Seciio: Entomologia e Fitopatologia

AS FERRUGENS (Puccinia sorghi, P. polysora, Physopella zeae) DO MILHO
(Zea mays). III. RACAS DA FERRUGEM COMUM (P. sorghi) E
LINHAGENS DIFERENCIAIS DE MILHO®

JOACHIM F. W. VON BULOW:

Sumdrio

Sdo descritos métodos de inoculagio de urediosporos de P, sorghi em plantas de milho e de
isolaménto monospérico ou monossério. Foram usadas proteciio individual de vasos e protecio cole-
tiva em recinto isolado. Das doze amostras colhidas em quatro estados do centro-sul do Brasil
foram obtidos 55 isolamentos monossoricos. Déstes, foram determinadas treze racas com auxilio da
série diferencial de milho obtida da Universidade de Wisconsin (USA). As linhagens desta séric
nio foi possivel reproduzir nas condigdes fotoperiédicas locais mas foram obtidas noventa espigas
de cruzamentos feitos com 16 linhagens do Instituto de Pesquisas ¢ Experimentagio Agropecudrias
do Centro Sul (IPEACS). Nos testes, a diferencial B-38 nunca mostrou a formacio de piistulas
enquanto que a GG-208-R foi susceptivel & maioria das treze racas, ao contrdrio dos resultados
obtidos nos EUA. Pela descoberta da susceptibilidade ativa de onze linhagens: locais do IPEACS),
foi estabelecido o inicio de uma série diferencial adicional. '

INTRODUCAO

Quem trabalha em microbiologia ou imunologia sabe
da grande importincia da determinacio das ragas ou
estirpes de micro-organismos, tanto dteis como pato-
génicos. Em fitotecnia, os trabalhos de contrdle
genético que tentam excluir das nossas plantas culti-
vadas inimigos desconhecidos pouco ou nenhum
sucesso terdo se nio forem feitas estas determinacdes.
O trabatho do methorista deve, pois, levar em conta
a variabilidade do patégeno, manisfesta na sua inte-
ragio com o hospedeiro e reconhecida pela escala de
sintomas e sinais fenotipicos numa série diferencial
de linhagens daquele hospedeiro,

Quanto a natureza de Puccinia sorghi Schw. poucas
referéncias hi na América do Sul (Billow 1966a). Na
Argentina hi os estudos de Vallega (1942) mas no
Brasil sdmente existe um breve estudo morfolégico
comparativo de P. sorghi com outras ferrugens de
plantagcafips {Bilow 1966b).

1 Estetrabalhd foi recebido para publica¢do em 15 de
julho de 1966 e constitui o Boletim Técnico m.t 88 do Insti-
tuto de Pesquisas e Experimentagio Agropecudring do Cen-
tea-Sul {IPEACS). Fol desenvolvido na Secio de Fitotecnia
do IPEACS em 1964, com auxilic do Conselho Nacional de
Pesquisas.
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No presente trabalho queremos apresentar estudos
sGbre utilizagio e estabelecimento de séries diferenciais
de linhagens de milho, empregando diversos métodos
para os isclamentos e as inoculacies,

MATERIAL E METODOS

Amostras de P. sorghi

Colhemos em seis localidades diferentes 12 amostras,
das quais testamos 55 isolamentos monossoricos, Eis
o que nos foi possivel fazer no tempo e nas instalagdes
disponiveis. Um levantamento de ragas completo,
exigiria uma cole¢io enorme de amostras de todos os
recantos do Brasil (Silva et al. 1954).

Inoculagdo e Isolamento monospdrico e monossdrico

Foram testados varios métados de inoculagiio: 1) a
aplicagio de suspensfo aquosa de urediosporos sébre
o limbo foliar do qual se tirou a cerosidade (Mains
1931}; 2) colocar um dnico esporo, tirado com agulha
fina ou pélo de cavalo (Schieber & Dickson 1963)
de uma placa branca de porcelana debaixo da bino-
cular, numa gotinha de 4gua no limbo foliar do
“seedling”. Estes dois métodos implicam na incubagio
por 24 horas em cimara mida, sfo trabalhosos e
menos seguros; 3) injeciio com fina agulha hipodérmi- -
ca, entre as félhas ainda em formacioc e dobradas
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(Zehner & Humphrey 1929); 4) gotejar a suspensio
no copo apical dos “seedlings™. Os dois Gltimos méto-
dos nido necessitam do recurso da cimara tmida e sio
muito seguros, sendo a aplicagio apical mais sirhples
e répida. Por isso valemo-nos dela para quase tddas
as inoculacBes. (Fig. 1)
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FIG. 1. Agrupamentoe de pustulas, produzido pela
inocu_tagﬁo no “copo” da plintula.

