durante 30 dias (Figura 4).
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Tabela 2: Isolados de Cercospora sp. utilizados no estudo da patogenicidade e agressividade
em casa de vegetacao.

Identificacdo do isolado Espécie’ Origem (Municipio/Estado)
FORO1 C. zeae-maydis Formosa/GO
FORO02 C. zeae-maydis Formosa/GO
FORO04 C. zeae-maydis Formosa/GO
FORO08 C. zeae-maydis Formosa/GO
SHG12 C. zeae-maydis Santa Helena de Goias/GO
CTRO3 C. zeina Castro/PR

FORO7 C. zeina Formosa/GO
FTA02 C. zeina Floresta/PR
GOAG65 C. zeina Rio Verde/GO
GOB21 C. zeina Montividiu/GO
RVD16 C. zeina Rio Verde/GO
PRO035 C. zeina Maringa/PR
PR113 C. zeina Maringé/PR
GOI12 C. sorghi var. maydis® Goioére/PR

! Espécies previamente identificadas neste estudo por PCR ou sequenciamento

?|solado utilizado somente no teste de patogenicidade
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Figura 4. Plantas de milho utilizadas no experimento de avaliacdo da agressividade de
isolados de Cercospora spp. (A) e detalhe mostrando o cartucho de uma planta com indculo
de Cercospora sp., constituido por sementes de sorgo colonizada pelo fungo (B).

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no periodo de maio a junho de
2012. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com nove
repeticdes, sendo cada parcela formada por um vaso (30 cm de didmetro por 20 cm de altura)
contendo trés plantas do hibrido moderadamente suscetivel Formula (Syngenta Seeds Ltda).

A avaliacdo foi realizada aos 30 dias apds a inoculacdo, na quinta e na sexta folha de
cada planta. Para tanto, foi tirada um fotografia das folhas sintométicas e com a ajuda do
software Assess 2.0 (American Phytopathological Society) foi quantificada a porcentagem da
area foliar lesionada. Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de comparacao
maltipla de médias (Scott Knott a 5%) com o programa SAS (versdo 8.1 — SAS Institute,
1991) e SISVAR (FERREIRA, 2000).

Ao término do experimento, lesGes dos sintomas induzidos pelos isolados de
Cercospora sp. foram coletadas e colocadas em cAmara Umida para esporulacdo do fungo, em
seguida reisolados. Foram obtidas duas culturas monosporicas para cada isolado. De cada
cultura monoconidial foi feita extragdo de DNA e identificacdo por PCR, conforme descrito

anteriormente, para comprovar a patogenicidade e a espécie.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 ldentificacdo e ocorréncia de espécies de Cercospora no milho em Goias e Parana

O protocolo da reacdo em cadeia da polimerase desenvolvido por Crous et al. (2006),
0 qual emprega primers espécie-especificos, possibilitou a identificacdo das espécies C. zeina
e C. zeae-maydis de isolados obtidos em folhas de milho com lesBes coletadas em Goias e
Parana. A Figura 5 ilustra os resultados obtidos para trés isolados diferentes, representativos
das espécies C. zeina, C. zeae-maydis e Cercospora sp. Na Figura 5A é mostrado os produtos
da reacdo de amplificagcdo com os primers CylH3F, CylH3R e CzeinaHist, observando-se a
presenca de duas bandas na coluna 1, com tamanho de 284 e 389 pb, o que permite identificar
este isolado como C. zeina. Ja na Figura 5B é mostrado os produtos da reacdo de amplificacdo
com os primers CylH3F, CylH3R e CzeaeHist, observando-se também a presenca de duas
bandas na coluna 2, com tamanho de 284 e 389 pb, o que permite identificar este isolado
como C. zeae-maydis. A coluna 3, nas duas figuras, corresponde a identificacdo parcial do
isolado GOI12 de Cercospora sp. E interessante notar que a identificacdo dos isolados GOI12
e GOI13 foi negativa quando foram utilizados primers com especificidade para C. zeina e C.
zeae-maydis, como também, quando foram utilizados primers com especificidade para uma
espécie de Cercospora nao identificada, a qual foi caracterizada como Cercospora sp.
CPC12062 por Crous et al., 2006.

M
—
-

-

Figura 5. Gel de agarose mostrando bandas correspondentes a produtos de PCR com a
utilizacdo dos primers CylH3F, CylH3R e CzeinaHist, especificos para C. zeina (A); e
primers CylH3F, CylH3R e CzeaeHist, especificos para C. zeae-maydis (B). Em que M, é o
marcador de 100pb; 1, 2 e 3, representam os isolados GOA30 de C. zeina, FORO01 de C. zea-
maydis e GOI12 de Cercospora sp. O fragmento de 389 pb presente nas Figuras A e B é
obtido para Cercospora spp (controle positivo) e os fragmentos de 284 pb presentes nas
Figuras A e B correspondem a amplificagdo positiva para C. zeina e C. zeae-maydis,
respectivamente.
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Como ndo foi possivel a identificacdo dos isolados GOI12 e GOI13 com o protocolo
desenvolvido por Crous et al. (2006), esses isolados foram identificados apenas pela
comparacdo das sequéncias de DNA de um fragmento das regides ITS1 e ITS2 e do gene 5.8S
do rDNA desses isolados com sequéncias de espécies de Cercospora disponiveis no
GenBank. Assim, verificou-se que os fragmentos com 506 pares de bases das regides ITS1 e
ITS 2 e gene 5.8S do rDNA desses isolados apresentaram a maior similaridade (99 %) com a
espécie C. sorghi var. maydis, dentre as espécies com informacdes disponiveis no GenBank
(Tabela 3).

