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Caracteristicas patogénicas de isolados do complexo Fusarium graminearum e de
Fusarium verticillioides em sementes e plantulas de milho

Pathogenic traits of Fusarium graminearum complex and Fusarium verticillioides isolates on seeds
and seedlings of maize

Paulo Roberto Kuhnem Junior' Raquel Stumpf' Pierri Spolti' Emerson Medeiros Del Ponte"

RESUMO

No Brasil, diversas espécies de Fusarium sdo
patogénicas ao milho, afetando sementes, plantulas, colmos e
graos. Objetivou-se comparar isolados de F. verticillioides e de
duas espécies do complexo F. graminearum (F. graminearum
sensu stricto e F. meridionale), de ocorréncia predominante
em sementes de milho, quanto & taxa de crescimento micelial,
capacidade de colonizacao e reducéo da germinagdo da semente,
reducéo da emergéncia de plantulas e infeccéo e colonizagéo de
colmos de milho.Testes permutacionais e analise de contraste foram
usados para discriminar os isolados. Analise de componentes
principais foi utilizada para identificar as variaveis responsaveis
pela maior variancia entre os isolados. Com excecédo da reducao
da germinacdo, os isolados F. verticillioides apresentaram
menores valores de taxa de crescimento micelial, eficiéncia de
infeccdo, redugdo na emergéncia de plantulas e comprimento
de lesdo em colmos, quando comparados aos demais, que néo
se diferenciaram. As variaveis reducéo da emergéncia e redugéo
da germinagdo apresentaram maior influéncia na caracterizagdo
dos isolados, sugerindo que sementes infectadas com isolados de
qualquer uma das espécies do complexo F. graminearum testadas
representam maior risco ao estabelecimento da cultura do que
isolados de F. verticillioides.

Palavras-chave: Gibberella zeae, Gibberela fujikuroi, Zea mays
L., podridao do colmo.

ABSTRACT

In Brazil, several Fusarium species are pathogenic
to corn affecting seeds, seedlings, stalks and grains. This research
aimed to compare isolates from F. verticillioides and from two
species of the F. graminearum complex (F. graminearum sensu
stricto and F. meridionale) prevalent on corn seeds in relation
to mycelial growth rate, ability to colonize and reduce seed
germination, reduction in seedling emergence and infection and

colonization of corn stalk. Permutational test and contrast analysis
was performed to discriminate the isolates and species. Principal
component analysis was used to identify the variables leading to
greatest variance among the isolates. With the exception of seed
germination, F. verticillioides isolates showed lower values for
mycelial growth rate, infection efficiency, reduction in seedling
emergence and lesion size than F. graminearum complex isolates
that were all similar. Seedling emergence and seed germination
showed greater influence on the characterization of isolates,
suggesting that seeds infected with F. graminearum isolates of
any of the species tested represent a greater threat to crop stand
than F. verticillioides isolates.

Key words: Gibberella zeae, Gibberela fujikuroi, Zea mays L.,
stalk rots.

INTRODUCAO

Os fitopatogenos Fusarium verticillioides
e F. graminearum estdo entre 0s mais importantes na
cultura do milho, causando doengas diversas como
podriddo radicular, morte de plantulas, podriddo de
espiga, podriddo de colmo, podendo levar a redugdes
na produtividade e qualidade de grdos em todo o
mundo (MUNKVOLD, 2003). Ambas as espécies
s8o capazes de produzir micotoxinas, sendo que as
fumonisinas sdo mais comumente associadas com F.
verticillioides e desoxinivalenol (DON) e nivalenol
(NIV), do grupo tricoteceno do tipo B, com F
graminearum (MUNKVOLD & DESJARDINS,
1997). Estudos filogenéticos determinaram que F
graminearum constitui um complexo com pelo
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menos 15 espécies (SARVER et al., 2011). Isolados
do complexo F. graminearum (Fg) variam quanto
ao fendtipo quimico (quimiotipo) em relacdo aos
tricoteceno-B. Métodos moleculares tém sido usados
para genotipar isolados, pela presenca de alelos de
genes relacionados a sintese dessas micotoxinas
(DESJARDINS, 2008).

