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A mancha foliar é uma doença causada pelo fungo 
Exserohilum turcicum em milho, capim e sorgo. Para 
demonstrar a ação do patógeno nas plantas, a reação 
realizada é a de patogenicidade, importante em pro-
cedimentos de melhoramento de plantas. A forma 
de substituir está na ação de toxinas produzidas por 
isolados do fungo. Para isso, os isolados de milho e 
capim de E. turcicum foram desenvolvidos em meio 
de Fries, sendo depois extraídas as toxinas. As folhas 
de milho foram coletadas após dez dias da germina-
ção e colocadas em placas de Petri recebendo gotas 
de toxinas de milho, capim, suspensão de conídios 
ou água, sendo depois submetidas a diferentes aná-
lises. Os resultados preliminares demonstraram que, 
em plantas de milho tratadas com toxina do isolado 
de milho, foi constatada necrose enquanto as plantas, 
recebendo somente suspensão de conídio, apresenta-
ram as lesões. As fitotoxinas foram capazes de repro-
duzir os sintomas da mancha foliar causada pelo pa-
tógeno, podendo este ser utilizado em processos de 
melhoramento de plantas.

Palavras-chave: Capim. Exserohilum turcicum.  
Milho. Toxinas.

Extração e ação de toxinas  
de Exserohilum turcicum  
em plantas de milho
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1 Introdução

Exserohilum turcicum é um fungo fitopa-
togênico com capacidade de causar mancha 
foliar em plantas de milho, sorgo e capim 
(BHOWMIK; PRASADA, 1970). No Brasil, 
para o milho, Fernandes e Oliveira (2000) 
descreveram que a doença tem sido maior em 
plantios de safrinha cujas perdas podem atin-
gir 50% ou mais em ataques antes do perío-
do de floração. A cultura do sorgo, no Brasil, 
mostra-se suscetível a um grande número de 
doenças, muitas das quais podem ser limi-
tantes à sua produção, dependendo das con-
dições ambientais e da suscetibilidade da cul-
tivar como, por exemplo, doença conhecida 
como helmintosporiose, tendo como fungo 
o E. turcicum, que vem causando perdas em 
torno de 40% (INSTITUTO BRASILEIRO DE 
GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA, 1973-2002). 
No caso de capim, não há relatos de perdas 
em relação à doença; entretanto há indícios 
de mudança na palatabilidade do capim para 
os animais (SHREE; REDDY, 1986).

Bach (1991) avaliou plantas de milho, 
capim e sorgo oriundas do campo, quando 
atacadas pelo fungo E. turcicum e, após isola-
mento do fungo, os conídios destes isolados 
foram pulverizados nas plantas sadias de mi-
lho, capim e sorgo, sendo observado o desen-
volvimento ou não da mancha foliar por meio 
do denominado teste de patogenicidade. O 
motivo do estudo foi que agricultores vinham 
plantando milho e, ao lado, sorgo ou capim. 
Os autores detectaram que os isolados de 
milho apresentaram-se virulentos a plantas 
de milho e sorgo, com apresentação de man-
chas foliares e isolados de capim fracamente 
virulentos ao milho, isto é, poucas lesões nas 
folhas, sendo esta diferença confirmada por 
meio de testes sorológicos (Elisa, do inglês 
enzyme-linked immunoabsorbent assay) e análise 

eletroforética envolvendo enzima esterase e 
peroxidase (BACH; KIMATI, 1999).

No melhoramento de plantas, a 
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 
(Embrapa) tem procurado obter variedades 
resistentes a doenças, sendo para isso, reali-
zado o teste de patogenicidade, procedimen-
to demorado e trabalhoso. Para a substituição 
desse teste foram obtidas as toxinas ou fito-
toxinas dos isolados de E. turcicum, a fim de 
selecionar mais rapidamente as plantas re-
sistentes ou suscetíveis, acelerando, assim, a 
avaliação final do melhoramento.