A identificacdo molecular de 16 isolados representativos das espécies C. zeina e 6
isolados C. zeae-maydis, 0s quais foram previamente identificados por PCR com primers
espécie-especificos, foi também confirmada pela analise de sequenciamento de DNA das
regides ITS1 e ITS 2 e gene 5.8S do rDNA (Tabela 3), que confirmou a especificidade dos
primers interno-especificos desenvolvidos por Crous et al. (2006).

Tabela 3. Identificacdo de espécies de Cercospora sp., a partir de isolados associados a
mancha foliar do milho no Brasil empregando oligonucleotideos (primers) com
especificidade para C. zeina e C. zeae-maydis e também baseada no maior percentual de
identidade com sequéncias das regifes ITS1 e ITS2 e gene 5.8S do rDNA de isolados de
referéncia de Cercospora do GenBank (506 a 560 pares de bases).

Identificacdo por sequenciamento

Identificacdo com primer

Isolado Espécie de referéncia e

espécie-especifico’ nimero de acesso no |dentidade
GenBank (%)
C. sorghi var. maydis /

GOI12, GOI13 - AF297930 99

FORO07, GOBO06,

GOB20, MOTO1,

GOA30, GOA32,

CR;\?SSZ E'\I'/F[z)(?36 C. zeina C.zeina/ AF291710 99

FTAO02, PR0O35

PR0O57,PR113,

ORZ03, SERO01

FOROL— FOROZ C. zeae-maydis /

FOR04, FORO06, C. zeae-maydis 99

FORO08, SHG12 AF291709

! Protocolo de Crous et al. (2006)
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Este estudo identificou trés espécies de Cercospora associadas a cercosporiose do
milho: C. zeina e C. zeae-maydis e C. sorghi var. maydis. Oriundos de Estado de Goias foram
analisados 75 isolados e a espécie predominante foi C. zeina (90.7 % dos isolados), seguido
de C. zeae-maydis (9.4 % dos isolados) (Tabela 4). No Estado do Parana, foram analisados 74
isolados e a espécie predominante também foi C. zeina (97.3 % dos isolados) em relacdo a C.
sorghi var. maydis (2.7 % dos isolados) (Tabela 5).

No Brasil, um estudo envolvendo a anélise de 69 isolados, verificou-se a ocorréncia
de C. zeina em Séo Paulo, Minas Gerais, Goias e Parana; de C. zeae-maydis em Bahia, Minas
Gerais e Sdo Paulo; e de C. sorghi var. maydis em Sdo Paulo (BRUNELLI et al., 2008). Outro
estudo mais recente, envolvendo 106 isolados coletados em sete municipios de Minas Gerais,
mostrou que 75 % dos isolados eram da espécie C. sorghi var. maydis, 14 % de C. zeae-
maydis e 11 % de C. zeina (KOSHIKUMO, 2011).

Assim, os resultados deste estudo confirmam a ocorréncia de C. zeina em Goiés e no
Parana. Porém, como este trabalho envolveu a andlise de 156 isolados monospéricos, foi

possivel identificar outras espécies associadas a doenca nestes Estados.

Tabela 4. Distribuicdo das espécies C. zeina e C. zeae-maydis em diferentes municipios do
Estado de Goiés, a partir da analise de PCR e denominagdo dos isolados obtidos.

N° de
Municipio _ Espécies Denominacao do isolado
isolados
Rio Verde 42 C. zeina RVDO01 a RvD42
Montividiu 3 C. zeina MOTO01, MOT02, MOTO03
SHGO01 a SHG11,
17 C. zeina
SHG13 a SGH18
Santa Helena de Goiés
C. zeae-
1 ) SHG12
maydis
FORO03, FOR05, FORO07, FORO09,
6 C. zeina
FOR11, FOR12
Formosa
_ FORO01, FOR02, FOR04, FORO06,
6 C. zeae-maydis
FORO08,FOR10
Total 75
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Tabela 5. Distribuicdo das espécies C. zeina e C. sorghi var. maydis em diferentes
municipios do Estado do Parand, a partir da analise de PCR e denominagdo dos isolados
obtidos.