Também aplicamos vérios métodos de’ isolamento:
1) dos isolamentos monospéricos o melhor foi colo-
car um espdro na 4dgua do copo do “seedling”. Mas
pela baixa freqiiéncia de pulstulas obtidas (7,3%
quando o poder germinativo dos espéros era em
média de 53%) em grande nimero de plantas e exi-
géncia de se trabalhar com binocular na estufa, nio
apresentava vantagem (para determinagio de ragas)
sobre o método descrito a seguir; 2) método de iscla-
mento monossbrico em série, que requer, a partir da
amostra trazida, quatro séries de plintulas para se
chegar a cultura monossorica. 3) hi um outro mé-
todo que, executado com cuidado, dara a cultura
desejada com duas séries apenas. A primeira série é
para se injetar no “seedling” de seis f5lhas uma sus-
pensio rala de urediosporos. Experimentamos concen-
tragies de 1 até 80 esporos por gota-seringa, sendo
que com 10-20 tivemos os resultados desejados ou seja

garantia da formagiic de pistulas bem distanciadas.

umas das oufras. Apds trés dias as félhas que apre-
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sentarem manchas ‘cloréticas serdo destacadas e con-
servadas em placas de Petri. No 5.° dia as pistulas

ja podem comegar 2 romper a epiderme, ¢ no 8.° dia

pode—se colher os esporos das pustulas solitirias e

livres de espéros estranhos, inoculando-os na segunda

série de plintulas. Dai parte-se para apenas multipli-

car o material de esporos e inoculagio nas variedades

diferenciais.

Protegdo para manutengio das culturas monossdricas

Prote¢io individual: inicialmente trabalhamos em
estufa arejada, protegendo as plantas inoculadas con-
tra o vento e insetos que poderiam contaminar as
culturas, Isto foi muito problematico porque tivemos
que confeccmnar cilindros de celofane em grande
nimero e de apreciivel tamanho, Poxs as plantas
crescem rapidamente {Fig. 2). Além disso, um mofo
do género Monosporium se alastra muito e dificulta
grandemente a colheita dos esporos. )

FIG. 2. Méto&o de protegiio nio muito adequado para mitho.

Recinto isolado: conseguimos depois, um quarto
no insetdrio, ndo funcional no momento, mas sem
movimentos de ar, servindo para ali fazer isolamen-
tos e multiplicar as culturas com mais facilidade.
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Linhagens diferenciais

Obtivemos as seis linhagens de suseeptibilidade
ativa, usadas nos Estados Unidos para diferenciar as
racas fisiolégicas de P. sorghi (Flangas & Dickson
1961, Rhoades & Rhoades 1939):

GG-208 —R —Rp* Pop 35 —r1p

B- 38 - Rp? Pop 36—1p
K-148 — Rpt
Cuzco — Bpt

Além déstes quatro gens dominantes e dois reces-
sivos, Lee ef al, {1963) ainda citam mais doig‘gens
dominantes, também da mesma série alélica e Tocali-
zados no brage curto do cromossdmio 10 (A_!iﬁoades
& Hhoades 1939) do milho: Rp3 (linhagem B 49) e
Rp8 (linhagem P.I. 172332),

As seis linhagens diferenciais foram semeadas’ na
estufa e oito dias apds a emergéncia fizemos repeti-
das inoculagbes com todos os bibtipos iselados, de
19 de junho até 17 de julbo, fazendo-se as leituras
de 10 a 15 dias apés cada inoculagio. Ao mesmo
tempo semeamos também 16 linhagens nossas para
serem testadas com alguns dos bidtipos de ferrugem.
Foram também plantadas no campo para teste
de resisténcia & mistura de tédas as ragas disponiveis
do patogeno.

As seis linhagens diferenciais foram também plan-
tadas no campe no dia 2 de maio, doze dias apds
o plantio das 25 linhagens do Instituto de Pesquisas
e Experimentagio Agropecuirias do Centro Sul
{IPEACS) para teste de campo e oito dias apds o
plantio de nove escolhidas dentro das 25, mais duas
linhagens susceptiveis. Caso nio conseguissemos mul-
tiplicar as linhagens diferenciais, terfamos.farto ma-
terial para cruzamentos na época precisa da sua flo-
ragio, prevista para cérea de dez dias antes das nos-
sas, dada a diferenga de fotoperiodismo.

