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1 INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) ¢ plantado em todas as regides do Brasil e ¢ encontrado em
diversas condicdes de clima e de cultivo. A producao brasileira ¢ de cerca de 80 milhdes de
toneladas de graos por ano, classificando o pais como um dos maiores produtores mundiais e
exportadores desta commodity (FAO, 2017).

O estado do Tocantins estd inserido na Fronteira Agricola do MATOPIBA (Maranhao,
Tocantins, Piaui e Bahia) e sua area cultivada encontra-se em franca expansdo, onde nos
ultimos anos, o cultivo do milho vem se mantendo estavel, ocupando as areas posteriores a
colheita da soja (CONAB, 2017). O aumento de produtividade tem sido um dos grandes
desafios por parte de técnicos e produtores de milho segunda safra no Tocantins. O estado
destaca-se como uma nova fronteira agricola, com expansao acentuada na area plantada e na
producdo de grdos, superando mais de um milhdo de hectares e mais de trés milhdes de
toneladas de graos, mas a produtividade do milho segunda safra ainda ¢ considerada baixa.
Um dos principais fatores de sucesso no seu cultivo ¢ a escolha correta da época de plantio e
das cultivares a serem utilizadas em cada regido. O plantio de segunda safra no estado do
Tocantins ¢ caracterizado por um curto periodo de tempo entre a colheita da soja e o plantio
do milho, de modo a aproveitar, a0 maximo, o final do periodo chuvoso na regiao (SIMON et
al., 2016).

Apesar da grande importancia desta cultura, poucos produtores conseguem explorar
todo potencial produtivo. Além de pragas e deficiéncias nutricionais, a incidéncia de doencas
causa diversos danos e reducao drastica na producdo e qualidade final das sementes de milho.

Entre varios fatores que afetam a qualidade das sementes de milho, os microrganismos
sdo considerados um dos mais importantes. Além de estarem relacionados a qualidade
sanitaria, podem afetar a germinacao e o vigor e acelerar o processo de deterioracao durante o
armazenamento. Além disso, agentes etiologicos da maioria das doencas que afetam a cultura
podem ser disseminadas e transmitidas por sementes infectadas contaminadas (FANTAZZINI
et al, 2016). Recebe destaque o fungo Fusarium verticillioides (Sacc) Nirenberg, o qual ¢ a
espécie de maior incidéncia em lavouras de milho e em outras culturas por todo o mundo
(CAO etal., 2014; DEEPA; NAGARAJA; SREENIVASA, 2016).

Com isso objetivou-se com este trabalho avaliar a incidéncia de F. verticillioides

inoculados em diferentes épocas e métodos de inoculacdo em plantas de milho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, em termos de area plantada, os destaques sdo as culturas da soja, milho e
arroz. A cultura do milho, isoladamente, gera grande impacto positivo na economia do pais,
sendo a segunda cultura que mais gera receita na cadeia produtiva de graos no Brasil, com
uma produgdo estimada de 33.840 milhdes de toneladas somente na safra 2016/17 (MAPA,
2017).

Entretanto, tamanha produtividade pode ser afetada pela presencga de varios patogenos,
dos quais os fungos do género Fusarium sdo de grande relevancia fitossanitaria (TORRE-
HERNANDEZ et al., 2014). Sdo responsaveis por levarem as perdas consideraveis de
produtividade e sanidade dos graos. O milho ¢ um dos principais cereais cultivados no
mundo, fornecendo produtos para humanos e animais, bem como matérias-primas para a
industria. Devido a importancia econdmica desta cultura e adocdo de tecnologias pelos
produtores, estd aumentando a demanda por sementes de milho de alta qualidade, fazendo
com que as empresas de sementes adotem muitas vezes padroes de qualidade mais restritos do
que os estabelecidos somente pelo sistema de certificagdo (FANTAZZINI et al, 2016). Os
graos sdo utilizados na alimentagdo humana e na fabricacdo de véarios subprodutos,
principalmente na alimentacdo animal, sendo oferecido em graos, ou em ragdes formuladas e
balanceadas. Devido a isso, 70 a 80% da producdo desse cereal ¢ diretamente empregada na
composi¢do de ragdes para producdo de proteina de origem animal como carne, leite e ovos

(ALVES etal., 2015).

2.1 Fungos na alimentacio animal

Os fungos sdo caracterizados por serem microrganismos que t€ém ampla distribui¢ao
no meio ambiente, com alta dispersdo geografica. Eles sdo importantes em vérias atividades
econdmicas, como producdo de alimentos, remédios, enzimas e acidos organicos. Outro
aspecto destes organismos ¢ que alguns fungos sdo patogénicos as plantas e deterioram
alimentos, o que pode causar redugcdo no valor nutricional dos alimentos, producao de
produtos com metabolitos secundarios e doencas em seres humanos e animais (SILVA et al.,

2015).
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Os fungos mais comuns associados as sementes de milho no Brasil sdo os do género
Fusarium spp. e Aspergillus spp. Algumas espécies, muitas vezes, podem ser transmitidas
das sementes para as plantas (CASA; REIS, 2006). Esta associagdo, na maioria dos casos,
reduz a qualidade fisiologica das sementes, favorecendo a dispersdo de agentes patogénicos a
longas distancias e, patdgenos, também podem ser transmitidos das sementes para as plantas
(COUTINHO et al.,, 2007). Além disso, esses agentes fitopatogénicos também podem
produzir metabolicos secundarios toxicos para seres humanos e animais, chamados
micotoxinas (FREIRE et al., 2007; REIS et al., 2004).

ApoOs a infeccao por fungos patogénicos, algumas forragens gramineas mostram
mudangas bioquimicas que levam a uma perda de qualidade nutricional e, consequentemente,
também a palatabilidade para animais devido a redugdo da concentragdo de proteinas,
aminoacidos, agucares soluveis, carboidratos e digestibilidade da matéria seca, no entanto os
compostos fenodlicos e lignina sdo aumentados em plantas infectadas (MARTINEZ et al.,
2010).

A contaminacdo de matérias-primas afeta diretamente a alimentacdo dos animais,
produtividade e contribui para a perda de culturas, o que provoca perdas econdmicas para a
industria de alimentos e custos para controle e analise de micotoxinas (CHELI et al., 2013).

Nas infec¢des causadas por fungos em animais, patdgenos podem estabelecer infec¢do
oportunista invadindo o tecido hospedeiro e afetando o sistema imunologico. Para sobreviver,
os fungos vao nutrir-se dos tecidos e nos casos de infecgdo sistémica, eles se espalham para

novos tecidos ou o6rgaos (NEGRI et al., 2012).

2.2 Efeitos toxicos dos fungos nos alimentos

Fungos sdo microrganismos eucaridticos, multicelulares, que podem ocasionar
alteracdes no sabor e qualidade de alimentos. Em alguns casos essas alteracdes sdo desejaveis,
como na fabricacdo de queijos. Todavia, em muitos outros, podem causar transformagdes
indesejaveis, produzindo sabores e odores desagradaveis, causados por diferentes graus de
deterioragdo ou ainda trazer riscos a satde humana e animal devido a producdao de
micotoxinas (OLIVEIRA et al., 2013).

Virios alimentos, seja devido a forma de armazenamento, sejam por meio de
instrumentos utilizados em seu manejo, estdo passiveis de sofrerem contaminagdes, incluindo

as fungicas. Essa contaminacdo ocorre pela incorporagdo do contaminante ao produto,
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podendo ser incorporado ao alimento durante seu manejo oferecendo risco de gerar danos a
saude do consumidor (GONCALEZ et al., 2013).

Os alimentos, de um modo geral, podem sofrer contaminacdo fungica durante a
colheita, processamento ¢ armazenamento até o momento do consumo humano ou animal.
Portanto, faz-se necessario um rigido controle qualitativo na produgdo de alimentos para que
os riscos de contaminagdo por micotoxinas possam ser diminuidos de modo a evitar

intoxicagdes (SOUZA et al, 2017).

2.3 Fusarium

O Fusarium ¢ um fungo cosmopolita, que ¢ amplamente habitante do solo e ¢ mais
encontrado em condi¢des favoraveis nas regides temperadas e tropicais. Muitas espécies sao
agentes patogénicos de plantas cultivadas, especialmente aqueles que sdo importantes no setor
agricola (LESLIE; SUMMEREL, 2006).

O género Fusarium tem uma ampla distribuicdo geografica, e sua dispersao ¢ fator de
desenvolvimento no meio ambiente. Pode ser associada aos tipos de clima, a vegetacdo, a
microbiota, o tipo de solo e nutrientes. Isso ¢ também distinguido por crescimento rapido,
colonias com palido e coloridos micélios aéreos e ramificados (MACIEL, 2012; FRIAS,
2014). A importancia deste fungo ¢ evidenciada pela maioria das espécies as quais sdo
patégenos de plantas e habitam amplamente no solo (GUARRO, 2013). Neste género, os
esporos t€ém duas formas que sdo chamadas microconidiais € macroconidiais. Microconidia ¢
unicelular, uninucleado e fusiforme. A macroconidia ¢ multicelular, mas cada célula possui
apenas um nucleo (SANDOVAL, 2010).

Patologias desencadeadas em culturas pelo Fusarium tem como resultado eminente a
podridao das raizes, caules e frutas (MENEZES et al., 2010). Na cultura do milho, F.
verticillioides e F. graminearum sio as principais espécies fitopatogénicas que podem causar
varias doengas associadas a reducdes da produtividade resultando em danos na qualidade dos

graos (KUHNEM JUNIOR et al., 2013).

2.4 Graos ardidos

A semente ¢ considerada infestada quando o patogeno esta ligado a superficie, e
infectada quando o patégeno ¢ encontrado dentro de seus tecidos (GALLI et al, 2005). Neste

contexto, seria conveniente que a colheita ocorresse logo apds a maturidade fisiologica,
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quando os graos de milho apresentam maxima qualidade, maximo acimulo de massa seca e
baixa incidéncia de fungos toxigénicos (EGLI e TEKRONY, 1997; SAINI e
WESTGATE,1999). Entretanto, nesta fase, os grios ainda apresentam elevado teor de
umidade, o que torna inviavel a colheita mecanizada, em fung¢do da dificuldade de debulha,
decorrente do excesso de partes verdes e imidas de plantas, fato que causam severas injurias
mecanicas por amassamento de graos (ALVES et al, 2001)

Segundo Farias et al. (2000), a contaminagdo por fungos com potencial toxigénico,
tais como Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp., pode ocorrer em graos de milho
aparentemente sadios. A qualidade dos graos de milho ¢ alterada direta ou indiretamente
quando estes sdo infectados por fungos, pela producdo de micotoxinas, que ocasionam danos
a saude tanto humana quanto animal em razao da atividade toxica que podem exercer sobre o
organismo (FARIAS et al, 2000; KUMAR et al, 2008)

O fungo F. verticillioides ¢ a principal espécie produtora de fumonisinas, grupo de
micotoxinas que ocorrem no milho e seus derivados (WORDELL FILHO; CASA, 2010).
Rocha (2010) estudou a distribuicdo de fungos e micotoxinas em graos recém-colhidos,
provenientes dos estados de Sdo Paulo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Bahia. Constatou
que o fungo F. verticillioides foi o patdogeno mais encontrado e as fumonisinas foram as

micotoxinas mais frequentes nos graos desse cereal.

2.5 Micotoxinas

As micotoxinas s3o metabolitos secundarios produzidos por fungos que apresentam
efeito toxico ao organismo humano e outros animais. Entre elas se destacam as aflatoxinas
(B1, B2, G1, G2 e M), acido fusarico, fumonisinas (B1 e B2), ocratoxinas (A, B e C),
patulina, zearalenona e tricotecenos (OLIVEIRA et al., 2013).