Municipio N"de Espécies Denominagao
isolados do isolado
Apucarana 1 C. zeina APUO1
Assai 1 C. zeina ASS01
Bela Vista do Paraiso 3 C. zeina BVP0la BVP03
Castro 6 C. zeina CTRO1 a CTR06
Engenheiro Beltrdo 1 C. zeina ENBO1
Floresta 5 C. zeina FTAO1 a FTAO5
Goioeré 2 C. sorghi var. maydis GOl12, GOI13
Guarapuava 21 C. zeina GUAO01 a GUA21
Jataizinho 1 C. zeina JATO1
Leopdlis 2 C. zeina LEOO1, LEOO2
Maringa 13 C. zeina MGAO1 a MGA13
Ourizona 3 C. zeina ORZ01a ORZ03
Peabiru 4 C. zeina PEAOL a PEAO4
Sertaneja 5 C. zeina STJO01 a STJO2
Sertanopdlis 2 C. zeina SERO01, SER02
Terra Boa 2 C. zeina TBOO01, TBO02
Terra Roxa 2 C. zeina TROO01, TRO02
Total 74

S&o poucos os estudos publicados sobre a distribuicdo geografica de espécies de
Cercospora nas principais regides produtoras de milho no mundo. Nos EUA, a espécie C.
zeae-maydis (antigo C. zeae-maydis Grupo 1) é considerada dominante e C. zeina (antigo C.
zeae-maydis Grupo Il) foi identificada apenas na regido leste daquele pais (WANG; LEVY;
DUNKLE, 1998; DUNKLE; LEVY, 2000; CROUS et al., 2006). Cercospora zeae-maydis
(antigo C. zeae-maydis Grupo I) também tem sido relatada em areas do México, China e
Canada (DUNKLE; LEVY, 2000; ZHU et al., 2002; GROENEWALD et al., 2012). Na Africa

do Sul, Zambia e Zimbabwe, Malawi, Uganda, Ruanda, apenas C. zeina tem sido encontrada
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associada a lesdes de cercosporiose (DUNKLE; LEVY, 2000; OKORI et al., 2003; CROUS et
al., 2006; MEISEL et al., 2009). No Quénia, C. zeina e C. sorghi var. maydis foram
identificadas a partir de lesdes da doencga (KINYUA et al., 2010).

4.2 Andlise da distribuicao espacial dessas espécies em lavouras de milho dos Estados de
Goias e Parana

Nas trés areas do estudo de destruicdo espacial das espécies verificou-se a ocorréncia
apenas de C. zeina. Em Goias, embora tenha sido encontrada a espécie C. zeae-maydis em
algumas lavouras, essa espécie ndo foi encontrada nas areas de estudo de distribuicéo espacial
de Montividiu e Rio Verde, as quais incluiram 43 e 89 isolados, respectivamente. Da mesma
forma no Parand, embora tenha sido encontrada a espécie C. sorghi var. maydis no municipio
de Goioeré, a mesma ndo foi encontrada na area que foi alvo do estudo de distribuicdo
espacial em Maring4, a qual incluiu 120 isolados.

4.3 Caracterizacdo filogenética de isolados de C. zeina, C. zeae-maydis e C. sorghi var.

maydis

A éarvore filogenética inferida com base nas sequéncias de DNA da regido ITS-5.8S
gene do rDNA mostra que os isolados de Cercospora sp. do milho deste estudo se agruparam
em trés grupos ou clados distintos (Figura 6). O primeiro clado contém 16 isolados de C.
zeina (suporte de bootstrap de 98 %), o segundo clado contém 6 isolados de C. zeae-maydis
(suporte de bootstrap de 89 %) e o terceiro clado reuniu 2 isolados de C. sorghi var. maydis
(suporte de bootstrap de 84 %). Nota-se que na arvore filogenética os dezesseis isolados de C.
zeina, os seis isolados de C. zeae-maydis, e os dois isolados de C. sorghi var. maydis
agruparam-se com sequéncias de strains que sao referéncias dessas espécies.

Um estudo recentemente feito por Groenewald et al. (2012), analisou 360 isolados de
Cercospora, obtidos a partir de 161 espécies de plantas hospedeiras de 49 familias e coletados
em 39 paises, esses isolados foram usados para compilar uma filogenia molecular baseada em
seguimentos da regido ITS do rDNA e dos genes calmodulina (CAL), fator de elongacao
(TEF), Actina (ACT) e histona (HIST), e identificaram 73 espécies diferentes de Cercospora.
A regido ITS apresenta resolugdo limitada para quase todas as espécies de Cercospora e, por

conseguinte, os resultados de outras regides de genes sdo particularmente Uteis para
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comparacdo da estabilidade de clados na analise filogenética. No entando, os autores
concluiram que apenas a regido ITS foi capaz de distinguir C. zeina e C. zeae-maydis do resto

das espécies incluidas. Resultado semelhante foi observado por Crous et al. (2006).