Estudos populacionais do complexo
Fg no Brasil mostraram a ocorréncia de multiplas
espécies desse complexo associadas com trigo e
cevada, com consisténcia entre a espécie e 0 genotipo
tricoteceno: F. meridionale apresenta o genétipo NIV
e F. graminearum sensu stricto (s.s.) 0 gendtipo 15-
ADON, sendo este Ultimo a espécie predominante nos
dois cereais de inverno (>80%) (ASTOLFl etal., 2012;
2011). Enquanto F. graminearum é relatado na Asia,
Europa e nas Américas como patogénico a diversos
cereais, causando principalmente a giberela na espiga
e a podriddo radicular, Fusarium verticillioides
¢ relatado ao redor do mundo como patogénico
somente ao milho (MUNKVOLD, 2003; JURJEVIC
et al., 2005; NDOYE et al., 2012). No Brasil, .
verticillioides é de ocorréncia comum e frequente
em sementes e grdos de milho produzido em todas as
regides do Brasil (RIBEIRO et al., 2005; NERBASS
et al., 2008). Ja F. graminearum é mais frequente em
milho no sul do Brasil, quando comparado a regido
central do pais, possivelmente pela maior quantidade
de in6culo, uma vez que no sul é comum a sucessao
trigo-milho (STUMPF et al., 2013; CASA et al.,
1998). Dois estudos de levantamento de espécies e
gendtipos toxigénicos do complexo Fg, por métodos
moleculares, em grdos do Estado do Rio Grande
do Sul (STUMPEF et al., 2013) e do Brasil Central
(SILVA, 2011), foi observado um predominio de F.
meridionale em relacdo a F. graminearum s.s. com
0S mesmos genatipos tricoteceno ocorrentes em trigo.

E sabido que Fusarium verticillioides
tem a capacidade de transmitir-se para as espigas de
forma sistémica a partir de sementes (WILKE et al.,
2007). No entanto, pouco se conhece sobre o efeito
diferencial das espécies do complexo Fg patogénicas
ao milho na introducdo, no estabelecimento e na
transmissdo para a parte aérea, bem como se ha
diferencas fenotipicas que determinam vantagem
adaptativa ou de competitividade entre as espécies
ou gendtipos tricotecenos distintos. Considerando
que ha no Brasil diversidade de espécies e gendtipos
toxigénicos de Fusarium que ocorrem em milho, o
objetivo do estudo foi comparar a patogenicidade
e agressividade de uma colecdo de isolados de F
verticillioides e de duas espécies do complexo F.
graminearum obtidos de graos de milho.

MATERIAL E METODOS

Colecdo de isolados

A partir de um estudo prévio de
levantamento de Fusarium spp. em gréos de milho
no estado do Rio Grande do Sul, foram selecionados
seis F. verticillioides positivos para o gene FUM-1
e seis do complexo Fg, sendo quatro F. meridionale
com genotipo NIV e dois F. graminearum s.s., com
genétipo  15-ADON, determinados por métodos
moleculares (STUMPF et al., 2013).

Caracterizagdo fenotipica e de agressividade

Taxa de crescimento micelial (TCM) -
Colénias fangicas dos isolados oriundos da colegdo
foram cultivadas em meio BDA por sete dias para
a retirada de discos de micélio com seis mm de
didmetros, os quais foram transferidos para o centro de
novas placas contendo BDA. Essas foram mantidas a
25+2°C em escuro continuo. O didmetro da col6nia foi
medido a cada 24h, por cinco dias, em duas dire¢es
perpendiculares. Foram utilizadas cinco repeti¢cdes por
isolado. A média do didmetro da coldnia foi utilizada
para calcular a taxa de crescimento micelial de cada
isolado (SPOLTI et al., 2012).