As micotoxinas levam ainda a uma perda econdomica preocupante em decorréncia da
reducdo da qualidade de alimentos para os seres humanos e animais. Ainda produzem efeitos
deletérios, principalmente quando absorvidas por via oral, mas podem também ao serem
inaladas ou absorvidas pela pele (MEDEIROS et al., 2015).

A presenca de fungos em produtos agricolas ndo significa que o fungo produziu
micotoxinas. Contudo, a detec¢do de micotoxinas pode ocorrer sem presenga do fungo em
alimentos, uma vez que as micotoxinas sao altamente resistentes a condigdes adversas, tais

como processos envolvendo fases mecénicas e térmicas. Dentro desta forma, as micotoxinas
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podem permanecer na alimentacdo mesmo depois da eliminagdo do fungo que os produz

(OLIVEIRA; KOLLER, 2011).

Assim como no crescimento fungico, a producdo de micotoxinas ¢ governada por uma

série de fatores, entre eles (TANIWAKI; IAMANAKA; SILVA, 2013):

Fungo: apenas alguns géneros sdo toxigénicos, embora nem todas as espécies desses
géneros sejam produtores de micotoxinas;

Substrato: alimentos com alto teor de carboidratos e algumas sementes oleaginosas sao
mais susceptiveis a producdo de micotoxinas quando comparados a outros tipos de
alimentos;

Umidade relativa e atividade de agua (aw): grande parte dos fungos necessita de
umidade relativa acima de 80% e valores de aw entre 0,6 ¢ 0,9 para a produgdo de
micotoxinas;

Temperatura: a temperatura 6tima de produgdo de micotoxinas geralmente encontra-se
na faixa de temperatura de crescimento flingico (minima-maxima). Climas tropicais e
subtropicais favorecem o crescimento da maioria dos fungos toxigénicos;

Atmosfera: sdo aerobios, em sua maioria;

Interacdo microbiana: a presenca de outros microrganismos pode alterar a produgdo de
micotoxinas de diferentes maneiras, ou seja, a producdo pode ser estimulada ou
mesmo inibida. Além disso, alguns microrganismos sdo capazes de remover ou
degradar as micotoxinas presentes no meio.

As micotoxinas podem causar varios efeitos bioldgicos nocivos no organismo animal,

inclusive, hiperestrogenismo, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (ROCHA et al., 2014).

2.6 Fumonisinas

As fumonisinas tiveram seus primeiros registros em 1988. As principais espécies que

produzem fumonisinas sdo. Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. nygamai, F.

anthophilum F. dlamini F. napiforme F. subglutinantes, F. polyphialidicum e F. oxysporum
(CRUZ, 2013; MALLMANN et al., 2013).

Existem varios tipos de fumonisinas devido a grande quantidade de espécies

produtoras. Até agora, sao conhecidos em torno de 25 substancias, destas as fumonisinas B1,
B2 e B3 (figura 1), ocorrem com mais freqiiéncia em alimentos (CRUZ, 2013; PEREIRA;
SANTOS, 2011; SANTANA, 2012).
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Figura 1: Formula estrutural quimica das fumonsinas B1-B4.

HOOC ]
HOOC

HOOC ul
Fq R Farmula CAS Mumber holecular mass
Fumonizin B4 OH OH CagHsgMOq 5 1163525-83-0 721838
Fumanizin Bo CH H CaqHs g 4 116355-54-1 705.839
Fumanizin B3 H OH CaqHsgMOq 4 136379-59-4 F05.839
Fumaonizin By H H CagHsgMOq 3 136379-60-7 E59.840

O clima ¢ um dos principais fatores para a contaminagdo dos graos por fungos. As
condigdes de alta umidade e temperaturas de cerca de 20 a 26 °C sdao 6timas para a producao

desses metabolitos (CRUZ, 2013).

2.7 A¢des preventivas

O uso da rotacdo de pastagem em plantas ndo hospedeiras e a eliminacdo de
residuos de culturas sdo as formas que favorecem a diminui¢ao das cepas patogénicas. O
aumento da atividade microbiana ¢ diminuida por praticas efetivas que aumentam a
supressividade do solo pela capacidade antagonista destes métodos proporcionarem contra os
potenciais agentes patogénicos (ZHAO et al., 2013).

Os avangos nas tecnologias das culturas aumentaram a produtividade do milho.
Exemplos dessas novas técnicas ¢ osistema de semeadura direta, que usa correcio e adequada
fertilizagdo do solo; uso extensivo de gerenciamento integrado de ervas daninhas, doencas e
pragas e aumento da ado¢do de sementes melhoradas com alta capacidade de produgdo. As
contribui¢des mais importantes no uso dessas novas técnicas ¢ o uso de hibridos e adogao de
sementes geneticamente modificadas (GRAVINA; 2011).

As condigdes para o crescimento de fungos, a produgdo de micotoxina depende de

fatores ambientais e parametros erréneos, como a produgdo agricola com medidas técnicas e
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preventivas inadequadas, envolvendo os processos de secagem, manuseio, embalagem,
armazenamento ¢ condi¢des de transporte que podem promover o crescimento de fungos
(MARIN et al., 2013).

Em geral, as infestacdes fungicas sdo dificeis de serem tratadas por métodos
convencionais devido a capacidade destes patogenos sobreviverem em diferentes ambientes.
Entre esses lugares, o solo e os restos culturais podem ser citados, que favorecem a
persisténcia desses patdgenos no ambiente. Uma das medidas de controle eficiente e
econdmica € o uso de cultivares resistentes (BAKHSH et al., 2007).

O controle quimico também podera ser utilizado. Os fungicidas carbendazim, thiram +
benomil e thiram + captan, sdo bastante utilizados para tratamento de sementes (NENE et al.,
2012). O problema ¢ que estes fungicidas ndo podem prevenir a infec¢@o e a colonizagdo de

raizes pelo patogeno habitante do solo (ANIMISHA et al., 2012).
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CAPITULO 1 - QUALIDADE FISIOLOGICA E SANITARIA DE SEMENTES DE
MILHO PRODUZIDAS NO SUL DO TOCANTINS COM DIFERENTES GRAUS DE
INFECCAO POR Fusarium verticillioides

RESUMO

A maioria dos patdgenos responsaveis pelas principais doengas do milho (Zea mays
L.) ¢ transmitida pelas sementes, trazendo consequéncias como a podriddo de sementes e 0
tombamento de plantulas, reducdo da germinagdo e do vigor, diminuindo assim a qualidade
das sementes de milho. Este trabalho teve por objetivo avaliar a patogenicidade, transmissao e
incidéncia de Fusarium verticilliodes em sementes de milho oriundas de espigas inoculadas
com diferentes métodos. No presente trabalho foram realizados testes de detec¢do de F.
verticillioides para confirmacao da presenca do patdgeno nas plantas de milho inoculadas nas
formas de spray, injetavel e natural. Foi avaliada a porcentagem de emergéncia, qualidade
fisiologica e sanitaria de sementes de milho produzidas com diferentes graus de infec¢do por
F. verticillioides, relacionando-se com a produtividade. Foi possivel identificar a sensibilidade
das técnicas de PCR, que amplificaram as concentragdes de DNA testadas. A técnica de PCR
utilizada foi capaz de detectar at¢ 1% de infec¢do. Foi observado que as inoculacdes feitas
nas espigas das plantas com spray resultaram em maior incidéncia do patdgeno nas sementes
quando comparada aos demais tratamentos. Os dez hibridos inoculados apresentaram
incidéncia de F. verticillioides nas sementes que foram submetidas as trés formas de
inoculag¢do. Quanto a emergéncia das plantulas verificou-se porcentagem superior a 90% em

todos os hibridos estudados.

Palavras chave: PCR, transmissibilidade, micoflora, sanidade, Zea mays.
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PHYSIOLOGICAL AND SANITARY QUALITY OF CORN SEEDS
PRODUCED IN THE SOUTH OF TOCANTINS WITH DIFFERENT
DEGREES OF INFECTION BY Fusarium verticillioides

ABSTRACT

Most of the pathogens responsible for the main diseases of maize (Zea mays L.) are
transmitted by seeds, with consequences such as seed rot and seedling tipping, germination
and vigor reduction, thus reducing the quality of maize seeds. The objective of this work was
to evaluate the pathogenicity, transmission and incidence of Fusarium verticilliodes in corn
seeds from spikes inoculated with different methods. In the present work, Fusarium
verticillioides detection tests were performed to confirm the presence of the pathogen in
maize plants inoculated in spray, injectable and natural forms. The percentage of emergence,
physiological and sanitary quality of maize seeds produced with different degrees of infection
by F. verticillioides was evaluated, being related to productivity. The PCR technique used
was able to detect up to 1% of infection. It was observed that the inoculations on the spikes of
the spray plants resulted in a higher incidence of the pathogen in the seeds when compared to
the other treatments. The ten inoculated hybrids showed incidence of F. verticillioides in the
seeds that were submitted to all forms of inoculation. To verify the transmissibility of the seed
pathogen to the plants, after extractions of leaf and stem tissues, DNA extraction analyzes
with specific primer of F. verticillioides were made. Seedling emergence showed a percentage

higher than 90% in all hybrids studied.

Key words: PCR, transmissibility, mycoflora, sanity, Zea mays.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos patdgenos responsaveis pelas principais doengas do milho (Zea mays
L.) ¢ transmitida pelas sementes, trazendo consequéncias como a podriddo de sementes € o
tombamento de plantulas, redu¢do da germinagdo e do vigor (KIMATI, 1980). Além dos
microrganismos fitopatogénicos, também podem ser encontrados os contaminantes ou
oportunistas, como por exemplo, Aspergillus sp., Rhizopus sp. € outros, os quais podem
deteriorar as sementes armazenadas, reduzindo as porcentagens de germinacao e vigor.

O fitopatogeno Fusarium verticillioides ((Saccardo) Nirenberg) estd entre os mais
importantes na cultura do milho, causando doengas diversas como podridao radicular, morte
de plantulas, podriddo de espiga, podriddo de colmo, podendo levar a reducdes na
produtividade e qualidade de graos em todo o mundo (MUNKVOLD, 2003).

No Brasil, F. verticillioides ¢ de ocorréncia comum e frequente em sementes e graos
de milho produzido em todas as regides do pais (RIBEIRO et al., 2005; NERBASS et al.,
2008).

E sabido que F. verticillioides tem a capacidade de transmissdo das sementes para as
espigas de forma sistémica (WILKE et al., 2007). No entanto, ¢ importante estudar na cultura
do milho sua introdugdo, estabelecimento e transmissdo da parte aérea para as sementes em
funcdo da época de infecgdo das plantas.

A semente representa uma das vias mais eficientes de transporte de fitopatégenos, e
por consequéncia, a transmissao de doencas. Do ponto de vista sanitario, a semente ideal seria
aquela livre de qualquer microrganismo indesejavel. Porém, isso nem sempre é possivel, uma
vez que a sua qualidade é altamente influenciada pelas condi¢Ges climaticas sob as quais sao
produzidas e armazenadas.

Os fungos associados as sementes podem causar sua deterioragdo, interferir na
populacdo de plantas e também serem transmitidos da semente para plantula ou planta jovem,
colonizando o6rgdos radiculares e aéreos (MCGEE, 1988; CASA et al.,, 2006). Machado
(2000) relata que os fungos também sdo responsaveis pela transmissdao de patdogenos para a
parte aérea e sistema radicular da planta, decréscimo da qualidade fisiologica e morte das
plantulas resultantes.

O controle das podridoes de graos envolve ac¢des integradas, dentre elas destacam-se o
manejo dos restos culturais, a rotagdo de culturas e a utilizagdo de cultivares resistentes.

Porém, cada vez mais tem se tornado uma pratica comum, a utilizagcdo por parte de alguns
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agricultores, de hibridos com resisténcia variada aos fungos causadores de podridao de graos,
fazendo com que a importancia dessas doengas aumente a cada safra (CASA et al., 2006).