GOBO06
GOB20
RVDO06
RVD16
FORO7
PRO35
PRO57
PR113
GOA30
GOA32
98 | GoAG5 —
MOTO01

CTRO3

FTAO2

SERO1

ORZ03

] AF291710/USA
DQ185082/Africa do Sul
DQ185081/Africa do Sul
EU569223/Africa do Sul
EU569225/Zambia

Cercospora zeina

—| AF291707  Cercospora sorghi
FORO1

FORO2
FORO4

DQ185080/USA
DQ185078/USA
89| DQ185072/USA
AF291709/USA

64\_-{ FOROG

- Cercospora zeae-maydis

FORO8

SHG12

GOI12

84 GOI13
AF297233

AF297232/Quénia

Cercospora sorghivar. maydis

EUS514277
- 0.001 substitutions/site Mycosphaerella thailandica
(outgroup)

Figura 6. Arvore filogenética inferida a partir de sequéncias de DNA das regides 1TS1-5.8S
do rDNA de isolados de Cercospora spp. Os numeros sobre 0s ramos indicam a
porcentagem da analise de bootstrap nas quais as repeticbes foram observadas (1.000
repeticdes). As sequéncias de DNA dos isolados em negrito foram obtidas neste trabalho,
enquanto as demais sequéncias foram obtidas do GenBank (com o nimero de acesso).
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4.4 Caracterizagdo fenotipica de isolados de C. zeina, C. zeae-maydis e C. sorghi var.
maydis

4.4.1 Caracteristicas culturais

Os resultados da caracterizacdo morfoldgica, juntamente com os resultados das
caracteristicas culturais dos isolados, foram concordantes com a identificacdo das espécies
utilizando primers interno-especificos. Portanto, os primers desenvolvidos por Crous et al.
(2006), sao especificos e viaveis para identificacdo de espécies de cercospora no milho.

Tanto em luz branca como sob luz negra as colonias de C. zeina apresentam
coloracdo branca, branca-acinzentada, branca-rosacea, acinzentada ou cinza-avermelhada,
aspecto cotonoso, com bordas irregulares (Figura 7). As coldnias de C. zeae-maydis
apresentam colora¢do branca, branca-acinzentada, branca-rosacea ou cinza-avermelhada,
aspecto também cotonoso, com bordas também irregulares (Figura 8). Cercospora sorghi var.
maydis apresenta colénias de coloracdo branca-acinzentada ou acinzentada, aspecto cotonoso

e com bordas regulares (Figura 9).

Figura 7. Colbnias de C. zeina em meio de cultura BDA. Isolado GOA30(A), Isolado
GOBO06 (B), Isolado CTRO03(C) e Isolado GOAG5 (D).
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Figura 8. Col6nias de C. zeae-maydis em meio de cultura BDA. Isolado FOR01(A), Isolado
FORO8 (B), Isolado FORO02 (C) e Isolado SHG12 (D).

Figura 9. Coldnias de C. sorghi var. maydis em meio de cultura BDA. Isolado GOI13(A) e
Isolado GOI12 (B).

A coloracgdo das colbnias observadas neste trabalho assemelha-se as observadas por
Mpeketula; Saka; Msuku (2003), Crous et al. (2006), Meisel et al. (2009) e Koshikumo
(2011), embora as condi¢es em que os fungos foram mantidos fossem diferentes.

Para alguns isolados de C. zeina e C. zeae-maydis foi verificada a formacdo de
pigmento purpura (Tabela 6). A presenca do pigmento foi observada ao redor da coldnia do

fungo quando este foi cultivado em placa contendo meio BDA e V8 (Figura 10).
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Um aspecto que deve ser melhor estudado é a diferenciagdo entre C. zeina e C. zeae-
maydis com base na producdo de pigmentacdo purpura em meio de cultura, a qual presume-se
tratar-se de cercosporina. Pois de acordo com Crous et al. (2006), C. zeina nao produz tal
pigmentacdo e essa é uma caracteristica utilizada por aqueles autores para a diferenciacao
entre C. zeina e C. zeae-maydis. Este estudo verificou que ambas espécies podem apresentar
isolados que produzem pigmentacdo purpura em meio de cultura. Nesse sentido, Dunkle;
Levy (2000) observaram que alguns isolados africanos de C. zeae-maydis Grupo Il
(atualmente de C. zeina) acumularam pigmento rosa claro, que nédo foi segregado para 0 meio
e analise em espectro de absor¢do do pigmento, extraida com acetona ou KOH, ndo foram
caracteristicos da cercosporina. Assim, estudos mais detalhados devem ser feitos.

Figura 10. Culturas de C. zeina em meio BDA (A) e meio V8 (B) e C. zeae-maydis em meio
BDA (C) e meio V8 (D), com destaque para a presenca do pigmento purpura ao redor das
colonias. Isolado GOA30 (A), isolado FTAO02 (B), isolado FOR01(C) e isolado SHG12 (D).
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Tabela 6. Presenga de pigmentacdo purpura nas col6nias de isolados de C. zeina, C. zeae-
maydis e C. sorghi var. maydis em meios de cultura BDA e V8 na temperatura de 25 + 2 °C
e fotoperiodo de 12 horas.