Semente totalmente colonizada (STC) e
reducdo da germinacdo das sementes (RE_GER) -
Foram usadas sementes ndo tratadas do hibrido
30F53 (Pioneer), as quais foram inoculadas sob
condi¢Bes de restricdo hidrica em substrato BDA
(MACHADO et al., 2001). O meio de cultura foi
ajustado para o potencial osmético de -1,2MPa, com
adicdo de NaCl (9,3gL1). Uma suspensao de esporos
(102 conidiosmL?) de cada isolado foi distribuida
sobre placas contendo meio de BDA, as quais
foram incubadas por cinco dias a 25+2°C. Apds,
foram distribuidas 25 sementes de milho por placa.
Novamente, as placas foram levadas para a cAmara
de crescimento, onde permaneceram por 120h. Ao
fim desse periodo, as sementes foram secas em fluxo
laminar por 24h e desinfestadas superficialmente com
alcool (95%) e hipoclorito de sddio 1% (1min). Para
cada isolado, foram plagueadas 200 sementes em
gerbox (25 sementesgerbox™) acondicionados em
fotoperiodo de 12h a 25°C. Nessas sementes, avaliou-
se a incidéncia (%) de sementes colonizadas apés 48,
96 e 144h e o poder germinativo ap0s sete dias de
incubacdo. Foram consideradas germinadas aquelas
com desenvolvimento das estruturas essenciais do
embrido (raizes e mesoc6tilo), demonstrando sua
aptiddo para produzir uma planta (RAS, 2009).

Reducdo da emergéncia de plantulas (RE_
EMER) - Em copos plasticos de 0,3L (altura de 8,5¢cm
e diametro de 7cm), contendo substrato de himus
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esterilizado, foram semeadas sementes previamente
inoculadas com os isolados avaliados, sob condicdes
de restri¢do hidrica, conforme descrito anteriormente.
Em cada copo, foram semeadas duas sementes a uma
profundidade de 1,5cm cada. Apds a semeadura,
distribuiram-se ao acaso 0s copos em camara de
crescimento a 23°C e fotoperiodo alternado de 12h de
luz branca fluorescente por 10 dias. Foram avaliados
13 tratamentos, sendo 12 isolados e uma testemunha
ndo inoculada com o patdgeno.

Comprimento de leses em colmos (CL) -
A caracterizacdo da agressividade dos isolados foi
avaliada pela inoculagdo em colmos de pléantulas
de milho (DAMICONE et al., 1988). Sementes
previamente desinfestadas superficialmente com
hipoclorito de sédio (1%) por 1 minuto, seguido de
duas lavagens com aguaesterilizada e por termoterapia
com imersdo das sementes em agua aquecida a 60°C
por 5 minutos foram semeadas em substrato de
himus em vasos de 3L. ApGs a semeadura, 0s vasos
foram mantidos em casa de vegetagdo com ambiente
controlado, com temperatura de aproximadamente
25°C e umidade relativa do ar de 80%, até 0 momento
da avaliacdo. Vinte dias apds o semeio, as plantulas
foram inoculadas em um Unico ponto do colmo, cerca
de 1cm acima do substrato, utilizando-se palitos de
dente esterilizados em contato prévio com a col6nia
fungica pela raspagem superficial do micélio, os quais
foram mantidos no local da inoculacdo por 48h. Dez
dias ap6s a inoculagdo, as plantulas foram avaliadas
quanto a presenca de sintoma no interior do colmo
pelo corte transversal. Quando presente, a leséo foi
mensurada considerando a &rea doente com sintoma
de descolorag&o dos tecidos.

Delineamento experimental e analises estatisticas
Para todos os ensaios, foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado,
com cinco repeti¢des por tratamento. Cada isolado
foi considerado um tratamento, perfazendo 13
tratamentos quando da inclusdo de uma testemunha,
no caso do ensaio de inoculagdo em colmos. Para
todas as variaveis, foi realizado teste de permutacao
para avaliar a significncia da varidncia entre os
isolados a partir de uma matriz de semelhanca entre
as unidades amostrais, estabelecida pela distancia
Euclidiana (TORRES et al., 2010). As médias das
variaveis independentes foram discriminadas por
pareamento e, quando significativas, foi realizado
contraste ortogonal entre isolados de espécies dos
diferentes complexos (F. verticillioides vs. Fg),
entre isolados das duas espécies do complexo Fg
(F. graminearum s.s. vs. . meridionale) e entre
F. verticillioides e as duas do complexo Fg (F
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verticillioides vs. F. meridionale; F. verticillioides
vs. F. graminearum s.S.). A significancia do contraste
foi definida com 10.000 permutagoes (TORRES et
al., 2010). Para identificar quais variaveis apresentam
maior influéncia na caracterizagdo dos isolados, foi
realizada analise de componentes principais. Assim,
foram extraidos os fatores com autovalores >1,
considerando também a contribuicdo da variancia
total acumulada nos componentes principais
sequenciais>70%. A significincia dos eixos
selecionados foi avaliada pela auto reamostragem
(1.000 permutagdes), em que, para: P(0i>01)<a,
rejeita-se a hipdtese nula e se assume a estruturacéo
significativa dos eixos (PILLAR, 1999), sendo que,
no presente trabalho, ndo foi adotado um limiar para
a, buscando evitar o erro do Tipo II, dado o pequeno
nimero de unidades amostrais para cada variavel
(n=84). Todas as andlises estatisticas multivariadas
foram realizadas com auxilio do programa MULTIV
versdo 2.4.2 (PILLAR, 2001).