Na busca para obtencdo de gendtipos mais resistentes a podridao de espigas, deve-se
testar métodos artificiais de inoculacdo do fungo F. verticillioides, agente causal da doenca.
Por outro lado, é importante diagnosticar a presenca e identificacdo, em laboratério, dos
fungos que estdo incidindo sobre as espigas. Segundo Mendes et al, 2011), o teste de sanidade
(blotter test) é uma alternativa pratica e viavel para esta finalidade. Corroborado com essa
afirmativa, Mario e Reis (2001), afirmam que este teste permite identificar e estudar a reacdao

de cada espécie de fungo separadamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a patogenicidade, transmissdo e incidéncia de Fusarium verticilliodes em

sementes de milho oriundas de espigas inoculadas com diferentes métodos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a patogenicidade de F. verticillioides em plantas de milho e a transmissdo
planta-semente;

Avaliar a incidéncia de F. verticillioides ¢ métodos de inoculagao;

Avaliar a influéncia do grau de infestagdo da semente e a interferéncia na germinacdo
e emergéncia das plantas de milho;

Identificar a sensibilidade das técnicas de PCR e deteccdo de F. verticillioides em

amostras de sementes com diferentes incidéncias fungicas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Fitopatologia e campo

experimental da Universidade Federal do Tocantins, campus de Gurupi-TO.

3.1 Isolamento do fungo e producao de indculo

Para o isolamento do fungo, sementes sintomdticas foram analisadas quanto a
presenca de F. verticillioides, identificados com base em sua morfologia tipica, que se resume
na produgdo de longas cadeias de microconidios produzidos em monofialides (LESLIE &
SUMMERELL, 2006). Em seguida, o fungo foi transferido para placas de Petri com meio
BDA (Batata Dextrose Agar), onde permaneceu incubado por sete dias em BOD a 25 + 1°C.
Para a producdo do inéculo foi realizada a purificagdo dos isolados, onde foi utilizada a
técnica da cultura monospoérica (FERNANDES, 1993). Os fragmentos dos micélios dos
fungos foram colocados em SmL de 4gua destilada e esterilizada, agitados e transferidos para
placas de Petri contendo meio de cultura agar-agar. Apds 24 horas de incubagdo em
temperatura ambiente, foi realizada a observacdo dos conidios germinados em microscopio
optico. Os conidios que germinaram isoladamente foram transferidos para placas de Petri

contendo meio BDA para a multiplicagdo dos inoculos.

3.2 Identificacido molecular do isolado

O DNA de F. verticillioides foi extraido no laboratério de Controle Bioldgico de
Doencas da Universidade Federal do Tocantins, em Gurupi, de acordo com o protocolo
descrito por Doyle e Doyle (1990). A biomassa coletada, foi pulverizada em almofariz e
pistilo, com auxilio de nitrogénio liquido até um p6 bem fino, transferido para um microtubo
de 2 mL. Adicionou-se 1 mL de tampao de extragdo pré-aquecido a 65°C (2% p/v de CTAB;
2,5% p/v de PVP-40; 2M NacCl; 2% de 2-B-mecaptoetanol; 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 25 mM
EDTA pH 8,0) na amostra, homogeneizado em voértex durante 30 segundos e incubados em
banho maria por 40 minutos a 65°C, sendo estes homogeneizados por inversdao a cada 10
minutos. Apos a incubagdo, as amostras foram centrifugadas (18.000 x g) durante 10 minutos,
logo apds a fase aquosa foi coletada e transferida para um novo microtubo de 2 mL. Foram

adicionados 600 pL da mistura cloroféormio: dlcool isoamilico (na propor¢do 24:1 v/v)
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seguido por homogeneizagao em vortex durante 30 segundos e centrifugados (18.000 x g) por
10 minutos, buscando-se desproteinar as amostras. O sobrenadante gerado foi coletado e
transferido para um novo microtubo, agora de 1,5 mL e as amostras tratadas com 4 pL da
enzima RNase (100 uL mL™") sendo sua reagdo realizada a 37°C durante 30 minutos. Logo
ap6s, foram adicionados 240 pL de alcool isopropilico gelado, seguido de uma
homogeneizagdo por inversdo e incubado a -20°C por overnight. A extracdo foi finalizada
com as amostras centrifugadas a (18.000 x g) durante 20 minutos, o sobrenadante formado foi
descartado e lavado o precipitado com 400 pL de etanol absoluto, seguido de uma segunda
centrifugacao (18.000 x g) durante 5 minutos. O precipitado formado foi seco a 37 °C durante
10 minutos e ressuspendidos em 30 pL de dgua ultrapura. A concentracdo e qualidade do
DNA foi determinada em espectrofotdometro tipo BioDRO, seguido por eletroforese em gel de
agarose 0,8% em tampao TAE 1X, corado com “Neotaq Brilhante Green Plus DNA stain”
(Neobio), corridos em cuba de eletroforese (Loccus 22 Biotecnologia) a 110 V durante 30
minutos, analisados em fotodocumentador (Gel Logic 112). O marcador de DNA de 1 kb

(Kasvi) foi usado como padrdo de peso molecular.

3.3 Amplificacdo do DNA por PCR

Os pares de primers usados na reacao foram os iniciadores VER-1 (5’-CTT CCT GCG
ATG TTT CTCC-3’) e VER-2 (5’-AAT TGG CCA TTG GTA TTA TAT ATCTA-3’) para
amplificar o gene especifico calmodulina de isolados de F. verticillioides.

A amplificagdo foi realizada em um volume final de 50 pL, sendo 25 pL de Tag DNA
Polymerase 2X Master Mix Red (1,5 mM MgCI2), 5 uL de cada oliguonucleotitio iniciador
VER-1 e VER-2 (10 mM), 10 pL de agua ultrapura e 5 uLL das amostras de DNA obtidas.

A reagdo de PCR foi conduzida em termociclador (Techne TC-5000). Para os
iniciadores VER-1 e VER-2 foi programado com um ciclo inicial de 4 minutos a 94°C,
seguido por 35 ciclos de 50 segundos a 94°C de desnaturacdo e anelamento de 50 segundos a
56°C, extensao de 1 minuto a 72°C e extensao final conduzida durante 7 minutos a 72°C.

Os produtos da amplificagcdo foram analisados em eletroforese em gel de agarose 0,8%
em tampao TAE 1X, corado com “Neotaq Brilhante Green Plus DNA stain” (Neobio),
corridos em cuba de eletroforese (Loccus Biotecnologia) a 110 V durante 30 minutos,
analisados em fotodocumentador (Gel Logic 112). O marcador de DNA de 1 kb (Kasvi) foi

usado como padrao de peso molecular.
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Isolados da mesma amostra submetida a analise de PCR foram enviados para o
Laboratorio Agronomica, credenciado pelo Ministério da Agricultura para uma segunda

andlise de PCR e sequenciamento para confirmagao.

3.4 Origem das sementes e local do experimento

As sementes foram provenientes de ensaio implantado na area experimental da
Universidade Federal do Tocantins - UFT, campus de Gurupi, localizado nas coordenadas
geograficas: latitude de 11°44'44.866"S e longitude de 49°3'8.968"0O e altitude de 278 metros.
O municipio de Gurupi, no estado do Tocantins, Brasil, esta inserido no Bioma Cerrado
e segundo a classificagdo de Koppen, o clima da regido ¢ Aw, definido como tropical quente e
timido com estagdo chuvosa no verdo e seca no inverno (KOPPEN-GEIGER, 1928). A
temperatura média anual estd em torno de 26,4 °C, com precipitacdo de 1.632mm (SAMANI ¢
HARGREAVES, 1985). O periodo de instalacdo deste experimento foi de 20 de fevereiro a
15 de junho de 2016.

As sementes utilizadas nos testes foram provenientes de 10 gendtipos de milho, trés

métodos de inoculagdo (natural, injetavel e spray), com trés repeticdes.

Quadro 1: Caracteristicas de hibridos de milho e suas respectivas detentoras.

HIBRIDOS EMPRESA CARACTERISTICAS
Hibrido simples modificado, de ciclo precoce, possui

P30K75Y DuPont Pioneer | a tecnologia Yeld gard que confere a resisténcia a

insetos da ordem lepidoptera.
Hibrido simples, de ciclo super precoce, possui a

P32R48YH DuPont Pioneer | tecnologia Yeld gard e Herculex que conferem

resisténcia a insetos da ordem lepiddptera.
P3250 DuPont Pioneer | Hibrido triplo, de ciclo precoce, convencional.
Hibrido simples, de ciclo super precoce, possui a

tecnologia Yeld gard e Herculex que conferem
P3340YHR DuPont Pioneer | resisténcia a insetos da ordem lepiddptera e também
possui a tecnologia RR, que confere a resistente ao

herbicida glifosato.
Hibrido simples, de ciclo precoce, possui a tecnologia

P3630H DuPont Pioneer | Herculex que confere a resisténcia a insetos da ordem

lepidoptera.
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Hibrido simples, de ciclo precoce, possui a tecnologia
P4285H DuPont Pioneer | Herculex que confere a resisténcia a insetos da ordem

lepiddptera.
Hibrido simples, de ciclo super precoce, possui a

DKB240PRO2 Dekalb ) .
tecnologia VI PRO 2 que confere a protecdo a

pragas.
Hibrido simples, de ciclo precoce, possui a tecnologia

DKB390PRO2 | Dekalb .
VT PRO 2 que confere a protecdo a pragas.

Hibrido simples, de ciclo normal, possui a tecnologia

DKB310PRO2 | Dekalb N
VT PRO 2 que confere a protecdo a pragas.

Dow Hibrido simples possui tecnologia de tolerancia ao

DOW30A37PW

AgroSciences glifosato e tolerancia a algumas pragas.

Cada repeticao foi composta por 6 linhas de 4,5 metros e 30 plantas por cada linha.
Cada método de inoculagdo foi composto por duas linhas. Nos tratamentos com inoculagao,
todas as plantas das linhas foram inoculadas, exceto as duas primeiras e duas ultimas plantas.
Duas linhas foram destinadas a inoculacdo da suspensdo de conidios de Fusarium
verticillioides na forma injetavel no centro da espiga; outras duas linhas foram destinadas a
inoculacdo da suspensdo de conidios do fungo na forma de spray sob os estilo-estigmas;
deixaram-se também duas linhas destinadas a testemunha (infec¢ao natural), onde ndo sofreu
nenhum tipo de inoculagdo artificia. Em ambos os métodos artificiais, realizou-se a
inoculagdo de 2mL desta suspensdo por espiga quando as plantas estavam em estadio
fenologico R1, caracterizado como "florescimento e polinizagdo", com os estilo-estigmas
comecando a escurecer, aproximadamente entre o sétimo e o décimo dia apés o inicio do
florescimento, periodo de maior susceptibilidade a infecgao (MUNKVOLD et al, 1997). No
tratamento testemunha, as plantas foram molhadas apenas com agua da irrigacao.

Nenhum tipo de fungicida foi aplicado nas plantas do experimento.

3.5 Colheita das espigas e avaliacido do experimento

Quando os gendtipos estavam na fase fenologica R6, caracterizada como "Maturagao
fisiologica", iniciou-se o monitoramento da umidade dos graos até atingir 17% de umidade.
Em seguida, foram colhidas um total de 150 espigas, sendo coletadas 50 espigas por cada
tratamento de inoculacdo. Posteriormente, as espigas foram dispostas no secador

automatizado para que os grdos atingissem umidade entre 12-14%, para em seguida,
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proceder-se a debulha. No ato da debulha, as espigas foram dispostas uma ao lado da outra

para a avaliagdo de severidade da doenga.