RESULTADOS

Determinagio de ragas com auxilio da série diferen-
cial americana

Achamos certa dificuldade nas leituras, pois além
da falta de nitidez e interpretacdo dificil, as vézes
ocorren pequena variagdo na expressio fenotipica pro-
voeada por dado isolamento monossérico em plantas
da mesma linhagem. Além disso, nio pudemos tra-
balhar .em condigdes ambiantais coniroladas, e por
isso houve variagdo da reacdo de bidtipos em ino-
culagbes de épocas repetidas (Pavgi & Dickson,
1961). (¥igs. 3 a 5)
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FIGS. 3, 4 e 5. Reagdes obtidas nas diferenciais americanas
K 148, Pop 35 e Pop 36. Os biotipos sdo denominados por
origem e namero da amostra colhida, por ex. Br Iy é o
biotipo n.* 4 da amostra 1 proveniente de Brasilia, Observe-se
2 incompatibilidade total da linhagem B 38 com qualquer
dos biotipos testados.

Um resume dos bidtipos encontrados acha-se no
Quadro 1 e das ragas no Quadro 2. As diversas ragas
que ocorrem nas seis localidades de quatro estados,
constam na seguinte relagio:

Raga
n.e Localidade de procedéncia

1 Piracicaba (S#o Paulo).

2  Piracicaba, Km 47 {Rio de Taneiro), Brasilin {Golis),
Mafra (Santa Catarina), Uberlindia {Minas Gerais).
Belo Horizonte (Minas Gerais).

Belo Morizonte.

Brasilia.

Brasilia,

Brasilia, Km 47.

Uberlindia, Km 47,
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9 Uberlindia, Km 47.
10  Brasilia,
11 Km 47.
12 Uberlindia, Km 47.
13 Km 47.

Testes de linhagens do IPEACS

Pudemos testar também 16 linhagens nossas, pois
delas tivemos sementes que sobraram do plantio de
campo. Os resultados das linhagens que apresentaram
alguma reacfo contra o fungo, acham-se reunidos no
Quadro 3. Pelo exame das duas repeticfes que pude-
mos fazer, pode-se ver que aqui houve menos difi-
culdade nas leituras, cujos resultados nas duas repe-
tigdes coincidem mais ou menos, com raras excegdes
de maiores discrepancias. Pode-se comparar o tipo
de reagio bem definido nestas linhagens, (Figs. 6 e
7} com as reagbes nas linhagens americanas (Figs. 3
a 3), destas algumas dificeis de se interpretar.

Linhagens diferenciais

Fizemos cruzamentos das seis americanas com li-
nhagens nossas, resistentes e susceptiveis. Obtivemos
90 espigas como resultado déste traballo,

As linhagens do IPEACS que testamos no teste fi-
nal de campo foram autofecundadas obtendo-se ra-
zoavel quantidade de sementes. Pelo Quadro 3, pode-
-se verificar que hi 11 linhagens que apresentam uma
susceptibilidade ativa diferencial, podendo algumas
serem usadas dentro de uma série diferencial,
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FIGS. 6 e 7. Beagpdes dos biotipos Belo Horizonte Ils (racas

3) (a esquerda) e Piracicaba II: (raga 1) em cinco diferentes

linkagens locais (do IPEACS); de cima para bairo; linhagem

383/60. Susceptibilidade passiva: (3-4), linkagens seguintes.

Susceptibilidade ativa: 400/60 -- 1 e 4, 397/59 — 1 ¢ 0,
385/62 —3e0;, T03/59 — 2 e 4.