RESULTADO E DISCUSSAO

Para todas as varidveis analisadas, foi observada
evidéncia do efeito do isolado (P<0.0004) (Tabela
1). A taxa de crescimento micelial variou de 2,39mm
dia® a 518mm dia®. Isolados do complexo Fg
apresentaram uma maior taxa média (4,57mm dia?)
do que os isolados F. verticillioides (2,73mm dia?)
(P=0,0008). Néo foi observada diferenga na média do
crescimento micelial entre as espécies do complexo Fg
(Tabela 1), contrariando estudos com dois isolados de
F. graminearum s.s. e dois F. meridionale, oriundos
de trigo e cevada, em que o0s autores observaram
que a taxa de crescimento micelial média de F
graminearum s.s. (7,9mm dia?) foi maior do que
isolados F. meridionale (5,9mm dia) (SPOLTI et al.,
2012). Essas diferengas podem ser devidas a variagao
entre individuos, sendo que um isolado F. meridionale
do presente estudo apresentou uma taxa similar aos
dois isolados F. meridionale no estudo de SPOLTI et
al. (2012). Em um estudo com inoculagado artificial de
Fusarium spp. em espigas de milho, foi observado
que o crescimento de F. graminearum foi superior ao
de F verticillioides, quando inoculado isoladamente,
e que, em inoculagdes com mistura dessas espécies,
a taxa de crescimento de F. graminearum foi baixa,
indicando alguma interferéncia de F. verticillioides
(STEWART et al., 2002). Apenas em dois dos seis
isolados de F. verticillioides, foi possivel observar
sementes totalmente colonizadas pelo fungo apds 48h
da inoculagdo, com incidéncia média de 1,5% (Tabela
1). J& para os isolados do complexo Fg a incidéncia
no mesmo periodo variou de 12% a 91%, com média
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Tabela 1 -Andlise de variancia por testes de permutacdo para crescimento micelial e caracteristicas de patogenicidade para seis isolados
Fusarium verticillioides (Fvert) e seis isolados do complexo Fusarium graminearum (Fg), sendo quatro F. meridionale (Fmer)

e dois F. graminearum sensu stricto (Fgss).

Isolado TCM?* (mm/dia) STC48h? (%) RE_GER® (%) RE_EMER* (%) CL®(cm)
Fvert 2,39 0,00 50,00 54,55 0,90
Fvert 2,66 8,00 86,96 72,73 1,08
Fvert 2,74 0,00 70,65 68,18 1,25
Fvert 2,81 0,00 61,96 68,18 1,08
Fvert 2,75 1,00 64,13 50,00 0,85
Fvert 3,02 0,00 83,70 77,27 1,10
Fg

Fmer 481 90,00 80,43 88,64 2,70
Fmer 4,65 43,00 60,87 95,45 3,50
Fmer 5,02 12,00 89,13 54,55 0,63
Fmer 2,89 91,00 93,48 100,00 2,50
Fgss 5,18 51,00 66,30 81,82 1,10
Fgss 4,86 24,00 84,78 100,00 5,35
Média Fvert 2,73 1,50 69,57 65,15 1,04
Média Fg 4,57 51,83 79,17 86,74 2,63
Média Fmer 4,34 59,00 80,98 86,66 2,33
Média Fgss 5,02 37,50 75,54 90,91 3,23
Valor de P 0,0004 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Contrastes Significancia (valor de P)