Presenca de pigmento em meio de

Isolados Espécie i d':aﬂnig?s:(;(géil cultura

BDA V8
CTRO3 C. zeina PCR/Seq - SI°
FORO7 C. zeina PCR/Seq - -
FTAO02 C. zeina PCR/Seq - +
GOA30 C. zeina PCR/Seq + -
GOA32 C. zeina PCR/Seq - -
GOAG65 C. zeina PCR/Seq + -
GOBO06 C. zeina PCR/Seq - -
GOB20 C. zeina PCR/Seq - -
MOTO01 C. zeina PCR/Seq - Sl
ORZ03 C. zeina PCR/Seq + +
PRO035 C. zeina PCR/Seq + Sl
PRO57 C. zeina PCR/Seq + Sl
PR096 C. zeina PCR - SI
PR113 C. zeina PCR/Seq - -
RVDO06 C. zeina PCR/Seq - -
RVD16 C. zeina PCR/Seq - -
RVD36 C. zeina PCR - SI
SERO1 C. zeina PCR/Seq - -
FORO1 C. zeae-maydis PCR/Seq + +
FORO02 C. zeae-maydis PCR/Seq - -
FORO04 C. zeae-maydis PCR/Seq - -
FORO06 C. zeae-maydis PCR/Seq - Sl
FORO08 C. zeae-maydis PCR/Seq - -
SHG12 C. zeae-maydis PCR/Seq + SI
GOI12 C. sorghi var. maydis Seq - -
GOI13 C. sorghi var. maydis Seq - -

T Reacao de cadeia da polimerase (PCR) com primers especificos e/ou sequenciamento da regiéo 1TS-5.8S
genes do rDNA
# Sem informagao
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Verificou-se que as trés espécies de Cercospora no milho apresentaram diferengas
significativas em relagdo a taxa de crescimento micelial sob luz branca e luz negra.
Cercospora sorghi var. maydis apresenta um crescimento micelial mais rapido em relacdo as
outras duas espécies. Cercospora zeina tem crescimento mais lento, sob os dois tipos de luz.
Em geral, sob luz negra proporcionou maior crescimento micelial do que em luz branca
(Tabela 7).

A diferenca no crescimento micelial entre as espécies de Cercospora, também foi
observado por Koshikumo (2011). Segundo o auto, o crescimento mais lento é observado para
C. zeina e que C. sorghi var. maydis e C. zeae-maydis cresce em média trés e duas vezes mais
que C. zeina, respectivamente, quando se transfere conidios ou quando se utiliza micélio.
Kinyua et al. (2010), obtiveram o mesmo resultado, em que C. zeina cresce lentamente,
chegando a até 2 cm de diametro, C. zeae-maydis cresce cerca de 3,5 cm e C. sorghi var.
maydis apresenta crescimento mais rapido, chegando de 5 a 6 cm, quando cultivados a 25 °C
em meio de cultura V8 durante trés semanas.

O fato das espécies apresentarem maior crescimento sob luz negra ocorre porque a
luz regula alguns aspectos da morfogénese dessas espécies, uma vez que luz constante inibe a
germinacdo de esporo, crescimento do tubo germinativo e esporulacdo (Beckman; Payne,
1983). A luz constante estimula o desenvolvimento de conidiéforos, porém inibe a formacéo
de conidios (BLUHM et al., 2008).
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Tabela 7. Taxa de crescimento micelial (mm dia™) de isolados de C. zeina (CZ), C. zeae-
maydis (CZM) e C. sorghi var. maydis (CSM) sob luz branca e luz negra.

] . Tipo de Luz
Isolados Origem Espécie r

Branca Negra
GOI13 Goioére/PR CSM 4.04 Ab 4.74 Aa
GOI12 Goioére/PR CSM 3.76 Ab 4.35 Ba
FORO06 Formosa/GO CzZM 2.65 Ba 2.52 Ca
FORO1 Formosa/GO CzZM 2.36 Ca 2.47 Ca
FORO08 Formosa/GO CzM 2.17Db 2.73 Ca
FORO02 Formosa/GO CZM 2.11 Da 2.35Ca
FORO0O4 Formosa/GO CzZM 2.07 Da 2.15 Ca
ORZ03 Ourizona/PR Cz 1.87 Eb 2.17 Da
SERO01 Sertaneja/PR Cz 1.75Eb 2.46 Ca
GOB20 Montividiu/GO Cz 1.65EDb 1.07 Ha
GOA30 Rio Verde/GO Cz 1.58 Eb 2.38 Ca
RVD16 Rio Verde/GO Cz 1.51Fb 1.83 Ea
GOA32 Rio Verde/GO Cz 1.49 Fb 0.91 Ha
SHG12 Santa Helena de Goias/GO CzM 1.30 Fb 2.12 Da
FTAO02 Floresta/PR Cz 1.22 Fb 151 Fa
PR0O35 Maringa/PR Cz 1.12 Ga 1.28 Ga
FORO7 Formosa/GO Cz 1.03 Ga 1.30 Ga
GOAG65 Rio Verde/GO Cz 0.96 Gb 1.66 Fa
PRO57 Maringé/PR Cz 0.86 Gb 1.35 Ga
GOBO06 Montividiu/GO Cz 0.84 Gb 1.65 Fa
MOTO1 Montividiu/GO Cz 0.76 Ha 0.83 Ha
RVDO06 Rio Verde/GO Cz 0.74 Hb 1.85Ea
PR113 Maringa/PR Ccz 0.57 Hb 0.92 Ha
CTRO3 Castro/PR Cz 0.52 Ha 0.66 Ha
CV(%) 15,94

T Mesma letra maitscula na vertical e minGscula na horizontal ndo difere entre si pelo teste de agrupamento
Scott-Knott a 5% de significancia
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4.4.2 Morfologia de conidios e conidi6foros