3.6 Avaliacio de Severidade

A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada momentos antes da debulha dos
graos, quando estes se encontravam colhidos. A avaliagdo foi feita de forma visual e
comparativa onde foi atribuida uma nota visual de acordo com os aspectos das espigas. A
severidade foi avaliada por meio da seguinte escala diagramatica que estima a porcentagem da
area da espiga com sintomas de podriddo, caracterizada pela cobertura com micélio de
coloracdo branco a roseo e pela presenca de graos escurecidos e/ou com estrias brancas no
pericarpo, sendo Grau 1 = 0% (sadia), 2 = 0,5%, 3 = 10%, 4 = 30%, 5 = 50%, 6 = 70%, 7 =
80%, 8 = 90% e 9 = 100% da area da espiga exibindo sintomas visiveis de infec¢do
(AGROCERES, 1996).

As notas de 1 a 3 foram atribuidas aos hibridos classificados como de alta a mediana
resisténcia. As notas 4 a 6 foram dadas aos hibridos classificados como de mediana
susceptibilidade e as notas de 7 a 9 foram atribuidas aos hibridos classificados como de

mediano a altamente susceptiveis.

3.7 Deteccao de Fusarium verticillioides em sementes de milho com diferentes niveis de
incidéncia

Diferentes niveis de infec¢ao fungica foram formulados, obtidas a partir da inoculagao
artificial com cinco concentracdes diferentes do fungo, sendo estas com uma variacao de 100,
20, 10, 2, e 1% de incidéncia de F. verticillioides nas sementes, além de um controle negativo,
usando sementes livres sadias com 0% de incidéncia.

As amostras de sementes sadias, e as amostras de sementes com diferentes niveis de
infeccdo, foram trituradas em um moinho refrigerado até se obter um pd bem fino.
Aproximadamente 1g de cada amostra foi pulverizado com auxilio de nitrogénio liquido e
submetido a extracdo do DNA fungico. Tanto o procedimento de extracdo, quanto a
amplificacao foram conduzidos sobre as mesmas condi¢des aplicadas durante a extracdo e

amplificagcao do DNA dos isolados, descritos anteriormente nas Secgoes 3.2 e 3.3.
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3.8 Transporte de fungos associados as sementes

O levantamento da populagdo fliingica associada as sementes de milho foi realizado
por meio do método do papel de filtro ou blotter test (BRASIL, 2009). Para isso, utilizou-se
caixa acrilica tipo gerbox, desinfestada com alcool 70%, contendo em seu interior duas folhas
de papel de filtro esterilizadas e umedecidas com 50 mL de 4gua destilada estéril. As
sementes de milho utilizadas foram provenientes de plantas inoculadas com F. verticilloides
no estadio fenologico R1, caracterizado como “florescimento e polinizacdo”, com estilo-
estigmas comecando a escurecer aproximadamente entre o sétimo e o décimo dia apds o
inicio do florescimento, periodo de maior susceptibilidade a infeccdo (MUNVOLD et al,
1997).

Os experimentos seguiram o delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial de 10 (genotipos de milho) x 3 (métodos de inoculacdo) e quatro repetigdes. Os
genotipos utilizados foram: P30K75Y, P32R48YH, P3250, P3340YHR, P3630H, P4285H,
DKB240PRO2, DKB390PRO2, DKB310PRO2, DOW30A37PW. Os trés métodos de
inoculagdo consistiram de natural, injetavel e spray. Cada repeticdo consistiu de um Gerbox
contendo 25 sementes.

As sementes provenientes de cada lote foram submetidas a assepsia. As desinfestagdes
foram realizadas emergindo-se as sementes em uma sequéncia de solugdo de alcool 50%, por
30 segundos, hipoclorito de sédio a 2%, por 2 minutos e posteriormente, duas sequéncias de
lavagens em agua destilada esterilizada.

As sementes foram dispostas individualmente e, posteriormente, acondicionadas em
uma sala de incubagdo, sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas durante 24 horas.
Em seguida, foram colocadas em congelador (-20°C) por 24 horas para inibir por completo o
processo de germinagdo das sementes. Posteriormente, os gerboxes foram colocados
novamente em camara de incubacdo por cinco dias com fotoperiodo de 12 horas, onde
permaneceram até a avaliagdo. A andlise sanitaria das sementes foi feita individualmente em
cada gerbox, com auxilio de microscépio estereoscopico e Otico. Para identificacdo dos
fungos laminas foram preparadas e visualizadas em microscopio Otico, anotando-se a
incidéncia (%) de todos os géneros encontrados. Foram utilizadas na identificacdo literaturas
especializadas como Barnett e Hunter (1998) e Watanabe (2010). Os fungos foram isolados e

cultivados em meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA).
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3.9 Teste de patogenicidade

A patogenicidade do fungo F. verticillioides foi avaliada por meio de inoculagdes na
parte aérea de plantas de milho. Foram utilizados um total de seis plantas do hibrido 3H842
(hibrido triplo da Embrapa Milho e Sorgo).

Para a obtengdo das plantas, 10 sementes sadias foram semeadas em vasos de 20L
contendo uma mistura de 75% de solo, 15% de substrato estéreis ¢ 10% de esterco bovino.
Apos 35 dias do plantio, realizou o desbaste deixando duas plantas/vaso e posteriormente a
pulverizagdao da suspensdo de conidios de F. verticillioides com o auxilio de um borrifador
manual, nas folhas das plantas de milho, na concentra¢do 2 x 10° conidios mL™", ajustada com
uma Camara de Neubauer. Para testemunha foi borrifada 4gua nas folhas das plantas.

Apo6s a inoculagdo, as plantas permaneceram em camara umida escura por 48 horas
com temperatura controlada de 25°C. Em seguida, foram levadas para casa de vegetacdo, onde
permaneceram até a colheita das espigas. Foram selecionadas um total de seis plantas (3
testemunhas e 3 inoculadas) foram cortadas, feitas assepsias e fragmentadas em pedacos de
Smm de raiz, caule e folhas. Em seguida foram incubadas em gerboxes para deteccdo da
presenca do fungo nos tecidos da planta assintomatica. Quando visualizada a presenca do
fungo na planta inoculada, o fungo foi reisolado e cultivado em meio BDA (ALFENAS e
MAFIA, 2007), com a finalidade de confirmacao do agente causal visando o cumprimento de
todas as etapas dos Postulados de Koch. Também realizou-se a analise molecular das mesmas,

para confirmagdo da presenca de F. verticillioides nas plantas.

3.10 Teste de emergéncia e transmissdo semente-plintula de Fusarium verticillioides em

diferentes orgaos de plantas de milho

O ensaio foi realizado em local isolado e distante de lavouras comerciais. Para cada
tratamento foram semeadas 200 sementes ndo desinfestadas, divididas em quatro repeticoes
de 50 sementes cada, em delineamento inteiramente casualizado. A semeadura foi realizada
em bandejas de 10 cm de largura por 30 cm de comprimento, contendo areia estéril. Foi
mantida diariamente a umidade do substrato por meio de irrigagdo manual. Aos sete dias apos
a semeadura, foi avaliada a emergéncia de plantulas.

Ao final de 35 dias da semeadura foram coletadas 30 plantas, sendo dez plantas de

cada tratamento. As plantas foram coletadas separadamente, depois realizou-se processo de
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assepsia com desinfestacdo em alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sodio 1% por 40
segundos e triplice lavagem em agua destilada estéril. Apds desinfestagdo foram separados os
orgdos das plantas: raiz, caule e folhas. Foram acondicionadas em placas contendo meio de
cultura BDA devidamente identificadas, posteriormente levadas para sala de incubagdo, sob
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas durante cinco dias.

Ao final do periodo de incubagdo realizou-se a avaliagdo para constatacdo da presenca
de F. verticillioides nos diferentes oOrgdos das plantas, com auxilio de microscopio

estereoscopico e otico.

3.11 Procedimento estatistico
Ap0s a realizacdo da analise de varidncia, a comparagdo das médias foi feita pelo teste

de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o sofiware SISVAR (FERREIRA,
2014).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacdo molecular e amplificacio de DNA de Fusarium verticillioides
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Os pares de primers e a reacdo de PCR amplificaram de maneira satisfatoria todas as
concentragdes de DNA avaliadas. Revelando bandas de peso molecular igual a 580pb
aproximadamente e resolu¢do em gel, evidenciando a sensibilidade da técnica em produzir
copias de DNA; assim como sua capacidade em produzir resultados precisos de deteccdo em
baixas concentragdes de DNA-alvo presente. Desta forma, foi confirmado isolamento do

patogeno F. verticillioides.

4.1.1 Sensibilidade na detec¢ao de Fusarium verticillioides em sementes de milho
infectadas

Com a metodologia adotada, a técnica de PCR foi capaz de revelar até o menor nivel
de incidéncia de F. verticillioides produzida, sendo capaz de detectar em até 1% de infestagdo
em sementes de milho, dentre o DNA extraido (Figura 1), os primers foram sensiveis ao ponto

de revelar quantidades minimas do material genético do patdgeno.

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose (0,8%) da regido VER-1 ¢ VER-2 do produto da
extragdo de DNA de sementes de milho com diferentes incidéncias de F. verticillioides presentes.
Sendo representados: 100, 20, 10, 2, 1 e 0 respectivamente as porcentagens de incidéncia 100%,
20%, 10%, 2%, 1% e nulo. Marcador (M) 1 kb (KASVI).

M 100 100 20 20 10

3000 pb s

1000 pb
750 pb
500 pb

Ak A B R FE R R

Resultados semelhantes foram encontrados por Barrocas et al. (2012), ao utilizarem a
técnica de PCR na deteccdo de Stenocarpella sp. em sementes de milho artificialmente
infectadas, onde obteve uma sensibilidade de até 2% de incidéncia fungica nas sementes

utilizando primers especificos.
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Segundo Magculia e Cumagun (2011), o uso de primers especificos para detec¢ao de
F. verticillioides aplicada a técnica de PCR, ¢ uma excelente ferramenta para a classificacdo
morfoldgica e molecular, quando usado para sua identificacdo em graos armazenados de arroz

e milho.

4.2 Transporte de fungos associados as sementes

Para a incidéncia de F. verticillioides inoculados de diferentes formas em plantas de
milho em estadio reprodutivo R1 (florescimento e pendoamento) em funcdo do genotipo,

nota-se que houve significancia (P<0,05) para as varidveis analisadas (Tabela 1).

Tabela 1. Analise de varidncia sobre a incidéncia de Fusarium verticilliodes em sementes de
milho em func¢do do genotipo e do método de inoculagao.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
INOCULA 2 51476,13 25738,07 595,18  0,000*
LOCAL 1 15232,27 15232,27 352,24  0,000*
CULTIVAR 9 9780,27 1086,70 25,13 0,000%*
INOCULA*CULTIVAR 18 14566,53 809,25 18,71  0,000*
LOCAL *CULTIVAR 9 629,07 69,90 1,62 0,113*
INOCULA*LOCAL 2 3212,13 1606,07 37,14  0,000*
INOCULA*LOCAL *CULTI 18 3286,53 182,59 4,22 0,000*
Erro 180 7784,00 43,24

Total 239 105966,93

CV 14,59

Média 45,07

*Significativo ao nivel de cinco por cento de probabilidade, teste F, Scott Knott. P<0,05

Foi observada a incidéncia predominante do fungo F. verticilliodes, na forma spray
comparando-se com os demais tratamentos, desta forma todos os genotipos avaliados

apresentaram maior incidéncia do patdégeno quando inoculados com spray (Tabela 02, Figura

02).

Tabela 2. Incidéncia (%) de Fusarium verticilliodes em sementes de milho em fungdo do
gendtipo e do método de inoculagdo.