Fvert vs Fg 0,0008 0,0001 0,0449 0,0011 0,0001
Fmer vs Fgss 0,4483 0,3461 0,4874 0,4398 0,4403
Fvert vs Fmer 0,0099 0,0001 0,0429 0,0098 0,0004
Fvert vs Fgss 0,0023 0,0001 0,3446 0,0016 0,0002
Sintese Fv<Fmer=Fgss Fv<Fmer=Fgss Fv=Fgss<Fmer Fv<Fmer=Fgss Fv<Fmer=Fgss

! Taxa de crescimento micelial.

2 Semente totalmente colonizada ap6s 48h de incubagéo.
® Redugdo relativa da germinagdo das sementes.

* Reduc?o relativa da emergéncia de plantulas.

® Comprimento de lesdo no colmo de plantulas inoculadas por ferimento.

de 51,83%, sendo esta >30x superior a incidéncia por
F. verticillioides (P=0,0001). No entanto, apds 96h
de incubacdo, todas as sementes apresentavam-se
totalmente colonizadas indiferente ao isolado (dados
nao apresentados). Isolados do complexo Fg também
foram os que mostraram maior taxa de crescimento
micelial, o que pode ter influenciado na colonizagdo
das sementes. A reducdo na germinago das sementes
inoculadas variou de 50% a 93,48% (Tabela 1).
Fusarium verticillioides reduziu em 69,57% a
germinacgdo, valor inferior (P=0,0449) a reducdo de
79,17% provocada pelos isolados do complexo Fg. A
diferenca entre . verticillioides e os isolados Fg foi
devida principalmente aos isolados F. meridionale
(80,98%), uma vez que ndo houve evidéncia de
diferenca entre isolados F. verticillioides e F
graminearum s.s. (75,54%) (P=0,3446). A reducéo na
emergéncia de plantula variou de 50% a 100%, sendo

que a média para isolados F. verticillioides (65,15%)
foi menor do que para os do complexo Fg (86,74%)
(P=0,0011). N&o houve (P=0,4398) diferenca entre
as espécies do complexo Fg que apresentaram média
de 86,66% e 90,91% (Tabela 1). MUNKVOLD &
O’MARA (2002), estudando o efeito de fungicidas no
controle do tombamento de plantulas de milho por 12
isolados de Fusarium spp., observaram os menores
valores de emergéncia de plantulas provocados por
isolados de F. graminearum (31,0-47,6%), sendo
estes aproximadamente 2x inferiores aos isolados F
verticillioides (88,1-95,2%) no tratamento testemunha.
Da mesma forma, Damicone et al. (1988), em um
estudo com isolados de F. verticillioides inoculados
em gréos de aveia e plantados junto as sementes de
milho no campo, observaram de 24 a 46% de reducéo
na emergéncia de plantulas. Essa baixa habilidade
dessa espécie em afetar o estabelecimento da cultura
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permite o desenvolvimento das plantas e a transmisséo
do patdgeno para a parte aérea, podendo este chegar
aos graos da espiga, uma vez que F verticillioides
pode causar infeccdo sistémica sem o aparecimento
de sintomas externos (WILKE et al., 2007). Todos
os isolados foram patogénicos pela inoculagdo por
ferimento em colmos de plantulas de milho de 30
dias de idade. No entanto, a agressividade inferida
pelo comprimento das lesGes variou entre os isolados
individuais ou agrupados pelas espécies (0,85cm
a 5,35cm) (Tabela 1). Na literatura, sdo escassos
trabalhos que comparam conjuntamente caracteristicas
de agressividade dessas duas espécies causando
podriddo em colmo e/ou em espigas, principalmente
para F. graminearum. JARDINE & LESLIE (1999),
em um estudo de patogenicidade com quatro isolados
de F. verticillioides, inoculados pelo método do
palito em colmo de plantas de dois hibridos de
milho, no estddio de pendoamento, observaram que
todos os isolados causaram lesGes nos colmos, com
comprimento variando de 13 a 22cm.