Toxinas ou fitotoxinas são produtos de 
patógenos microbianos, produtos esses que 
causam danos aos tecidos vegetais e que es-
tão reconhecidamente implicados no desen-
volvimento da doença. Estas substâncias po-
dem ser produzidas tanto na planta infectada 
quanto em meio de cultura, sendo, no geral, de 
baixo peso molecular (BALLANCE; LAMARI; 
BERNIER, 1989; BROWN; HUNGER, 1993; 
LAMARI; BERNIER, 1989; MEINHARDT et 
al., 2002; SCHEFFER, 1983; ZHANG, 1997). 
Existem várias fitotoxinas estudadas como 
é o caso da toxina HV (victorina), produzida 
por Helminthosporium victoriae, agente causal 
da queima das folhas em cultivares de aveia 
(Puccinia coronata). Nesse processo, o cultivar 
que carrega o gene mostra-se pelo menos 10 
mil vezes mais sensível à toxina do que os 
cultivares que não o possuem (WOLPERT; 
MACKO, 1989).

As toxinas não exibem características quí-
micas estruturais comuns e incluem substân-
cias como peptídeos, glicopeptídeos, derivados 
de aminoácidos, terpenóides, esteróides, police-
tídeos e quinonas (SMEDEGARD-PETERSEN, 
1977a, 1977b). Estas substâncias podem agir 
em diferentes sítios em nível celular, alte-
rando a permeabilidade e/ou potencial das 
membranas, tendo como conseqüência, por 
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exemplo, mudanças no equilíbrio iônico, ini-
bição ou estimulação de enzimas específicas, 
podendo induzir deficiências nutricionais na 
planta e diminuição na clorofila, conforme 
demonstrado por Bach e Kimati (1999).

Diante do descrito, o presente trabalho 
teve como objetivo extrair as toxinas de E. 
turcicum isolados de milho e capim e avaliar 
o efeito dessas toxinas sobre folhas de plantas 
de milho resistentes e suscetíveis à mancha 
foliar, a fim de utilizar o resultado na seleção 
de plantas.

2 Material e métodos

Conforme enumeração a seguir:

2.1 Cultura do patógeno
Os isolados de E. turcicum foram obtidos a 

partir de folhas de milho e capim naturalmente 
infectadas, oriundas do Instituto de Zootecnia 
de Nova Odessa (SP) e do Centro Nacional de 
Pesquisa de Milho e Sorgo de Minas Gerais, 
respectivamente. Os conídios foram mantidos 
em meio batata-dextrose-ágar (BDA) por até 
dez dias de crescimento vegetativo.

A suspensão de conídios em água des-
tilada estéril na concentração de 105 conídios 
por mililitro (conídios/mL), dos isolados de 
milho e capim de E. turcicum, foi pulverizada 
em plantas sadias de milho e capim com o 
objetivo de realizar o teste de patogenicida-
de, isto é, confirmar se os conídios reprodu-
zem o sintoma da doença. As plantas foram 
mantidas em casa-de-vegetação, por até 15 
dias para ser avaliada a resposta.

2.2 Extração da toxina
Os conídios obtidos foram transferidos 

para erlenmeyer contendo 100 mL de meio 
de Fries (TOMAS; BOCKUS, 1987; TOMAS et 

al., 1990) e incubados os frascos sem agitação 
por 21 dias e 25°C, com luz constante, para a 
produção de toxinas.

A extração seguiu o método descrito por 
Bach e Kimati (1999). O micélio de cada iso-
lado em cada frasco foi removido por filtra-
ção a vácuo com Whatmann de número 1. Os 
filtrados de cada isolado foram concentrados 
em rotoevaporador, sob vácuo e 40°C, até 20% 
do volume original. Igual volume de metanol 
foi adicionado e mantido em geladeira por 24 
horas. O metanol foi removido no rotoevapo-
rador a vácuo a 40°C, sendo igual volume tra-
tado com éter. Após a remoção do éter no ro-
toevaporador, a fase aquosa foi guardada em 
geladeira até a elaboração dos testes e quanti-
ficação de proteína (LOWRY et al., 1951) e fe-
nol (SWAIN; HILLIS, 1959).

2.3 Bioteste da toxina  
em plântulas de milho
Sementes de milho (variedades Ag 303, 

Ag 405, Ag 64A e M28C), fornecidas pela em-
presa de sementes Agroceres, de Capinópolis 
(PR), foram germinadas em placas de Petri 
contendo papel de filtro umedecido com água 
destilada estéril, em câmara escura. As plân-
tulas foram transferidas para frascos conten-
do 5 mL de cada toxina extraída (milho e ca-
pim) na concentração de 3 miligramas de soro 
albumina bovina (SAB) por mL (mg SAB/mL) 
e para frascos-controles contendo 5 mL de 
água. Essas plântulas foram mantidas sob luz 
constante durante oito dias. Após este perío-
do, foram medidos os tamanhos das plantas.