As espécies C. zeina e C. zeae-maydis apresentam morfologia de conidios e
conidioforos muito semelhantes. Cercospora zeina apresenta conidioforos 51,6-173,0 (média
104,7 um) x 3,3-8,0 um (média 5,7 um), subcilindrico, coloragdo marrom e conidios de 33,5-
113,4 (média 66,6 um) x 4,2-10,3 um (média 7,3 um), fusiforme, hialinos, nimero de septos
3-12 (media 5,8) (Figura 11C e D, Tabela 8). Para C. zeae-maydis, conidioforos variando de
51,7-176,3 (média 115,2 pum) x 3,4-7,7 um (média 5,8 pum), subcilindrico, coloracdo marrom
branca e conidios variando de 33,5-108,2 (média 74,0 um) x 4,2-11,1 ym (média 7,9 um),
obclavados-subcilindrico, hialinos, nimero de septos 3-11 (media 6,6) (Figura 11A e B,
Tabela 8). Essas caracteristicas estdo de acordo com as caracteristicas descritas para essas
duas espécies por Crous et al. (2006).

No entanto, C. sorghi var. maydis apresenta caracteristicas morfologicas bem distinta
das outras duas espécies. As dimensdes de conididforos sdo de 65,8-124,7 (média 98,0 um) x
3,2-6,6 um (média 4,7 um), marrom escuro, cilindrico e conidios 130,2-403,0 (média 281,9
um) x 2,3-4,6 um (média 3,3 um), hialino, cilindrico, base mais larga e estreita na ponta
(Figura 11E e F, Tabela 9). Essas caracteristicas estdo de acordo com as caracteristicas
descritas para a espécie C. sorghi var. maydis (CHUPP, 1953).

Esses resultados também estdo de acordo com os observados por Dunkle; Levy
(2000). Ja Cercospora sorghi var. maydis apresentou caracteristicas conidiais bem distintas
das outras duas espécies. Segundo Chupp (1953), as caracteristicas dos conidi6foros
geralmente sdo menos confiaveis do que as caracteristicas de conidios para a diferenciacdo
das espécies de Cercospora, uma vez que o comprimento do conidiéforo é influenciado pela
temperatura e umidade. No entanto, as caracteristicas de conidios, sdo em geral, mais
confiaveis. Cercospora zeina e C. zeae-maydis podem ser facilmente diferenciadas de C.
sorghi var. maydis com base na morfologia e dimens6es de conidios. Neste estudo constatou-
se que a distingdo entre C. zeina e C. zeae-maydis é dificil de ser feita do ponto de vista

pratico.
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Figura 11. Estruturas de Cercospora spp. no milho. C. zeae-maydis: conidioforos (A) e
conidios (B), C. zeina: conidioforos (C) e conidios (D) e C. sorghi var. maydis: conidioforos
(E) e conidios (F).
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Tabela 8: Média de comprimento (um), largura (um) e numero de septos de 50 conidios e
conididéforos avaliados em 18 isolados de C. zeina e C. zeae-maydis no milho.

lsolado ~ Espécie’ , Conidio Conidiéforo
C L NS C L
FOROT €2 (462%1812,4) (5,;1;,2) (213) (75,14(31?4,9) (4,21%,6)
GOA30 €z (42,66%12,3) (4,;2,6) (gié) (611,(;?11312) (3,213,4)
GOABS €z (48,742-537,9) (6,;2,7) (ffz) (63,19(311596,4) (4,213,5)
coB20 €z (33,558-%,9) (4,213,6) (4?8) (75,159i’413,6) (4,213,7)
MoTOL €z (39%{515,9) (5,9?’110,3) (il;) (51,2—71%0,8) (4,?12,1)
RVD06 €z (38,595-1870,2) (4,%,4) (gié) (58,3—81’319,3) (3,%,6)
RVD16 €z (497,3132,5) (5,;13,4) (gié) (66,171-i£o,5) (4,213,7)
CTROS €z (43,790-55,2) (4,;12,7) (212) (54%,11?’1173) (4,213,0)
FTAG2 €2z (46,(7)-2i38,9) (5,;;,9) (218) (82,142-2’686,4) (3,?12,5)
MGAG €z (33,2-21’?3,4) (5,113,8) (4?’130) (61,1591’(?1,5) (4,?12,0)
PRO3S €2z (43,635-§4,8) (5,;18,3) (gig) (61?39-’14671,6) (4,213,2)
PRO% €z (35,%-5;9) (5,212,0) (gig) (59%5-’5324,0) (4,212,8)
PRUS €z (42,669-1912,3) (4,212,6) (gig) (61,17%422,0) (3,213,4)
Média 66,6 73 58 1047 5.7
FOROL ~ CzM (33%31529,1) (4,27-’101,1) (3621131) (51,179?775,5) (3,213,2)
FOR02  CzM (48,21’84,1) (4,77-110,5) (56?180) (1041,613-7i§16,7) (4,213,5)
FOR04  CZM (47,77?6,4) (G,I:;,O) (gig) (85,191-?612,0) (4,213,7)
FOR08  CZM (47,21’85,9) (5,37-fo,9) (5-710) (64,181-?’785,7) (4,81;,0)
SHG12  CZM (5o,g-si88,2) (5,09—’172,8) (212) (68,171-?;36,3) (4,213,7)
Média 74.0 7.9 6,6 1152 58