‘ QUADRO 1. Bidtipes de P. Sorghi ¢ 2eu agrupamento em ragas fisiologicase

Tsolamentos monoséricos

Expressies fenotipicas nas linhagens diferenciaia

Amostras Raca (lioi;mne;l‘t:;) Frequéreis Cuzeo K 148 Pop 35 Pop 38 B 38 GG-208-R
1 1,2, 3 3 1 X 0; [{H 0; X
Diracicaba IT 1 4 1 0 3 o; o 0; X
2 56 2 1 0; 1 0; 0; 2
Belo Horizonte 11 3 2 1 1 2 2 2 [+5 2
4 1,3 2 2 2 X 2 0; X
5 1,2 2 2 2 X 2 0; 1
Brasilia I1E 6 8 1 0 2 X X 0; i
3, 4.6, 9 4 0; [ X 2 0; 1
Uberlandia T 8 1,2 2 2 1 X 1 0; X
g 3, 6,7 3 1 1 3 X 0; 2
IBA I (km 47} 8 1 1 X 93 2 0; 0; X
2 2 1 1 0; 0; 0; 0; X
Brasilia I 2 4 1 1 0; 0; 1 0; 2
16 1,28 3 2 o 0 X 0; X
Mafra 2 1,2 2 1 0; 1 0; o; X
3 1 0; 0; 0; 0; 0; 2
417 {km 47} 1 1 2 0; 3 3 15 3
11 2,3,4, 5 4 1 0; X X 0; 1
Uberlindia 1 A 2 2,5 8§ 3 o 0; 0; 11 0; 2
12 24 2 2 0; 2 0 0 X
Brasilia 111 A 7 1, 7 7 1 0 3 3 0; 1
352 (km 47) 2 15 2 1 o 0; 1 0 3
2,3 2 0; 0; -0 0 0; 2
g 1,2 2 1 0; 3 X 0; 2
26 (km 47) 12 3 1 2 0 3 1 0; 2
13 [} 1 o 0 2 | R 0; 3

= Rosultado de uma série de inoculagdes em seedlings das linhagens de susceptibilidade ativa dominante (Cuzeo, K 148, B 35 8 GG-203-R) ¢ recessiva (Pop 35 e
Pop 36). Os 55 isolamentos menosdricoa provém de 12 amostras colhidas em 8 loewlidades diferentes do Centro € Sul brasileiros (Figs. 3 a 71,

Pesq. agropec. bras. 2:229-235. 1967
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QUADRO 2. Ragas fisioligicas de P.Sorghis

Lacalidade de Rgas Bidtipos « dinhagens diferenciely
origem Ne Trec. T . -

Cuged K 148 Pop 35 . Pop 36 Pop 38 GG-208-R
Piracicaba IT 1 4 R 8 R R R 8
2 2 R R B R R 8
B. Horizonte JI 3 1 R 8 ‘Hs ‘g R )
1 2 8 8 8 3 R 8
‘ 5 2 § 8 8 '8 L R
Brasilia T1I B 1 R 8 8 8 R )
o 7 1 R R 8 - 8 R R
Uberlgndia I 8 2 8 R 8 R R 8
9 3 R- R 8§ 8 R 8
IBA T (Km 47) 8 1 "8 R 8 R R 8
2 1 i R R R R 8

n

Brasilia T 2 1 R R P R R 8
10 3 8 R R ] Ry 8
Mafra 2 3 R R "R R ) __I{ ' s
417 (km 47) S 1 8 R 3 8 R 8
7 4 R R 8 8 R R

Uberlindia T A .z 3 R R R R R 8 -
12 2 8 R 8 R R s
Brasilia 11T A 7 7 R R s 8 R R
352 (km 47) 2 4 R R R R R 8
26 (km- 47) 8 2 R R s 8 R ]
12 1 8 R 8 R R 3)
13 t R - R 8 R R $

Y Ag'rupamentb‘ﬂe freduéncias dog biétipos determinados, conforme p sua ineompatibilidade (resistente, tipos de'uredios 0; e 1) ou compatibilidade pareial cu
total (susceptivel, tipoa-de uredios, 2, X, 3 ¢ 4) em .13 ragas diferentes,

QUADRO 3. Teste dnicial para estabelecimente de uma strie.diferencial

B Algumas linhagens do TPEACS (Km 47) que apresentaram susceplibilidade ativa teste de seedlings em duas repetigies
‘Bitipos da :