2.4 Bioteste da toxina  
em folhas destacadas  
e quantificação de clorofila
As sementes de milho (variedades Ag 

303, Ag 405, Ag 64A e M28C) foram semea-
das em vasos contendo terra adubada, a ra-
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zão de oito sementes por saco. As plantas 
foram mantidas em casa-de-vegetação até a 
utilização no estádio de quatro a cinco fo-
lhas. Uma parte das plantas foi inoculada 
com suspensão de conídios dos referidos iso-
lados a fim de realizar a patogenicidade.

As folhas sadias das referidas plantas 
foram destacadas e levadas ao laboratório e 
colocadas em placas de Petri com algodão 
úmido, a fim de manter a umidade relativa. 
Logo após foram colocadas gotas das toxi-
nas (obtidas dos isolados de milho e capim) 
sobre as folhas de milho e, após quatro ou 
cinco dias sob luminosidade constante, as 
folhas foram submetidas à extração de clo-
rofila e à quantificação.

Para a extração da clorofila, foi triturado 
um grama (g) de folha em 5 mL de uma solu-
ção de acetona-água (80:20), filtrado em gaze 
e ajustado o volume até 10 mL. As amostras 
foram transferidas para uma cubeta e ana-
lisadas em espectrofotômetro Pye Unicam 
contra o branco acetona no comprimento de 
onda de 645 nanômetros (nm). O conteúdo de 
clorofila foi calculado pela equação utilizada 
por Arnon (1949), sendo também calculada a 
porcentagem de inibição da clorofila perante 
as folhas-controle.

3 Resultados e discussão

Os isolados obtidos foram avaliados pe-
rante a patogenicidade, observando-se que 
isolados de milho apresentaram lesões em 
plantas de milho suscetível ao fungo (Ag 64A 
e M28C), enquanto nas variedades resistentes 
não apareceram lesões. Já os isolados de ca-
pim foram fracamente virulentos nas plantas 
de milho, isto é, apareceram pequenas lesões 
cloróticas (Tabela 1). Os resultados estão de 
acordo com os encontrados por Bach (1991), 

comprovando a virulência dos isolados peran-
te as plantas de milho e capim.

As toxinas preparadas a partir de E. 
turcicum (isolados de milho e capim) mostra-
ram níveis de proteínas de 3 a 6 mg de SAB/
mL e concentração de fenóis de 0,3 a 0,4 mg 
de ácido clorogênico/mL.

3.1 Bioteste do efeito da toxina  
em plântulas de milho
A toxina apresenta efeitos nas plantas 

como danificar suas células, promover a li-
beração de nutrientes para as atividades me-

Tabela 1: Avaliação da resposta de 
patogenicidade das plantas de milho perante 
isolados de milho e capim de E. turcicum

Plantas
Isolados de E. turcicum

Resposta
Isolado milho Isolado capim

Milho 
Ag 303

Plantas com 
ausência de 

sintomas 
visíveis

Plantas com 
ausência de 

sintomas 
visíveis

Resistente

Milho 
Ag 405

Folhas: 
presença de 
pequenas 

lesões 
cloróticas 

de formato 
alongado

Plantas com 
ausência de 

sintomas 
visíveis

Resistente

Milho 
Ag 64A

Presença 
de lesões 
necróticas 
nas folhas, 

murchamento 
e seca da 

parte distal 
das folhas con-
tendo lesões. 

Folhas: 
presença de 
pequenas 

lesões 
cloróticas 

de formato 
alongado

Suscetível

Milho 
M28C

Presença 
de lesões 
necróticas 
nas folhas, 

murchamento 
e seca da 

parte distal 
das folhas con-
tendo lesões. 

Folhas: 
presença de 
pequenas 

lesões 
cloróticas 

de formato 
alongado

Suscetível

Fonte: Os autores.
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tabólicas do patógeno para que este possa se 
desenvolver, facilitando, assim, seu movimen-
to através da planta, podendo promover e ace-
lerar a senescência do hospedeiro (DURBIN, 
1983). Caso tenha este efeito, a planta não se 
desenvolverá, podendo ser esse bioteste o pri-
meiro a comprovar o efeito da presença de 
uma toxina oriunda de um patógeno.