1CZ =C. zeina e CZM = C. zeae-maydis
2C = comprimento, L = largura e NS = niimero de septos
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Tabela 9. Média de comprimento (um), largura (um) de 50 conidios e conidi6foros avaliados
em 2 isolados de C. sorghi var. maydis no milho.

e Conidio Conidioforo
Isolado Espécie .
C L C L
296,1 34 98,9 4,8
GOI12 CSM
(130,2-403,0) (2,4-4,6) (73,2-124,7) (3,5-6,5)
267,7 3,2 97,1 4,6
GOI13 CSM
(158,1-375,1) (2,3-4,4) (65,8-119,7) (3,2-6,6)
Média 281,9 3,3 98,0 4,7

1'CSM = C. sorghi var. maydis
2C = comprimento e L = largura

4.4.3 Analise da patogenicidade das espécies C. zeina, C. zeae-maydis e C. sorghi var.

maydis e comparacao da agressividade de isolados de C. zeina e C. zeae-maydis

Todos os isolados de C. zeae-maydis e C. zeina foram patogénicos ao milho, porém o
isolado GOI12 da espécie C. sorghi var. maydis ndo foi patogénico. A analise de variancia
dos dados mostrou efeito significativo na agressividade do conjunto de isolados, entre as duas
espécies e dentro de cada espécie (Tabela 10)

Tabela 10. Andlise de variancia da severidade média ocasionada pelos isolados de
Cercospora spp. no hibrido Formula em casa de vegetacéo.

Fontes de variagéo GL QM
Isolados das duas espécies 12 10,70"
Isolados de C. zeina vs isolados de C. zeae-maydis 1 23,65"
Isolados de C. zeina 7 11,35"
Isolados de C. zeae-maydis 4 6,33
Erro 104 0,66
Total 128
Média 2,64
CV (%) 30,86

T Significativo pelo teste F a 5% de significancia
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A média de agressividade dos isolados de C. zeae-maydis (11,48 %) foi
significativamente maior do que a agressividade dos isolados de C. zeina (6,89 %) (Tabela
11). Com base na agressividade, os cinco isolados de C. zeae-maydis foram agrupados em trés
grupos estatisticos. Enquanto que os 8 isolados de C. zeina formaram também trés grupos

estatisticos.

Tabela 11. Severidade de isolados de C. zeina e C. zeae-maydis no hibrido Formula em casa
de vegetacdo.

Isolado Espécie Severidade
PR133 C. zeina 17,61 a
GOB21 C. zeina 10,23 b
FTAOQ2 C. zeina 9,38 b
PR0O35 C. zeina 8,67 b
GOAG5 C. zeina 3,19¢
CTRO3 C. zeina 2,56 C
FORO7 C. zeina 1,80c
RVD16 C. zeina 1,67 c
FORO04 C. zeae-maydis 16,80 a
FORO08 C. zeae-maydis 16,54 a
FORO02 C. zeae-maydis 11,77b
FORO1 C. zeae-maydis 6,15 ¢
SHG12 C. zeae-maydis 6,14 c
Medida dos isolados de C. zeina 6,89 b
Media dos isolados de C. zeae-maydis 1148a

Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores. Bair, Ayers (1986)
verificaram diferenca significativa na severidade da doenca e no comprimento das lesdes
entre quinze isolados de C. zeae-maydis, quando inoculados em quatro hibridos diferentes, em
casa de vegetacdo e em campo, apontando uma possivel existéncia de agressividade entre
isolados de C. zeae-maydis. No entanto, Dunkle; Carson (1998) verificaram variagdo de
agressividade dentro de cada grupo genético de C. zeae-maydis ao analisarem sete isolados de

C. zeae-maydis, sendo quatro isolados pertencentes ao grupo genético | (atualmente C. zeae-
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maydis) e trés isolados do grupo Il (atualmente C. zeina) em quatro hibridos de milho na
condicdo de campo. Resultado semelhante tambeém foi observado por Carson; Goodman e
Williamson (2002), ao analisarem agressividade em campo de seis isolados de C. zeae-
maydis, sendo apenas um isolado de C. zeae-maydis grupo Il, em dez hibridos de milho.
Okori et al. (2004) relataram a presenca de diferenga significativa em agressividade entre
vinte e sete isolados de C. zeae-maydis grupo Il. Mathioni et al. (2006) analisaram nove
isolados de C. zeae-maydis grupo | e onze isolados de C. zeae-maydis grupo Il em casa de
vegetacdo e observaram variacdo na agressividade dentro de cada grupo. Carson; Goodman
(2006), também verificaram consideravel variacdo na agressividade em dois anos
consecutivos entre isolados de cada grupo genético de C. zeae-maydis em campo. Okori et al.
(2004) sugerem que essa variabilidade em agressividade seja um dos fatores que influenciam
na alta severidade das epidemias.