P sorghi,  Magn 20 :2901si: - et 400/60 < 30759 108759 385/62

14 22 1s . 2a » » 12 2. 1s 2 1 2a
Piraicaba 1T 1 3 3 0 2 2 3 0 0 - 3 0 0
Belo Horizonts I, 3 X 3 o 0; 2 x 1 o; - 3 3 X
Brasilia 111 5 2. 3 06 .0 2 2 1 1 X 3 — 3
Ubetlindia Ty L X 0 o 1 1 1 -1 X 3 3 3
MT39 uy7- 2 - 0 - — - 1 - X - 3 —
Brasilia Ty 16 3 - 0 - 3 - — X — o -
Firagicab 11, 1 0 1 X 3 3 3 o 1. 0 3 X x
Belo Horizonte 113 8 0; 1 2 2 3 3 — 1 X 3 o; 0:
Brasilia 171y 5 0: 1 — 2 3 3 1 2 - 3 - 5
Uberlgudia I 5 1 1 1 X 2 3 1 T3 X 0 0
4172 1147 — — 3 - 3 — 1 - X — & -
Brasitia Ip .~ 10 — - - — 1 - - - X - o; —
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DISCUSSAQ

Niao dispondo de instalagGes especiais, tivemos que
escolher métodos simples que conduziram a uma ra-
zo4vel exatidio de resultados. Examinando as reacies
provocadas por nossos hidtipos de P. sorghi na série
diferencial desenvolvida nos Estados Unidos, vemos
que sdo dificeis de se interpretar, nio havendo a
clareza desefivel. Além disso a B 38 foi inteiramente
incompativel com os bidtipos testados e, portanto,
foi incapaz de diferencii-los. Mas éste dltimo fato
prova que os nossos bidtipos na sua grande maioria
sio diferentes dos testados por Roux e Dickson
(1937) pois dentre 15 ragas déles quatro eram capa-
zes de formarem plstulas na B 38 e nenhuma na
Cuzco. Esta dltima linhagem foi susceptivel a seis
das nossas 13 ragas achadas. A GG-208-R ofereceu
resisténcia a todas as ragas achadas pelos citados
autores, com excecdo da raga n.® 3, enquanto que
dos mossos isolamentos nenhum mostrou incompati-
bilidade completa com aquela diferencial.

Pelos bons resultados iniciais referentes a dife-
renciagio dos nossos bibtipos com auxilio de linha-
gens adaptadas ao mnosso meio, poderemos ter ficil-
mente uma série diferencial adicional que facilitara
grandemente o trabalho,

CONCLUSOES

Os melhores métodos de inoculagio para posterior
isolamento foram: 1) gotejar a suspensiio de uredios-
poros na copo central e 2) injecio da suspensio bem
diluida, com seringa.

O método mais pritico de isolamento foi o método
convencional de isolamento monossérico em séries.

O melhor método de manutencio das culturas iso-
ladas foi o uso do recinto isolado contra entrada de
insetos e correntes de ar.

As linhagens diferenciais da série americana reve-
laram eficidncia sofrivel para reconhecimento das ra-
cas brasileiras de P. sorghi.

Das 13 racas diferenciadas, nas condigbes ambien-
tais e pelos métodos aplicados nos nossos testes, ne-
nhuma apresenta reagio igual das racas achadas pelos
investigadores americanos.

Das linhagens de milho do IPEACS, onze revela-
ram susceptibilidade ativa em testes com varios bid-
tipos de P. sorghi, podendo algumas servir dentro de
uma série diferencial adicional.

Para o futuro faz-se necessirio: 1) levanta-
mento de racas na base de major nimero de amos-
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tras colhidas em todo Brasil; 2) possibilitar o traba-
lho de diferenciacio de ragas em condicdes ambientais
controladas e regulaveis.
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CORN (Zec mays) RUSTS (Puccinic sorghi, P. polysora, Physopella zeae).
1II. RACES OF COMMON RUST (P. sorghi) AND DIFFERENTIAL CORN LINES

Abstract

Methods of P. sorghi urediospore inoculation in comseedlings and monospore or mongsore isolation me-
thods are outlined. Individual protection of pots and isolated room protection was used. Twelve samples
from four states of the Brazilian Center-South yielded 55 monosore isolates. From these, were separated
thirteen physiclogic races by means of the US-differential series. The author failed to reproduce the
series in local photoperiodic conditions, but crosses with sixteen Instituto de Pesquisas e Experimentagdo
Agropecudrias do Centro-Sul-lines yielded ninety hybrid ears.

During the inoculation test, US-differential line B-38 never permitted angr pustule formation, but GG-208-
-R was susteptible to nearly all 13 races. Thus the author concluded the biotypes tested by him might have
a different penetic constitution of those tested in North America.

By finding out active susceptibility in eleven local corn lines the inicial basis for a Jocal additional diffe-

rentlal series was established. Reading of reaction types was much easier than on US-differential series
(Figs. 3 to 7).
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