O comprimento médio geral das lesdes
provocadas por F. verticillioides (1,04cm) foi
2,5x inferior aquele provocado pelos isolados Fg
(2,63cm) (P=0,0001) (Tabela 1). MIEDANER et
al. (2010), em um estudo de campo conduzido na
Alemanha, compararam a patogenicidade de isolados
de F. graminearum com quimiotipo DON ou NIV
e F verticillioides, produtor de fumonisina, pela
inoculagcdodaplantaatravés dos estigmas sete diasap0s
o florescimento em hibridos suscetiveis e resistentes
de milho. Os autores observaram que a média de
severidade da podriddo da espiga, provocada pelos
isolados de F. graminearum produtores de DON, foi
a mais alta (62,9%), seguido dos produtores de NIV
(24,2%) e, por altimo, por isolados de F. verticillioides
(9,8%). No presente estudo, diferentemente do
estudo da Alemanha, a agressividade inferida pelo
comprimento das lesdes em colmos de plantulas de 30
dias foi semelhante entre os isolados F. graminearum
S.S. (3,23cm) e F. meridionale (2,33cm) (P=0,4398)
(Tabela 1), podendo essa inconsisténcia ser devida
a caracteristicas das espécies do complexo. Pela
ordenacdo das variaveis, foi possivel identificar,
dentre aquelas analisadas, quais apresentaram maior
importancia na caracterizagdo dos isolados flngicos
(Tabela 2). Os dois primeiros componentes principais
(CP,= reducdo de emergéncia e CP, = redugdo de
germinacao) apresentaram autovalores iguais a 2,86 e
0,87 econtribuiram com57,20%e 17,39% navariancia
total observada em cada componente (eixo), o que,
somado, explica 74,5% da variancia entre os isolados
(Tabela 2). Esse resultado sugere que, em estudos
futuros, as avaliagcGes da germinacdo de sementes e
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Tabela 2 - Anélise de componentes principais para variaveis que
representam caracteristicas fisiolégicas e patogénicas
em um grupo de doze isolados, sendo seis de
Fusarium  verticillioides e seis de Fusarium
graminearum.

Variavel” CP CP,
Autovalores 2,86 0,87
% Variancia 57,20 17,39
Semente totalmente colonizada ap6s 48 h (%) 0,47 0,01
Reducdo da germinacdo de sementes (%) 0,30 0,89
Reducdo de emergéncia de plantulas (%) 0,54 -0,05
Taxa de crescimento micelial (mm/dia) 0,39° -0,28
Agressividade em colmos (cm) 0,49 -0,34

YAutovalores e variancia associados aos componentes.
*Componentes principais.

“Autovetores das variaveis de caracterizacdo dos isolados de
Fusarium spp. em que as variaveis redugdo de emergéncia de
plantulas e reducdo da germinagdo de sementes correspondem a
57,2% e a 17,39% da variancia dos descritores originais dos dois
primeiros componentes, respectivamente.

da emergéncia de plantulas devem ser priorizadas
na caracterizagdo de isolados de Fusarium spp. em
milho. Ainda, em estudos de tratamento de sementes
com fungicidas, em que se visa a avaliar a eficiéncia
de fungicidas protetores na redugdo/erradicacdo
dessas espécies, devem ter como alvo bioldgico o
complexo Fg, uma vez que Fusarium verticillioides
possui uma menor taxa de crescimento micelial,
menor eficiéncia de colonizagdo de sementes, menor
reducdo na emergéncia de plantulas e menor tamanho
de lesdo em colmos, quando comparados aos isolados
do complexo Fg. Finalmente, as medidas de redugéo
da germinacdo e reducdo da emergéncia sdo bons
indicadores na caracterizagdo, principalmente das
duas espécies biolégicas, uma vez que ndo houve
diferenca entre as espécies filogenéticas do complexo
F. graminearum.

CONCLUSAO

Fusarium verticillioides e o complexo F.
graminearum apresentaram padrdes distintos quanto
a taxa de crescimento micelial e caracteristicas
patogénicas em sementes e plantulas de milho, sendo
esses similares entre as espécies do complexo F
graminearum, as quais representam maior risco ao
estabelecimento da cultura pela maior reducdo de
germinacao e emergéncia de plantulas.
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