Para o referido experimento foi utili-
zada a toxina de milho e capim na concen-
tração de 3 mg de SAB/mL diluída em água 
destilada. Os resultados demonstraram que 
os isolados de milho e capim agem diferente-
mente no desenvolvimento das plântulas de 
milho entre as quatro variedades utilizadas. 
As plantas suscetíveis de milho (variedades 
Ag 64A e M28C) perante toxina do isolado 
de milho apresentaram 20,55 a 33,33% de ini-
bição no desenvolvimento, enquanto a toxina 
do isolado de capim apresentou 0,61 a 0,64% 
de inibição, demonstrando que a toxina des-
te isolado quase não teve efeito nas plântulas 
(Tabela 2).

Quanto às variedades de milho resis-
tentes, a toxina do isolado de milho apresen-
tou um valor superior à da toxina do isolado 
de capim, mas, comparando com as varieda-
des de milho suscetíveis, o valor da inibição 
perante a toxina de milho foi bem menor 
(Tabela 2). As plântulas, quando desenvolvi-
das em água ou somente em meio de Fries, 
não apresentaram diferenças nos tamanhos.

Os resultados vieram demonstrar que 
as toxinas obtidas do fungo E. turcicum apre-
sentam a capacidade de retardar o desen-
volvimento das plântulas, deixando-as mais 
sensíveis ao ataque do patógeno. Isto tam-
bém foi obtido por Bach e Kimati (1999) que, 
ao trabalharem no sistema trigo Bipolaris ob-
servaram que as plântulas de trigo em con-
tato com as toxinas também inibiam o seu 
desenvolvimento.

Uma observação importante realizada 
foi em relação à cor das raízes das plântulas 
de milho submetidas ao tratamento com toxi-
na de milho ou capim, tendo variado de mar-
rom escuro a branco (para variedades sus-
cetíveis) ou marrom claro (para variedades 
resistentes). Para as raízes de plantas subme-
tidas ao tratamento com água, estas perma-
neceram brancas.

3.2  Tratamento com toxinas  
em folhas destacadas  
e quantidade de clorofila
Nas folhas de milho destacadas das 

variedades suscetíveis (Ag 64A e M28C), 
as toxinas dos isolados de milho induzi-
ram necrose (como na formação de lesões) 
e, nas variedades resistentes (Ag 303 e Ag 
405), apenas clorose. Este resultado pode 

Tabela 2: Ação das toxinas extraídas de 
E. turcicum isolados de milho e capim no 
desenvolvimento das plântulas de milho

Plantas Tratamento
Toxinas de E. turcicum*

Isolado 
milho

Isolado 
capim

Ag 303

controle 33,1** 33,1

toxina 32,3 32,8

inibição (%)*** 2,41 0,9

Ag 405

controle 34 34

toxina 31,6 33,9

inibição (%) 7,05 0,29

Ag 64ª

controle 32,6 32,6

toxina 25,9 32,4

inibição (%) 20,55 0,61

M28C

controle 31,2 31,2

toxina 20,8 31

inibição (%) 33,33 0,64

Obs.: * Toxinas na concentração de 3 mg SAB/mL.  
** Desenvolvimento em centímetros de plântulas de milho. 
Média de 50 plântulas, sem diferença significativa entre si.  
*** Inibição de desenvolvimento.

Fonte: Os autores.
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ser comparado com o teste de patogenici-
dade no qual o isolado de milho provocou 
lesões nas plantas de milho suscetíveis, 
e a formação de necrose quando utiliza-
da a toxina do mesmo isolado. Estas ob-
servações foram também visualizadas por 
Smedegard-Petersen (1977a, 1977b) que, tra-
balhando com isolados altamente virulentos 
de Pyrenophora teres (patógeno de cevada), 
verificou a produção de fitotoxinas e obser-
vou correlação com a presença do efeito da 
doença nas folhas de cevada.

