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RESUMO: Varias espécies de fungos do género Fusarium estédo envolvidas em podriddes de raizes, colmos
e espigas e morte de plantulas do milho (Zea mays). As espécies F. equiseti, F. subglutinans e F.
verticillioides foram encontradas em associacdo com podridées de espigas de milho, em amostras oriundas
da regido Centro Sul do Brasil. A identificagdo dessas espécies foi realizada com o emprego da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). No entanto, as informagBes sobre a patogenicidade dessas espécies em
diferentes fases do desenvolvimento do milho sdo escassas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a patogenicidade de diferentes espécies de Fusarium na germinacéo e desenvolvimento de plantulas
de milho. Verificou-se que todas as espécies estudadas foram patogénicas a plantula de milho causando
necroses nas raizes, porém os isolados néo inibiram a germinacdo de sementes de milho.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos fitopatogénicos; Patbégenos; Zea mays.

1. INTRODUCAO

O milho tem grande importancia econdémica e social para o Brasil, tanto na
agricultura de subsisténcia como na agricultura comercial. A importancia econémica do
milho é caracterizada pelas diversas formas de sua utilizacdo, que vai desde a
alimentacdo humana e animal até a industria de alta tecnologia. O Brasil € 0 quarto maior
produtor mundial de milho, produzindo aproximadamente 6,7% da producdo global,
seguindo os Estados Unidos, a China e a Uni&o Europeia.

Segundo CONAB (2012), a producao brasileira na safra 2010/2011 é da ordem de
65 milhdes de toneladas cultivados em 15,6 milhdes de hectares, distribuidos em todo o
territério nacional. A producdo em duas safras anuais em algumas regifes do pais torna o
Brasil um dos principais produtores mundiais. Essa producdo intensiva de milho
proporcionou o aumento de algumas doenc¢as na cultura. Dentre as quais, destacam-se
aquelas causadas por fungos do género Fusarium, ndo apenas pelos danos na
produtividade das lavouras, mas também porque contaminam gréos com micotoxinas
(REIS et al., 2004). As espécies de Fusarium causam morte de plantulas, podriddes de
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colmos e espigas, e contaminam os graos com diferentes micotoxinas, com destaque
para fumonisinas, tricotecenos e zearalenona (BOTALLICO, 1998).

As principais espécies de Fusarium patogénicas ao milho sédo pertencente ao grupo
monofilético denominado Gibberella fujikuroi. Dentro deste grupo as espécies que tem
sido mais estudada neste patossistema sdo: F. verticillioides (teleomorfo: Gibberella
moniliformis), F. proliferatum (teleomorfo: Gibberella intermedia), F. subglutinans
(teleomorfo: Gibberella subglutinans) (LESLIE e SUMMERELL, 2006). Porém outras
espécies também podem afetar sementes, colmos e espigas, sendo que sua ocorréncia é
mais restrita, e consequentemente menos estudada (BOTALLICO, 1998).

Espécies pertencentes ao grupo Gibberella fujikuroi como F. andiyazi (Maracas,
Rheeder, Lamprecht, Zeller e Leslie) e F. equiseti ((Corda) Saccardo) (ndo pertencentes
ao grupo G. fujikuroi ) tem sido encontrada associadas a podriddes na espiga de milho,
porém ndo existem informagBes no Brasil sobre patogenicidade das espécies nas
diferentes fases de desenvolvimento do milho. Considerando que a espécies do género
Fusarium causam prejuizos consideraveis e que seu controle ainda € um desafio, novos
estudos devem ser realizados a fim de gerar informacdes sobre a viruléncia e interacéo
patdgeno-hospedeiro. Neste contexto, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a
patogenicidade de diferentes espécies de Fusarium sob a germinacdo de sementes e
desenvolvimento de plantulas de milho.

2. MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras e Identificacdo de espécies através de PCR: Amostras de
espigas de milho com sintomas de podriddo foram coletadas em lavouras de milho das
principais regides produtoras no estado do Parana. Em seguida, foram obtidos isolados
monosporicos utilizados para posterior extracdo de DNA gendmico utilizando o protocolo
CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987). A identificacdo dos isolados dos isolados foi
realizada através da técnica de PCR utilizados iniciadores especificos para espécies de F.
verticillioides e F. subglutinans conforme protocolo descrito por Mulé et. al., (2004). A
confirmacgdo da espécie F. equiseti foi baseada no sequenciamento da por¢do do gene
fator de elongacao-1lalfa, com os iniciadores Efl e Ef2 descritos por Geiser et al. (2004).