Em relacdo a agressividade entre as duas espécies, foi verificado que C. zeae-maydis
apresentou maior média de severidade da doenca quando comparada a C. zeina. Esse
resultado contradiz um estudo anterior realizado por Mathioni et al. (2006), onde foi
observado que a espécie C. zeae-maydis grupo Il (atualmente C. zeina) foi mais agressiva em
relagdo a C. zeae-maydis grupo | (atualmente C. zeae-maydis) Outros trabalhos néo
detectaram diferencas em agressividade entre os dois grupos genéticos de C. zeae-maydis
(DUNKLE; CARSON, 1998; CARSON; GOODMAN; WILLIAMSON, 2002; CARSON;
GOODMAN, 2006). Assim, isso merece mais investigacdo, com a inclusdo de um ndmero
maior de isolados e também de diferentes genotipos de milho.

Diferenca significativa em agressividade foi observada entre isolados de uma mesma
populagéo de C. zeina, onde o isolado PR113 foi mais agressivo do que PR035, sendo que
ambos também foram coletados na mesma area. O mesmo foi observado para C. zeae-maydis,
em que, os isolados FOR04 e FOR08 também apresentaram maior severidade em relacdo a
FORO02 e FORO1, tendo sido estes isolados coletados na mesma area. Resultado semelhante
foi observado por Mathioni (2006), que sugere que a agressividade seja uma caracteristica
intrinseca do individuo.

Segundo Carson; Goodman; Williamson, (2002) os isolados menos agressivos foram
menos eficientes em distinguir niveis de resisténcia de hibridos de milho, indicando a
importancia de se conhecer o seu nivel de agressividade, a fim de maximizar o ganho de
selecdo quando depender de inoculacdo artificial para avaliar a resisténcia de plantas de milho

a cercosporiose.
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Os sintomas iniciais da doenca foram observados aos dez dias ap6s a inocula¢do do
patégeno. Verificaram-se diferencas entre os sintomas provocados por C. zeina e C. zeae-
maydis. As lesGes ocasionadas por C. zeina sdo confinadas entre as nervuras, apresentando 2-
3 mm de largura e 5-40 mm de comprimento, coloracdo cinza claro a marrom palha, com
bordas indistintas e cloréticas nas lesdes jovens (Figura 12). Ja as lesdes causadas por C.
zeae-maydis s@o oblongas, formando faixas ou manchas irregulares, de coloragdo cinza a
marrom, com forma e tamanho variavel e com bordas estreitas marrons (Figura 12).

Os sintomas da doenca observados no estudo foram concordantes com o0s sintomas
observados por Crous et al. (2006), quando os isolados de C. zeae-maydis e C. zeina séo
inoculados no milho em casa de vegetacdo. No entanto, quando a inoculagdo é feita em nivel
de campo, os sintomas das duas espécies ndo sao distinguiveis (CARSON; GOODMAN,
2006).

Carson; Goodman (2006) analisaram a patogenicidade de trés espécies de Cercospora
associadas a cercosporiose no milho e observaram que isolados de C. zeae-maydis grupo |
(atualmente C. zeae-maydis) e grupo Il (atualmente C. zeina) foram patogénicos no milho,
entretanto, dois isolados C. sorghi var. maydis ndo foram patogénicos. No presente estudo, tal
fato também foi verificado. Os autores sugerem que C. sorghi var. maydis € um saprofita
eficiente no tecido foliar de milho e que pode estar associado as lesbes de cercosporiose
provocadas por C. zeina e C. zeae-maydis, lesGes de ferrugens, ou areas de tecido necrético
resultante de lesdes fisicas da folha. Cercospora sorghi var. maydis pode ser facilmente
isolado dessas lesbes, uma vez que o fungo cresce rapidamente e por vezes é a primeira

espécie a esporular.
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Figura 12. Evolucéo dos sintomas de cercosporiose provocada por C. zeae-maydis.
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b)

d)

5. CONCLUSOES

A espécie de C. zeina foi predominante tanto em Goids como no Parand. Em Goias também
foi identificada a espécie C. zeae-maydis e no Parana foi identificada a espécie C. sorghi var.

maydis.

Apenas a espécie C. zeina foi encontrada no estudo de distribuicdo espacial em lavouras de

milho de Montividiu e Rio Verde, em Goiés, e de Maringa, no Parana.

Isolados representativos das espécies C. zeina, C. zeae-maydis e C. sorghi var. maydis do
Brasil, os quais foram caracterizados filogeneticamente com base na analise de sequéncias de
DNA das regides ITS1 e ITS2 e do gene 5.8S do rDNA, se agruparam com isolados de
referéncia dessas espécies do GenBank.

Foi possivel diferenciar os isolados de C. sorghi var maydis em relacéo as espécies C. zeina e
C. zeae-maydis com base na morfologia de conidios, porém ndo foi possivel diferenciar

conclusivamente a espécie C. zeina de C. zeae-maydis.

Os isolados de C. zeae-maydis analisados apresentaram agressividade superior aos isolados de

C. zeina, e C. sorghi var. maydis ndo foi patogénica no milho.
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