Hibridos Natural Injetdvel Spray Média
DKPDKB240PRO2 48 aB 64 aA 73 bA 61.7
P3340YHR 53 aB 50 bB 71 bA 58.0
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P3630H 43 aC 61 aB 71 bA 58.3

32R48YH 34 bC 61 aB 75 bA 56.7
MFRDKB310PRO2 28 bC 52 bB 72 bA 50.7
P3250 24 cC 41 bB 84 aA 49.7
DKPDB390PRO2 19 cC 48 bB 82 aA 49.7
30K75Y 32 bC 63 aB 78 bA 57.7
P4285H 31 bB 14 cC 76 bA 40.3
DOW30A37PW 37 bB 21 cC 85 aA 47.7
Média 34.9 475 76.7 53.05

Médias seguidas da mesma letra, minuscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade de erro.

Como foi possivel observar, houve diferenca estatistica na incidéncia de F.
verticilliodes em sementes de milho entre os hibridos nas diferentes formas de inoculagao,
sendo que na inoculagdo de forma natural os hibridos DKPDB390PRO2 e P3250 apresentaram
menor incidéncia do patdogeno nas sementes. Dentre os genotipos testados os mais
susceptiveis foram P3340YHR, DKPDKB240PRO2 e P3630H respectivamente. A infec¢ao natural
das espigas resultou em menor incidéncia do patdégeno nas sementes que os demais
tratamentos, demonstrando assim que a doenga ocorre nas plantas, mesmo sem a inoculacao
artificial do patdégeno nas espigas, porém, em menor nivel quando comparado a inoculacao de
forma artificial.

Na inoculagdo pelo método injetadvel os hibridos P4228H e DOW30A37PW
apresentaram menor incidéncia, diferindo assim dos demais genétipos. No entanto, os
hibridos que foram inoculados com spray (DOW30A37PW, P3250, DKPDB390PRO2)
apresentaram maior incidéncia, enquanto os demais hibridos ndo apresentaram diferenca
estatistica. Corroborando com esses resultados Clements et al. (2003), observaram alta
incidéncia de F. verticillioides em hibridos o que tem sido uma grande preocupacdo nas
regioes produtoras de milho, pois além do dano causado na espiga e no grao, ocorre também a
producao de toxinas, como por exemplo, as fumonisinas. Condi¢des ambientais quente e seco
deixam a cultura do milho predisposta a infeccdo de Fusarium e contaminagdo por
fumonisinas.

Na média geral os hibridos inoculados de forma natural apresentaram menor
incidéncia de F. verticillioides (34,9%) do que os demais inoculados na forma injetavel
(47,5%) e spray (76,7%), respectivamente. Corroborando com esses resultados, Mendes
(2011), realizou a inoculagdo de 5 mL de uma suspensdo com 4 x 10* conidios mL™" de F.

verticilioides por aspersao nos estilo-estigmas de cada planta. As espigas de cada tratamento
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foram colhidas e submetidas ao teste de sanidade, sendo que as mesmas apresentaram o
patdgeno sete dias apos a incubagao.

Dentre os varios fungos responsaveis pela deterioracdo de sementes destacam-se os do
género Fusarium spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp. Entre os prejuizos causados pelos
fungos estd o emboloramento visivel, a descoloragdo, o odor desagradavel, a perda de matéria
seca, 0 aquecimento, as mudangas quimicas e nutricionais, além da produ¢do de micotoxinas
(BENTO et al., 2012). Esta contaminagdo pode tornar as sementes improprias para utilizagao,
resultando em grandes perdas econdmicas.

Os graos dos hibridos inoculados na forma injetavel apresentaram maior incidéncia do
patégeno do que a testemunha, porém os hibridos DOW30A37PW e P4285H nao

apresentaram esta mesma tendéncia (Figura 02).
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Figura 2. Incidéncia de Fusarium verticilliodes em sementes de milho submetidas a

inoculagdo de forma natural, injetavel e spray.
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Barros e Juliatti (2012) fizeram levantamento de fungos em amostras de sementes de
milho através de testes de sanidade de sementes, pelo método Blotter Test e verificaram que a
maior incidéncia foi de Fusarium spp. com 37%, seguido de Penicillium spp. com 17%.

A alta incidéncia de Fusarium spp. pode ser explicada com base nas caracteristicas do
fungo, que apresenta elevada taxa de esporulagdao e dispersao (MENDES et al., 2011) em

condi¢des de umidade e temperatura mais elevadas (BENTO et al., 2012).

4.3 Teste de patogenicidade

Ap0s os isolamentos em meio BDA da micoflora presente em plantulas de milho
lesionadas pdde-se comprovar a presenga de F. verticillioides em todas as partes da planta.
Fato este que pode estar relacionado ao fungo causar infec¢do latente na fase vegetativa.
Desta forma, mesmo estando presente internamente na planta, a doenca so6 se expressa na fase
reprodutiva, causando assim maiores perdas na produgao.

A partir da inoculagdo nas folhas da suspensdo de conidios de F. verticillioides pode-
se verificar descoloragdo no caule e pequenos pontos de coloragao avermelhada no colmo das
plantas proximas a bainha das folhas mais jovens, confirmando assim a patogenicidade do
fungo. Apos os reisolamentos, novamente pdde-se confirmar a presenga do patégeno em todas
as partes da planta.

Segundo Pereira et al. (2005), em plantas atacadas por F. verticillioides pode-se
observar crescimento cotonoso de coloracdo branca, constituido de micélio e conidios.
Segundo McGee (1990) e Pinto (1998), no milho, sob condi¢des favoraveis, o fungo F.
verticillioides pode infectar as raizes e os colmos diretamente ou invadindo a planta por
ferimentos, além disso, este fungo pode ser transmitido pelas sementes e de acordo com a

literatura produz grande quantidade de fumonisinas.

4.4 Teste de transmissibilidade e emergéncia

De acordo com a avaliacao de emergéncia e transmissibilidade de F. verticilliodes em
sementes de milho, o fungo ¢ transportado na semente, mas nao € visivelmente patogénico as
plantulas de milho na fase vegetativa. Este fato pdde ser comprovado no presente trabalho
(Figura 3), pois as porcentagens de emergéncia das sementes foram todas acima de 90% e

nesta fase, as plantulas nao demonstraram nenhum sintoma da doenca. Para comprovar a
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transmissibilidade do patdégeno das sementes para as plantas, apos as coletas dos tecidos de
folhas e caules foram feitas andlises de extragdo de DNA com primer especifico VER-1 e

VER-2 de F. verticillioides.
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Figura 3: Emergéncia de plantulas provenientes de gendtipos de milho inoculados de forma

natural, injetavel e spray com Fusarium verticillioides.

Pode-se observar que o fungo F. verticillioides ndo interferiu na emergéncia das
plantulas de milho, pois as mesmas apresentaram porcentagem de emergéncia maior que 90%
em todos os tratamentos. Isso pode ser explicado pelo fato do fungo atuar inicialmente como
endofitico e cujos sintomas se expressarem apenas na fase reprodutiva, ocasionando maiores
perdas nas espigas nesta fase.

Pode-se verificar que as sementes inoculadas na forma de spray apresentaram menor
indice de emergéncia comparando-se com os demais tratamentos. Houve maior porcentagem
de emergéncia das plantulas oriundas da testemunha, onde ndo houve inoculagao artificial do
patégeno, mas sim apenas infec¢do natural. Neste tratamento quase todos os hibridos
apresentaram emergéncia superior a 95%. No entanto, os hibridos P3340YHR, P3630H e
32R48YH apresentaram menor porcentagem de emergéncia pelo método de inoculagcdo com
spray. Demostrando assim que a inoculagdo com spray ¢ o método que mais afeta a
emergéncia de sementes de milho. Evidenciando ser a forma mais eficaz de inoculagao.

Apesar de ndo ter sido observado sintomas nas plantas de milho, a andlise da
transmissibilidade de F. verticillioides pode comprovar sua transmissdo via semente-planta a

partir do isolamento de fragmentos das plantas. Em relacdao aos fungos do género Fusarium
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sp. ¢ sabido que este patogeno causa doengas diversas como podridao radicular, morte de
plantulas, podridao de espiga e do colmo, podendo levar a redugdes na produtividade e
qualidade de graos (MUNKVOLD, 2003). Corroborando com os resultados encontrados neste
trabalho, Reid et al., (1999) consideram o Fusarium sp. como um fungo endofitico e
onipresente na cultura, contudo, nem sempre patogénico.

Casa et al., (2006) relatam que quanto maior for a incidéncia do fungo na semente,
maior sera a eficiéncia da transmissdo. Algumas espécies de Fusarium sp., dentre estas o F.
verticillioides, apresentam padrdes distintos, quanto a taxa de crescimento micelial e
caracteristicas patogénicas, em sementes e plantulas de milho, as quais podem representar
risco ao estabelecimento da cultura, pela reducdo da germinacdo e emergéncia de plantulas
(KUHNEM-JUNIOR et al., 2013).

Segundo Glenn et al. (2008) e Yates et al. (2003), quando se utiliza a inoculacao de
uma suspensao de conidios de F. verticillioides aplicada diretamente na folha de milho,
observa-se sintoma de reducdo de crescimento, e quando se utiliza a embebicdo prévia da
semente em suspensdo de conidios, se observa mais claramente a morte de plantulas.

Na figura 4, podemos observar que as sementes com maior porcentagem de
germinagdo foram as da testemunha, inoculadas de forma natural. Somente com a
contribuicdo dos fatores climaticos, como por exemplo, dgua e vento que sdo as formas de
dispersdo dos conidios do fungo mais comuns no campo. Em contrapartida, observa-se que a
inoculagdo com spray apresentou maior quantidade de sementes ndo germinadas, o que pode
ser explicado pelo fato do tratamento inoculado com spray apresentar maior incidéncia do

fungo.
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Figura 4: Incidéncia de F. verticillioides em sementes de milho ndo germinadas inoculadas

com por meio natural (A), injetavel (B), spray (C).
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O hibrido 32R48YH apresentou maior quantidade de sementes ndo germinadas tanto na
forma com spray quanto na injetavel, entretanto na inoculagdo de forma natural todas as
sementes germinaram e emergiram, ou seja, teve-se 100% de emergéncia.

A figura 4A, mostra que na testemunha, onde houve inocula¢do natural do fungo, houve
menor numero de sementes ndo germinadas, apresentando alguns hibridos com 100% de
germinacdo e emergéncia. Em um estudo semelhante realizado por Kuhnem Junior et al.,
(2013), trabalhando com isolados do complexo Fusarium graminearum e de F. verticillioides
em sementes e plantulas de milho, observaram resultados diferentes dos encontrados neste
trabalho, pois 0 mesmo verificou que nas sementes inoculadas com F. verticillioides houve
uma reducdo na germinagdo em 69, 57%. No presente trabalho, a menor porcentagem de
emergéncia foi de 92,5%, indicando que, mesmo o fungo estando presente nas sementes, nao
estava em nivel de infec¢do suficiente que pudesse interferir na germinagdo e emergéncia das
mesmas.

Foi possivel notar que as sementes inoculadas na forma spray (figura 4 C) houve uma
maior quantidade de sementes ndo-germinadas comparando-se com os demais tratamentos,
porém pode ser observado também que em todas as sementes ndo germinadas tiveram
presenca de F. verticillioides em sementes de todos os tratamentos.

Em trabalhos realizados por Glenn et al. (2008) e Yates et al. (2003), mostraram
sintomas de reducdo de crescimento, ou de estande, apds o processo de inoculagdo de
plantulas ou sementes de milho com F. verticillioides por meio de aspersdo de uma suspensao
de conidios ou por uma prévia embebigao das sementes.

O fungo Fusarium spp. nem sempre afeta necessariamente a germinacdo das sementes,
porém causa deterioragdo e compromete o desenvolvimento radicular da plantula

(MUNKVOLD e O’MARA, 2002).
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5 CONCLUSOES

O método mais eficiente de inoculacdo artificial de F. verticillioides ¢ do spray, na
fase R1, caracterizado como "florescimento e polinizagdo”.

A transmissao planta-semente foi confirmada pela analise molecular, apesar do fungo
em colonizagdo inicial nas plantas apresentar infec¢do latente e as plantulas ndo terem
apresentado sintomas aparentes.