Quando avaliado o efeito da toxi-
na de isolados de capim, este isolado por 
apresentar-se fracamente virulento a plan-
tas de milho, exibiu apenas clorose nas va-
riedades de milho, provando que isolados 
fracamente virulentos não liberam toxina na 
mesma concentração. Todos os tratamentos 
foram comparados com resultados obtidos 
com controles (água e meio de Fries), não 
tendo demonstrado nenhum efeito nas fo-
lhas. O resultado da variedade suscetível Ag 
64A aparece demonstrado na Fotografia 1 (A, 
B, C).

3.3  Quantificação de clorofila 
nas folhas das variedades 
suscetíveis e resistentes
Em relação à quantificação de clorofila, 

observou-se que, nas folhas das variedades 
suscetíveis, foi obtida maior inibição da clo-
rofila total (49 a 57%) para toxinas dos iso-
lados de milho, enquanto, para toxina dos 
isolados de capim, a inibição foi menor (2 
a 6%). Para variedades resistentes, a inibi-
ção da clorofila total para todos os isolados 
variou de zero a 10% (Gráfico 1). A mancha 
foliar reduziu a clorofila levando também 
à diminuição da produção de carboidratos, 
sendo correlacionada com a inibição do de-
senvolvimento da planta.

Assim, as toxinas no referido traba-
lho foram extraídas de um meio de cul-
tura em que os fungos se desenvolveram 
(LEISTNER; KRÄMER; KRETSCHMANN, 
1995; SMEDEGARD-PETERSEN, 1977a, 1977b), 
mas essas toxinas podem ser liberadas duran-
te a germinação dos conídios na superfície da 

A)

B)

C)

Fotografia 1: Observação dos sintomas em 
folhas de milho na variedade Ag 64A

Obs.: A) infectadas com E. turcicum (isolado de milho),  
B) gota de toxina do isolado de milho, C) gota de toxina  
do isolado de capim.

Fonte: Os autores.
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folha de uma planta, levando à penetração 
da superfície do hospedeiro e mostrando-se 
indispensáveis à subseqüente colonização 
dos tecidos da planta; podem também pro-
mover pequenas alterações nas atividades 
metabólicas do hospedeiro, gerando irritação 
nas células (necrose), além de suprimir a ex-
pressão do mecanismo geral de resistência 
presente nas plantas suscetíveis (SCHEFFER, 
1983, 1989; SCHEFFER; LIVINGSTON, 1984). 
Diante disso, as toxinas podem reproduzir 
os sintomas típicos da doença no hospedei-
ro, em nível ultra-estrutural e macroscópico, 
constituindo-se critério útil na avaliação da 
seleção de plantas quanto ao melhoramen-
to, como descrito por Hunold e outros (1990), 
Krämer, Opel e Siebert (1989) e Weiergang e 
outros (2002).

Por conclusão, as toxinas extraídas de 
E. turcicum isolados de milho e capim po-

dem ser utilizadas em processos de melho-
ramento para auxiliar na seleção de varie-
dades resistentes, por ser método rápido, 
barato e simples.

Extraction and action  
of Exserohilum turcicum 
toxins in maize plants

Spot blotch, caused by Exserohilum turcicum 

is important disease in maize, grass and 

sorghum. To demonstrate the action of 

the pathogen in plants the reaction is 

patogenicity important in procedures 

of improvement of plants. The form of 

substituting the patogenicity reaction, 

it is the action of toxins produced by the 

different isolates of the fungi. For this, 

isolates of E. turcicum from maize and 

grass were developed in Fries medium 

and than toxins were extracted. After ten 

days of the seed of maize germination, the 

leaves were collected and placed in Petri 

plates and receiving drops of maize and 

grass toxins, conidial suspension or water 

being later submitted to different analyses. 

The preliminary results demonstrated that 

maize plants with toxin of the isolate of 

maize fungi, presented necrosis besides, 

when the leaves were treated with conidial 

suspension they presented lesions. 

Like this, phytotoxins were capable to 

reproduce, the symptoms of the disease 

by the pathogens and that can be used in 

improvement plant processes.

Key words: Grass. Exserohilum turcicum. 

Maize. Toxins.
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Gráfico 1: Porcentagem de inibição da 
clorofila total nas folhas de milho destacadas 
e tratadas com toxinas de E. turcicum isolados 
de milho e capim

Obs.: Variedades Ag 303, Ag 405, Ag 64A e M28C.

Fonte: Os autores.
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