Producédo de inoculo: Isolados monospéricos das espécies F. equiseti, F. andiyazi, F.
verticillioides e F. subglutinans foram repicados para placas com SNA e incubados a 23°
C durante sete dias. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de &gua esterilizada e com auxilio
de hemacitdmetro a concentracdo da solucao foi ajustada para 10° esporos/mL.

Desinfestacdo e distribuicdo de sementes em rolo de papel: As sementes foram
previamente desinfestadas com alcool 70% por 1 minuto, 0.5% de NaClO por 1 minuto e
enxaguadas por trés vezes em agua esterilizada e secas em papel toalha.
Posteriormente, foram distribuidas sobre duas folhas de papel “germitest”, e com auxilio
de uma pipeta foi depositado sobre cada semente 20 pL de solugédo de esporos
previamente quantificada como descrito anteriormente. A testemunha constituiu de
sementes inoculadas com 20 pL agua destilada. Logo em seguida, as sementes foram
cobertas com mais uma folha de papel e enroladas; as folhas de papel foram umedecidas
com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes o peso seco do papel. Os rolos de papel
foram distribuidos em germinador regulado a temperatura constante de 25°C, onde
permaneceram por sete dias. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com oito repeticbes, onde cada repeticdo consistiu de rolo de papel com 50
sementes totalizando 400 sementes por tratamento.
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Anadlise estatistica: As variaveis mensuradas foram: (i) n° de sementes com algum grau
de descoloracdo e presenca de raizes com necrose na regido de insercao das raizes na
semente, com pelo menos 10 % das raizes necrosadas; (i) sementes deterioradas com
inicio de germinacéao visual; e (iii) sementes deterioradas sem germinacdo. As analises
foram realizada com auxilio do programa SISVAR (Sistema de Andlise de Variancia
(Ferreira, 2000 )). As medias foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Os dados foram transformados em Raiz quadrada de Y + 1.0 - SQRT (Y +
1.0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de patogenicidade mostrou que as espécies F. verticillioides, F.
subglutinans e F. equiseti causaram necroses nas raizes de plantulas inoculadas, porém
nao causam reducao aparente na germinagao de sementes nem deterioracao significativa
em condi¢des na qual foi conduzido este ensaio (tabela 1).

Tabela 1. Patogenicidade de isolados de F. equiseti, F. subglutinans e F. verticillioides, expressa na
germinacao e deterioracdo de sementes e necrose de raizes de plantulas de milho.

Sementes Germinacdo Plantulas com  raizes
Espécielisolado deterioradas sementes necrosadas
(%) (%) (%)
F. equiseti/1 2,7ns 97,2ns 4,0 b*
F. equiseti/2 5,0 95,0 4,36 b
F. subglutinans/1 52 94,8 4,93 b
F. subglutinans/2 3,7 96,3 3,93b
F. verticillioides/1 3,7 96,2 515c
F. verticillioides/2 2,7 97,2 542c
Testemunha 1,5 98,5 3,14 a
CV (%) 16,5

'médias seguidas da mesma letra na coluna vertical ndo diferem entre si de acordo com o Teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. CV, coeficiente de variagéo.

Os resultados deste estudo em relacdo a F. verticillioides foram parcialmente
concordantes aqueles obtidos por Cumagun et al. (2009) em que os autores verificaram
gue isolados de F. verticillioides foram patogénicos as plantulas de milho. As pesquisas
sobre espécies de F. subglutinans patogénicas a plantulas de milho sédo escassas. Neste
estudo, foi confirmada a patogenicidade desta espécie. Broders et al. (2007), avaliando
diferentes niveis de viruléncia de espécies de Fusarium em sementes de milho e soja
observou que todos os isolados de F. graminearum mostraram-se altamente virulentos as
duas culturas, enquanto, F. subglutinans apresentou baixo nivel de viruléncia tanto para
milho quanto para soja.

Em relacdo a espécie F. equiseti poucas sdo as informacdes sobre a
patogenicidade ao milho. Porém, em estudos realizado por Broders et al. (2007) estes
autores constataram a patogenicidade dessa espécie em sementes de milho e soja.
Segundo, Bottalico (1998) algumas espécies de Fusarium podem ser consideradas
patégenos fracos ou oportunistas, porém sdo capazes de produzir consideraveis
guantidades de toxinas.

Este trabalho permitiu gerar informagbes sobre a patogenicidade de algumas
espécies de Fusarium em milho, contribuindo para o esclarecimento da complexa relacéo
deste patossistema.
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4. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a patogenicidade das espécies F. verticillioides, F.
subglutinans e F. equiseti em plantulas de milho, uma vez que estas espécies causaram
necroses em raizes. Porém, essas espécies ndo interferiram na germinagcédo de sementes
de milho.
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