As sementes oriundas de espigas inoculadas com spray apresentaram maior grau de
incidéncia do patdgeno e tiveram menor germinacdo e emergéncia em todos os hibridos de
milho.

A técnica de PCR foi capaz de revelar a presenga do patégeno nas sementes de milho

em menor nivel de incidéncia avaliado (1%).
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CAPITULO 1II - TRANSMISSAO DE Fusarium verticillioides EM SEMENTES DE
MILHO EM FUNCAO DA EPOCA DE INOCULACAO DAS PLANTAS

RESUMO

A maioria dos patdgenos que ocorrem nos campos de producdo de sementes podem
ser transmitidos pelas sementes. Os mecanismos de transmissdo utilizados pelos patégenos
sdo variados e podem ser classificados de acordo com sua localizagdo na semente (misturado,
aderido a superficie ou localizado no interior da semente) e com o desenvolvimento do
patégeno durante o crescimento da planta. Objetivou-se com este trabalho avaliar a
transmissibilidade de Fusarium verticillioides inoculado em diferentes estadios fenologicos
das plantas de milho. Foi inoculado o patégeno nas plantas nos estadios V7 e V9 (sete e nove
folhas completamente abertas), R1 pendoamento, R2 grao leitoso, R4 grao farinaceo e R6
maturagao fisiologica. O experimento foi conduzido em vasos, em blocos casualizados, com
seis repetigdes. Verificou-se a incidéncia do fungo através do teste de sanidade de sementes
(blotter test). A significancia do contraste entre os estadios fenologicos e as duas épocas de
plantio, e a produtividade evidenciou a transmissdao planta-semente de F. verticillioides em
todos os estadios fisioldgicos avaliados. Houve diferenca significativa entre as épocas de
inoculacdo do fungo nas plantas em diferentes estadios fenologicos e também na incidéncia
do mesmo nas sementes. Foi verificado nos dois experimentos maior incidéncia do patogeno
nas sementes oriundas de plantas inoculadas na fase reprodutiva. A utilizagdo de inoculagao
artificial, em vasos, demostrou que nos estadios fenologicos reprodutivos R2, R4 e R6 a
planta de milho é mais susceptivel a infeccdo com F. verticillioides, o que também resultou na

diminui¢do da produtividade.

Palavras chaves: Zea mays, sanidade, graos ardidos.
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TRANSMISSION OF Fusarium verticillioides IN CORN SEEDS IN THE FUNCTION OF
THE INOCULATION TIME OF THE PLANTS

ABSTRACT

Most of the pathogens that occur in the seed production fields can be transmitted by
the seeds. The transmission mechanisms used by the pathogens are varied and can be
classified according to their location in the seed (mixed, adhered to the surface or located
inside the seed) and with the development of the pathogen during plant growth. The objective
of this work was to evaluate the transmissibility of inoculated Fusarium verticillioides in
different phenological stages of corn plants. The pathogen was inoculated in the stages V7
and V9 (seven and nine leaves completely open), R1 pendoamento, R2 milky grain, R4
farinaceous grain and R6 physiological maturation. The experiment was conducted in
randomized blocks with six replicates. The incidence of the fungus was verified through the
test of seed health (blotter test). The significance of the contrast between the phenological
stages and the two planting seasons, and the productivity evidenced the plant-seed
transmission of F. verticillioides in all the physiological stages evaluated. There was a
significant difference between the inoculation times of the fungus in the plants at different
phenological stages and also in the incidence of the same in the seeds. It was verified in both
experiments a higher incidence of the pathogen in seeds from plants inoculated in the
reproductive phase. The use of artificial inoculation in pots showed that in the reproductive
phenological stages R2, R4 and R6 the maize plant is more susceptible to infection with F.

verticillioides, which also resulted in decreased productivity.

Key words: Zea mays, sanity, burned grains.
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1 INTRODUCAO

O patogeno Fusarium verticillioides ((Saccardo) Nirenberg) faz parte do complexo
Gibberella fujikuroi, o qual compreende um grupo de aproximadamente 20 espécies
associadas as doencas na cultura do milho (Zea mays), por exemplo, € a outras culturas de
interesse economico. Produz macroconidios e microconidios, constituindo um estado
anamorfo da ordem Hypocreales (Walker et al., 2016). Esses microconidios sdo produzidos
em grande quantidade nos residuos do solo e sdo facilmente dispersos pelos insetos, pela
chuva e em grandes distancias pelo vento, o que o torna um foco de in6culo muito variavel e
de dificil quantificagdo dos microconidios (MAIORANO et al., 2008).

No milho, apés as fases de polinizagdo e fertilizacdo, inicia-se o periodo de
enchimento dos graos, que se estende até a maturidade fisiologica. Esse periodo ¢ bastante
critico para uma boa producao, por isso, o adequado equilibrio em todo o sistema envolvido
na fotossintese ¢ estritamente necessario. Qualquer fator que interfira negativamente no
processo de fotossintese nessa fase, como stress hidrico, temperaturas elevadas, desequilibrios
nutricionais, reducdo da radia¢do solar e perda de area foliar devido ao ataque de pragas e
doengas, resultam em inadequado suprimento de carboidratos para enchimento dos graos
(EMBRAPA, 2010). Neste momento, os patdégenos se aproveitam da debilidade da planta e
causam injurias, facilitando sua entrada (MENDES et al., 2012).

De acordo com a literatura consultada ha caréncias de informagdes na cultura do milho
em areas tropicais relacionando os estadios fenoldgicos com a transmissdo planta-semente,
severidade da doenca e produtividade.

Desta forma, o presente trabalho buscou identificar em qual estadio fenoldgico as
plantas de milho estdo mais susceptiveis a infeccdo por F. verticillioides, e o impacto sobre a

severidade da podridao da espiga e produtividade do milho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar em qual fase fenoldgica a planta de milho estd mais susceptivel a infecgdo do

fungo Fusarium verticillioides nas sementes.

2.2 Objetivos especificos

Comprovar a patogenicidade de F. verticillioides em plantas de milho.

Identificar em qual época as plantas de milho estdo mais susceptiveis a infec¢do de F.
verticilliodes nas sementes.

Avaliar o nivel de severidade das espigas e a presenca de F. verticillioides através da

analise sanitaria de sementes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Influéncia da inoculacdo de Fusarium verticillioides em diferentes estadios

fenolégicos do milho sobre a transmissao pelas sementes

Os experimentos foram conduzidos em duas épocas dentro de um mesmo ano, em
Gurupi, TO (um em janeiro e outro em julho de 2017). Foram conduzidos na area
experimental da Universidade Federal do Tocantins (UFT), campus de Gurupi, localizado nas
coordenadas geograficas: latitude de 11°44'44.866"S e longitude de 49°3'8.968"0 e altitude de
278 metros. O municipio fica situado no sul do estado do Tocantins, Brasil, estd inserido no
Bioma Cerrado e segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da regido é Aw, definido como
tropical quente e imido com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno (Képpen-Geiger,
1928). A temperatura média anual estd em torno de 26,4 °C, com precipitagdo de 1.632 mm
(SAMANI ¢ HARGREAVES 1985). Nesse local, os ensaios foram conduzidos por duas
vezes, em vasos de 20 litros até a colheita. Com relagdo as datas, o primeiro experimento foi
instalado na segunda quinzena do més de janeiro e colheita na segunda quinzena do més de
maio de 2017; o segundo experimento foi implantado na segunda quinzena do més de junho e
colheita na primeira quinzena do més de novembro em mesmo ano, apoés a maturidade
fisiologica das plantas. Foi utilizado o hibrido 3H842 (hibrido triplo da Embrapa Milho e
Sorgo), sendo dividido em estadios fenoldgicos para a inoculacao de F. verticillioides. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos e seis
repeti¢des. Cada tratamento foi constituido de inoculagdes em diferentes estadios fenoldgicos,
sendo: V7 (7 folhas abertas), V9 (9 folhas abertas), R1 (pendoamento), R2 (grao leitoso), R4
(grao farinaceo) e R6 (maturagdo fisioldgica). Para testemunha, foram utilizadas plantas sem
inoculacdo do patdgeno.

Para os dois ensaios foi utilizada a mesma metodologia. Foram inoculadas uma
solugdo F. verticillioides na concentragdo de 2,7 x 10* conidios mL" ajustada por meio de
contagem em Camara de Neubauer. As inoculagdes foram feitas nas plantas de cada
tratamento, sempre no final do dia entre 17:00 e 18: 00 horas, quando a temperatura se
encontrava amena em torno de 28°C =+ 2°C. Para a inoculacdo de F. verticillioides, foi
utilizado o método de inoculagdo por aspersdo da concentracdo de conidios direcionada para o

tecido alvo da planta, de acordo com o estadio fenologico descrito.
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3.2 Isolamento do patégeno e producio de inoculo

Para o isolamento do patdgeno, sementes sintomdticas foram analisadas quanto a
presenca de F. verticillioides, identificados com base em sua morfologia tipica, que se resume
na produgdo de longas cadeias de microconidios produzidos em monofialides (LESLIE &
SUMMERELL, 2006). Em seguida, com auxilio de uma pinga esterilizada conidios e hifas do
fungo foram transferidos para placas de Petri com meio BDA (Batata Dextrose Agar), onde
permaneceu incubado por sete dias em BOD a 25 + 2 °C. Para a produgdo do inéculo, foi
realizada a purificacdo dos isolados, onde foi utilizada a técnica da cultura monosporica
(FERNANDES, 1993). Os conidios do fungo foram colocados em 5mL de dgua destilada e
esterilizada, agitados e transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura 4gar-agar.
Apbs 24 horas de incubagdo em temperatura ambiente, foi realizada a observagdo dos
conidios germinados em meio agar-agar, através de microscopio Optico. Os conidios que
germinaram isoladamente foram transferidos para placas de Petri contendo meio BDA para a

multiplicagdo dos indculos.

3.3 Teste de patogenicidade em plantulas

A patogenicidade do patogeno transportado pelas sementes de milho foi avaliada por
meio de inoculacdes na parte aérea de plantulas. Para a conducdo do experimento, foram
utilizadas sementes de milho hibrido triplo 3H842, utilizando DBC (Delineamento em Blocos
Casualizados). As sementes foram semeadas em vasos (20 L), distribuidas em sete linhas com
a testemunha, sendo que cada linha constitui de seis repeticdes (tratamento), onde foram
inoculadas uma solugdo F. verticillioides na concentragio de 2,7 x 10* conidios mL™ ajustada
por meio de contagem em Camara de Neubauer, em diferentes fases vegetativas da cultura
(V7 — sete folhas abertas, V9 — nove folhas abertas, R1 - pedoamento, R2 - grao leitoso, R4 —
grao farinaceo, R6 — maturagao fisioldgica e testemunha).

As inoculagdes foram feitas nas seis plantas de cada tratamento, sempre no final do dia
entre 17:00 e 18: 00 horas, quando a temperatura se encontrava amena em torno de 28°C +
2°C. Para a inoculagdo de F. verticillioides, foi utilizado o método de inoculag¢do por aspersao
da concentragdo de conidios direcionada para o tecido alvo da planta, de acordo com o estadio

fenologico descrito.
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As espigas provenientes de cada um dos experimentos foram colhidas separadamente
e em seguida foram debulhadas. Posteriormente os graos provenientes de cada repeti¢do foi

pesada separadamente para analise da produtividade.

3.4 Avaliacao de Severidade

A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada momentos antes da debulha dos
graos, quando estes se encontravam colhidos. A avaliagdo foi feita de forma visual e
comparativa onde foi atribuida uma nota visual de acordo com os aspectos das espigas. A
severidade foi avaliada por meio da seguinte escala diagramatica que estima a porcentagem da
area da espiga com sintomas de podriddo, caracterizada pela cobertura com micélio de
coloracdo branco a roseo e pela presenca de graos escurecidos e/ou com estrias brancas no
pericarpo, sendo Grau 1 = 0% (sadia), 2 = 0,5%, 3 = 10%, 4 = 30%, 5 = 50%, 6 = 70%, 7 =
80%, 8 = 90% e 9 = 100% da area da espiga exibindo sintomas visiveis de infecc¢ao
(AGROCERES, 1996).

As notas de 1 a 3 foram atribuidas aos hibridos classificados como de alta a mediana
resisténcia. As notas 4 a 6 foram dadas aos hibridos classificados como de mediana
susceptibilidade e as notas de 7 a 9 foram atribuidas aos hibridos classificados como de

mediano a altamente susceptiveis.

3.5 Colheita das espigas e avaliacido do experimento

Quando os gendtipos estavam na fase fenologica R6, caracterizada como "Maturagao
fisioldgica", iniciou-se 0 monitoramento da umidade dos graos até atingir 17% de umidade.
Em seguida, foram colhidas um total de 150 espigas, sendo coletadas 50 espigas por cada
tratamento de inoculacdo. Posteriormente, as espigas foram dispostas no secador
automatizado para que os graos atingissem umidade entre 12-14%, para em seguida,
proceder-se a debulha. No ato da debulha, as espigas foram dispostas uma ao lado da outra

para a avaliagdo de severidade da doenca.

3.6 Analise Sanitaria

58



Para analisar em qual estadio fenoldgico a planta seria mais susceptivel a infec¢ao por
F. verticillioides, foi feita anélise sanitaria, por meio do método do papel de filtro ou Blotter
test (BRASIL, 2009). Para isso, utilizou-se caixa acrilica tipo gerbox, desinfectada com alcool
70%, contendo em seu interior duas folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas com
50 mL de agua destilada estéril. As sementes de milho utilizadas foram provenientes de
plantas inoculadas com F. verticilloides em diferentes estadios fenoldgicos.

As sementes provenientes de cada tratamento foram submetidas a assepsia. As
desinfestagdes foram realizadas emergindo-se as sementes em uma sequéncia de solugdo de
alcool 50%, por 30 segundos, hipoclorito de sddio a 2%, por 2 minutos e posteriormente, duas
sequéncias de lavagens em agua destilada esterilizada.

As sementes foram dispostas individualmente e, posteriormente, acondicionadas em
uma sala de incubagdo, sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas durante 24 horas.
Em seguida, foram colocadas em congelador (-20 °C) por 24 horas para inibir por completo o
processo de germinag¢do das sementes. Posteriormente, os gerboxes foram colocados
novamente em camara de incubacdo por cinco dias com fotoperiodo de 12 horas, onde
permaneceram até a avaliagdo. A andlise sanitaria das sementes foi feita individualmente em
cada gerbox, com auxilio de microscOpio estereoscopico e Otico. Para identificacdo do
patdgeno em estudo laminas foram preparadas e visualizadas ao microscopio 6tico, anotando-
se a incidéncia (%). Foram utilizadas na identificacao literaturas especializadas como Barnett
¢ Hunter (1998), Watanabe (2010) e Leslie & Summerell, (2006). Os isolados do patdégeno

cultivados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) para estudos subsequentes.

3.7 Extracio e amplificacdo do DNA

O DNA de F. verticillioides foi extraido no laboratério de Controle Biologico de
Doencas da Universidade Federal do Tocantins, em Gurupi, de acordo com o protocolo
descrito por Doyle e Doyle (1990). A biomassa coletada, foi pulverizada em almofariz e
pistilo, com auxilio de nitrogénio liquido até um p6 bem fino, transferido para um microtubo
de 2 mL. Adicionou-se 1 mL de tampao de extra¢do pré-aquecido a 65 °C (2% p/v de CTAB;
2,5% p/v de PVP-40; 2M NaCl; 2 % de 2-B-mecaptoetanol; 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 25 mM
EDTA pH 8.,0) na amostra, homogeneizado em vortex durante 30 segundos e incubados em
banho maria por 40 minutos a 65 °C, sendo estes homogeneizados por inversdo a cada 10

minutos. Apos a incubagdo, as amostras foram centrifugadas (18.000 x g) durante 10 minutos,
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logo apds a fase aquosa foi coletada e transferida para um novo microtubo de 2 mL. Foram
adicionados 600 pL da mistura cloroférmio: alcool isoamilico (na propor¢do 24:1 v/v)
seguido por homogeneizagdo em voértex durante 30 segundos e centrifugados (18.000 x g) por
10 minutos, buscando-se desproteinar as amostras.

O sobrenadante gerado foi coletado e transferido para um novo microtubo, agora de
1,5 mL e as amostras tratadas com 4 uL da enzima RNase (100 uL mL™) sendo sua reagdo
realizada a 37°C durante 30 minutos. Logo apds, foram adicionados 240 puL de alcool
isopropilico gelado, seguido de uma homogeneizagdo por inversiao e incubado a -20 °C por
overnight. A extracao foi finalizada com as amostras centrifugadas a (18.000 x g) durante 20
minutos, o sobrenadante formado foi descartado e lavado o precipitado com 400 pL de etanol
absoluto, seguido de uma segunda centrifugacdao (18.000 x g) durante 5 minutos. O
precipitado formado foi seco a 37 °C durante 10 minutos e ressuspendidos em 30 pL de agua
ultrapura. A concentracdo e qualidade do DNA foi determinada em espectrofotdmetro tipo
BioDRO, seguido por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao TAE 1X, corado com
“Neotaq Brilhante Green Plus DNA stain” (Neobio), corridos em cuba de eletroforese
(Loccus 22 Biotecnologia) a 110 V durante 30 minutos, analisados em fotodocumentador (Gel
Logic 112). O marcador de DNA de 1 kb (Kasvi) foi usado como padrao de peso molecular.

Os pares de primers usados na reagao foram os iniciadores VER-1 (5’-CTT CCT GCG
ATG TTT CTCC-3") e VER-2 (5’-AAT TGG CCA TTG GTA TTA TAT ATCTA-3’) para
amplificar somente calmodulina de isolados de F. verticillioides.

A amplificagdo foi realizada em um volume final de 50 pL, sendo 25 pL de Tag DNA
Polymerase 2X Master Mix Red (1,5 mM MgCI2), 5 uL de cada oliguonucleotitio iniciador
VER-1 e VER-2 (10 mM), 10 pL de dgua ultrapura e 5 pL. das amostras de DNA obtidas.

A reagdo de PCR foi conduzida em termociclador (Techne TC-5000). Para os
iniciadores VER-1 e VER-2 foi programado com um ciclo inicial de 4 minutos a 94 °C,
seguido por 35 ciclos de 50 segundos a 94 °C de desnaturagao e anelamento de 50 segundos a
56 °C, extensdo de 1 minuto a 72 °C e extensdo final conduzida durante 7 minutos a 72 °C.

Os produtos da amplificagdo foram analisados em eletroforese em gel de agarose 0.8%
em tampao TAE 1X, corado com “Neotaq Brilhante Green Plus DNA stain” (Neobio),
corridos em cuba de eletroforese (Loccus Biotecnologia) a 110 V durante 30 minutos,
analisados em fotodocumentador (Gel Logic 112). O marcador de DNA de 1 kb (Kasvi) foi

usado como padrao de peso molecular.
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3.8 Procedimento estatistico

Ap6s a realizacdo da andlise de variancia, a comparacao das médias foi feita pelo teste
de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA,
2014).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extraciao de DNA de Fusarium verticillioides

Os pares de primers VER-1 e VER-2 na reagdo de PCR amplificaram de maneira
satisfatoria as concentragdes do DNA avaliado, revelando bandas de peso molecular de
aproximadamente 580 pb e resolugdo em gel. Desta forma, ficou evidenciado a sensibilidade
da técnica em produzir copias de DNA, assim como sua eficacia na obtencao de resultados
precisos de detec¢do em baixas concentracdes de DNA-alvo presente (Figura 1). Desta forma,

foi confirmado a presenca do patdgeno F. verticillioides.

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose (0,8%) da regido VER-1 e VER-2 de F.
verticillioides em diferentes concentragcdes de DNA purificado (duplicata em mesmo gel).
Amplicons de 1 a 5: Sendo respectivamente de 20ng.uL", 2 ng.uL", 0,2 ng.uL"!, 20 pg.uL"' e
2 pg.uL". Marcador (M): 1 kb (KASVI).

3000 pb

1000 pb
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Este resultado indica que, a nivel de género o uso dos iniciadores VER-1 eVER-2 no
diagnostico de fungos do género Fusarium ¢é satisfatorio, assim como para detec¢do de Fusarium

verticillioides em diferentes incidéncias, pela qualidade dos produtos amplificados.
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4.2 Influéncia da época de inoculacdo de Fusarium verticillioides em diferentes estadios

fenolégicos do milho sobre o nivel de severidade da podridao de espigas

A severidade do patdogeno nas espigas foi avaliada em duas épocas de plantio como
mostra a figura 2, onde foi observado maior severidade no plantio do més de janeiro nos
estadios V7, V9, R1 e R2.

Figura 2: Severidade em espigas de milho oriundas de plantas inoculadas com Fusarium

verticillioides em diferentes estadios fenoldgicos, em duas €pocas.
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Médias seguidas da mesma letra, mintscula nos diferentes estadios fenologicos e maiusculas nas diferentes épocas de plantio,
ndo diferem pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

As espigas obtidas da testemunha apresentaram menor grau de severidade nas duas
épocas de plantio diferindo estaticamente dos demais estadios e €pocas. Nota-se que as
espigas oriundas do plantio do més de janeiro apresentaram maior severidade que as do més
de julho.

No plantio do més de julho pode-se observar menor severidade nas espigas, nos
estadios V7, V9, R1 e R2 apresentaram menor severidade que as demais espigas dos outros
estadios. Ja nos estadios R4 ¢ R6 as duas épocas de plantio ndo diferiram estaticamente.

Assim podemos afirmar que a época de plantio interferiu na severidade das espigas.

4.3 Patogenicidade de Fusarium verticillioides

A patogenicidade de F. verticillioides pode ser observada na figura 3, na qual pode-se
observar os sintomas tipicos de podridao de espigas em milho, ou seja, o patdogeno demostrou

ser patogénico as plantas de milho.
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Figura 3: Espigas de milho oriundas de plantas inoculadas com Fusarium verticillioides em

diferentes estadios fenoldgicos. (T — Tratamento, R ou V — Estidio fenologico, N —

Repeticao).

B

O patdgeno demonstrou ser virulento em todos os estadios fenologicos, apresentando
sintomas tipicos da doenga nas espigas. Mesmo sendo inoculado em fase vegetativa, o fungo
manteve-se latente na planta de milho até a fase reprodutiva.

A figura 2 A e 2 B sdo espigas inoculadas na fase vegetativa V7, ou seja, as plantas
foram inoculadas com F. verticillioides quando as mesmas continham sete folhas totalmente
abertas. No entanto, o fungo manteve-se latente nas plantas de milho, expressando-se somente
na fase reprodutiva, sem causar nenhum dano aparente a planta nesta fase. Tal fato pode ser
explicado pelo patdgeno causar infeccao latente nesta fase, para depois a planta manifestar os
sintomas da doenga. Reid et al. (1999) consideram o Fusarium sp. como um fungo endofitico
onipresente na cultura, contudo, nem sempre patogénico.

Na fase reprodutiva figura 2 C,2 D, 2 E, 2 F, 2 G ¢ 2 H, pode-se observar as espigas
de milho com sintomas tipicos do patdgeno, ocasionando assim perdas qualitativas. Esse fato

pode comprovar o efeito das inoculagdes, mesmo em condigdes adversas ao desencadeamento
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das podridoes de espiga. A infeccdo deste patdgeno ¢ muito influenciada pelo clima, com
chuvas e umidade relativa alta a partir do florescimento. Estes resultados também comprovam
que a infec¢do ocorre principalmente a partir da fase reprodutiva, via estilo-estigma. As
principais vias de infec¢ao desse patdogeno em espigas de milho sdo através do estilo- estigma
e por ferimentos nos graos (KOEHLER, 1942; SUTTON, 1982; REID et al., 1996), porém o
patdgeno pode utilizar outros meios e partes da planta para causar infec¢do. A podridao de
espigas envolve o ataque direto do fungo aos grdos, os quais podem exibir sintomas da
colonizagdo, denominados de grios ardidos (NERBAS, 2014). Além de afetar o valor
economico durante a comercializacdo, a presenca de graos ardidos altera o valor nutricional
da racdo pelo acumulo de micotoxinas em grdos infectados que sdo indesejaveis a saude
humana e animal (MOLIN & VALENTINI, 1999).

De acordo com SUTTON (1982) para a ocorréncia da infeccdo, a temperatura 6tima
situa-se na faixa entre 25 e 32°C, a presenca de pdlen, anteras, estilo-estigma e bracteas
senescidas também podem atuar como potenciais substratos para o estabelecimento da
infeccdo, sendo a presenca de agua essencial para a germinagao dos conidios.

Virias estratégias tém sido utilizadas para o controle dos fungos causadores de
podridoes da espiga (ZAMBOLIM et al., 2000; REIS et al., 2004). No entanto, essas
estratégias ndo tém sido eficientes. Desse modo, Nerbass et al., (2014), afirmam que o método
mais eficiente para o controle da doeng¢a causada por este patdogeno consiste na utilizacao de
resisténcia genética do hospedeiro.

Diversos trabalhos confirmam a transmissdo de diferentes espécies de Fusarium de
sementes para plantulas, porém, se referindo, especialmente as espécies agricolas, como o de
Sartori et al. (2004) com sementes de milho (Zea mays), no qual confirmou a transmissao de

F. verticillioides.

4.3 Analise Sanitaria

Para as inoculacdes de F. verticillioides em diferentes estddios fenologicos, houve

significancia (P < 0,05) para estes estadios (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia envolvendo duas épocas de plantio em vasos,
inoculados com Fusarium verticillioides nos graos em diferentes estadios fenologicos.

Jan/2017 Jul/2017
GL QM Pr>Fc QM Pr>Fc¢
Tratamento 6 5651,90 0,000* 4854,90 0,000*
Residuo 35 40,70 45,40
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Total 41

Média (g) 66,10 71,81
CV (%) 9,65 9,38
*P <0,05

No primeiro plantio, os valores obtidos pela avaliagdo de épocas de inoculagdo, pelo
teste de sanidade (blotter test), foram maiores nos tratamentos inoculados artificialmente com

F. verticillioides, comparando ao tratamento testemunha (sem inocula¢io) (Tabela 2).

Tabela 2. Médias de incidéncia (%) nos grados com Fusarium verticillioides inoculados em
diferentes estadios fenologicos de plantas de milho, em duas épocas de plantio. Gurupi,
Tocantins

Plantio Jan/2017 Plantio Jul/2017

Tratamentos Média Média

Testemunha 14,67 d 2400 e
V7 (7 folhas abertas) 48,00 c 46,67 d
V9 (9 folhas abertas) 46,00 Cc 66,00 ¢
R1 (pendoamento) 77,33 b 7533 b
R2 (grao leitoso) 84,00 b 9533 a
R4 (grao fariniceo) 96,00 a 98,00 a
R6 (maturacgdo fisiologica) 96,67 a 9733 a

'Médias seguidas de mesma letra mintsculas na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott Knott, em nivel de

significancia de 5%.

No plantio do més de janeiro, os valores obtidos pela avaliagdo das inoculagdes em
diferentes estadios fenoldgicos, foram menores nos estadios vegetativos comparando com o0s
reprodutivos, como ja era esperado, pois o patdgeno, nas fases iniciais do ciclo da planta
causa infec¢do latente, ou seja, ndo provoca sintomas visiveis na fase vegetativa. O fato de ter
havido a presenca do fungo F. verticillioides nas sementes das plantas ndo inoculadas, pode
ser explicado com base nas caracteristicas do fungo, que apresenta elevada esporulagdo e taxa
de dispersdo atmosférica. Os estadios fenoldgicos V7 e V9, (onde as plantas estavam com sete
e nove folhas completamente abertas respectivamente), foram inoculadas com o patégeno e as
mesmas apresentaram menor incidéncia que as plantas inoculadas no estadio reprodutivo.
Esse fato pode comprovar que as plantas de milho estdo mais susceptiveis a infeccdo com F.
verticillioides nos estadios reprodutivos. Nestes estadios, destacando-se os estadios R4 (grao
farindceo) e R6 (maturacdo fisioldgica) com os maiores valores de incidéncia de F.
verticillioides, mostrando que as inoculacdes feitas nestes periodos foram maiores que as
inoculagdes feitas em R1 (pendoamento) e R2 (grao leitoso). Mendes et al. (2011),

trabalhando com dez hibridos inoculados artificialmente com F. verticillioides observaram
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que mesmo o tratamento testemunha (sem inoculacdo) apresentou alta severidade, mostrando
assim que alguns hibridos sdo muito susceptiveis ao patdégeno. Com isso, alertam para os
cuidados que devem ser tomados quanto a utilizagdo destes graos na alimentacdo de humanos
e animais, em decorréncia de possiveis contaminagdes por micotoxinas, produzidas por F.
verticillioides.

Todas as plantas inoculadas com o F. verticillioides, tanto nos estadios vegetativos,
quanto reprodutivo se diferiram estatisticamente do tratamento testemunha, sem inoculacao,
mostrando assim que mesmo inoculado nos estadios vegetativos o patogeno afeta a planta de
milho; desta forma, para obtencdo de sementes de milho sadia, o produtor deve-se ter o
devido cuidado em todas os estadios da planta.

No Brasil, 12 métodos de inoculacdo artificial foram comparados simulando a
infeccdo via estilo-estigma e danos causados por insetos, variando em auséncia de cobertura
(camara umida), cobertura por 24 horas e por 48 horas (NASCIMENTO, 2010). Os resultados
desse estudo mostraram ndo haver diferencas estatisticas significativas entre os métodos para
a maioria dos hibridos avaliados.

No segundo plantio no més de julho também foi observado menor incidéncia de F.
verticillioides na testemunha, s que em maior porcentagem que o primeiro ensaio. Isso pode
ser justificado pela presenca de chuvas no final do ciclo da cultura e sua alta taxa de
esporulagdo e dispersdao. Corroborando com esses resultados Mendes et al. (2011),
observaram que os valores médios de severidade do fungo F. verticillioides foram maiores na
segunda safra (2007/08), para ambos os tratamentos, com e sem inoculagdo. Estes valores ja
eram esperados, pois na segunda safra houve um maior indice de pluviosidade condi¢des mais
favoraveis a doenga na fase final do ciclo da cultura o que favoreceu a maior incidéncia deste
patogeno.

Os estadios fenologicos vegetativos diferiram estatisticamente entre si e também da
testemunha, mostrando assim que o estadio vegetativo V9 foi mais susceptivel a infeccao por
F. verticillioides do que o V7.

Os estadios reprodutivos R2, R4 ¢ R6 ndo diferiram estatisticamente entre si, mas
diferiram do R1, sendo o R2, R4 ¢ R6 os de maior incidéncia. Mendes et al. (2011),
observaram altos valores de incidéncia de graos ardidos, causados por F. verticillioides na
segunda safra (2007/08), devido a alta precipitacao pluviométrica.

De acordo com Schaafsma et al. (1993) o sucesso da infec;do de um método de

inoculacdo é dependente do estadio fenolégico da planta. Inoculagoes realizadas nas primeiras
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semanas apds o espigamento e métodos que causam ferimentos na planta sdo menos
dependentes do tempo. Os métodos de inoculacdo com injecdao no canal do estilo-estigma e de
ferimentos nos graos do centro da espiga apresentaram estas caracteristicas, onde o inoculo
foi depositado em contato direto com o estigma e graos na fase inicial de desenvolvimento
(estadio fenolégico R1 e R2).

Quanto a produtividade houve diferenga significativa entre os estadios fenoldgicos nas
duas épocas de plantio (Tabela 3). Foi possivel notar que os estadios vegetativos diferiram

estatisticamente dos reprodutivos.

Tabela 3. Massa de 1000 graos (g) de milho inoculados com Fusarium verticillioides em
diferentes estadios fenolégicos e duas épocas de plantio. Gurupi, Tocantins.

Janeiro/17 Julho/17
Tratamentos Média Grupo Média Grupo
Testemunha 1330,81 A 1450,11 A
V7 (7 folhas abertas) 1030,82 B 1200,64 B
VO (9 folhas abertas) 1090,13 B 1140,89 B
R1 (pendoamento) 1040,69 B 1060,70 C
R2 (grao leitoso) 1070,80 B 1090,42 C
R4 (grao farindceo) 880,70 C 950,24 C
R6 (maturagdo fisioldgica) 800,48 C 800,06 D

'Médias seguidas de mesma letra mintsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott, em nivel de
significancia de 5%.

A testemunha diferiu estatisticamente de todos os tratamentos, nas duas épocas de
plantio, apresentando 1330,81g em janeiro e 1450,11g em julho, demostrando maior
produtividade no plantio de julho, isso pode ser explicado pelo o fato das condigdes climaticas
mais favordveis a planta e influenciarem diretamente na produtividade dos graos.

Os estadios fenoldgicos V7, V9, R1 e R2 no plantio do més de janeiro nao diferiram
estatisticamente entre si, assim pode se dizer que a incidéncia do patégeno ndo interferiu
significativamente a produtividade dos graos desses estadios. No entanto nos estadios R4 e R6
ndo diferiu estatisticamente entre si, apresentando os menores valores de produtividade,
mostrando que o patdgeno interferiu significativamente a produtividade desses graos.

Para o plantio do més de julho observou-se valores maiores que os do més de janeiro
em quase todos os tratamentos, obtendo assim maior média de produtividade no segundo
plantio.

Os estadios vegetativos ndo diferiram estatisticamente um do outro. No entanto

diferiram da testemunha de dos reprodutivos que apresentaram menores valores de
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produtividade. Demostrando assim que o patdégeno ¢ mais prejudicial a cultura nos estadios
reprodutivo. De acordo com Boutigny et al., (2011), as espigas infectadas por fungos reduzem
a produtividade e a qualidade dos graos.

O estadio R6 diferiu de todos os tratamentos, apresentando menor valor de
produtividade. Nerbass & Casa (2007) estimaram perda média de gordura de 28,85% e de
proteina bruta de 3,5% ao comparar amostras de grao ardido em rela¢do aos graos regulares.
Graos ardidos também causam aumento na acidez do 6leo no processo de fabricagdo do
produto, incrementando custos com neutralizacdo dessa acidez, diminuindo o rendimento do
6leo e aumentando custos de clareamento.

Estudos foram realizados no Brasil avaliando a incidéncia de graos ardidos em
hibridos de milho em func¢do do aumento da densidade de plantas, sistemas de manejo e
aplicagdo de fungicidas foliares (CASA et al., 2007; JULIATTI et al., 2007; BRITO et al.,
2012). Com relagdo ao uso de épocas de inoculagdo com F. verticillioides e avaliagdes de
produtividade de milho através da andlise de incidéncia de espigas, patogenicidade do

patdgeno o presente estudo foi pioneiro.
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5 CONCLUSOES

O patégeno Fusarium verticillioides foi patogénico as plantas de milho em todos os
estadios fenologicos.

Nos estadios reprodutivos as plantas de milho sdo mais susceptiveis a infec¢do por F.
verticillioides.

A produtividade foi menor quando as plantas de milho sdo infectadas nos estadios

reprodutivos.
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