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RESUMO

O milho é um dos principais cereais usados na alimentagdo humana e animal no mundo. A producao
do milho pode ser afetada negativamente por inimeros fatores entre os quais estdo as doencgas causadas por
fungos. Dentre estas doengas, estdo a podriddo rosada da espiga e a fusariose, causadas pelas espécies,
Fusarium verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans, que além de trazerem prejuizos para a producéo,
também, estdo diretamente ligados a ma qualidade de graos e sementes, devido a formacdo de ‘graos
ardidos’. Sementes contaminadas podem disseminar ou introduzir estes patogenos em campos de cultivo,
tornando-se importante o conhecimento de todo o processo de transmissdo desde a semente até a planta de
milho. Portanto, o objetivo do trabalho foi determinar as taxas de transmissdo de F. verticillioides, F.
proliferatum e F. subglutinans, a partir de diferentes potenciais de indculo, de sementes para plantas de
milho, sob diferentes temperaturas em condicdes de cultivo controlado. A inoculacdo das sementes foi
realizada pelo método de condicionamento hidrico, por 36 (potencial de indculo 1 - P1), 72 (P2), 108 (P3) e
144 (P4) horas. Em camaras de cultivo vegetal com temperaturas ajustadas a 20 °C e a 26 °C, foram
distribuidas 25 sementes inoculadas, individualmente, em copos plasticos contendo substrato, com 4
repetices por tratamento. Ao final de 28 dias de avaliagdes diarias, todas as plantas foram analisadas por
métodos biol6gicos. A morte em pré-emergéncia de sementes de milho inoculadas com F. verticillioides, F.
proliferatum e F. subglutinans é uma das consequéncias da associacdo destes fungos com as sementes.
Plantas com infeccdo assintomatica originadas das sementes inoculadas se desenvolvem com possivel
infeccdo latente, aguardando majoritariamente condi¢des favoraveis para o desenvolvimento dos patogenos.
As méaximas taxas de transmissdo total de sementes para plantas de milho, em condigdes favoraveis, séo de
98% para F. verticillioides, 95% para F. proliferatum e de 88% para F. subglutinans.

Palavras-chave: Podriddo rosada da espiga, Patologia de sementes e fungos.



1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) possui grande importancia econdmica pelas suas variadas formas de
utilizacdo, que véo desde a alimentagdo animal até a indUstria para diversos fins (PAES, 2006).

A producdo do milho pode ser afetada negativamente por inimeros fatores entre 0s quais estdo as
doencas causadas por fungos, que podem comprometer de maneira significativa o potencial de rendimento da
cultura (WHITE, 1999). A expansdo da area cultivada em plantio direto proporcionou uma alteracdo no
microclima e no equilibrio do agroecossistema, com reflexos nas populaces dos agentes causais das doencas
do milho (REIS et al., 2004).

A presenca dos restos culturais sobre a superficie do solo beneficia a sobrevivéncia de muitos
fitopatdgenos, fazendo com que doengas tradicionais ocorram com maior intensidade e que novas doengas se
manifestem. A importancia de cada uma dessas doencas é variavel de ano para ano e de regido para regiéo.
Dentre os patdgenos que causam doengas no milho, estdo os fungos Fusarium verticillioides (sin. F.
moniliforme), F. proliferatum e F. subglutinans (complexo Gibberella fujikuroi, segundo O’Donnell et al.,
1998), causadores da podridao rosada da espiga, podriddo de fusarium ou fusariose, que além de trazerem
prejuizos para a producdo, também, estdo diretamente ligados a ma qualidade de gréos e sementes, devido a
formacéo de ‘grdos ardidos’, que apresentam baixa germinagdo e contém micotoxinas de alto risco para o
consumo humano e animal (COSTA et al., 2010; PINTO, 2006).

As principais fontes de indculo das espécies de Fusarium em areas de cultivo s&o os restos de cultura
de milho, como colmos e espigas, as sementes de milho contaminadas, as gramineas de inverno (trigo, aveia
e cevada) e, também, o solo. A disseminacao dos esporos se da através do vento e de insetos, e o periodo de
maior suscetibilidade ocorre de 7 a 10 dias ap6s a polinizacdo dos estigmas. Em relagdo aos sintomas pode
ocorrer uma pigmentacdo rosa entre os graos/sementes, sendo que as espigas que ndo ficam na posicéo
adequada ap6s a maturidade fisioldgica e aquelas com empalhamento deficiente sdo as mais suscetiveis.
Como padrdo de qualidade, tem-se adotado no comercio do milho um nivel de tolerancia maxima de gréos
ardidos de 6%. Em periodos de fortes chuvas apds o estadio da maturidade fisiologica dos grdos/sementes
e,pela postergacdo da época de colheita do milho, a incidéncia de gréos ardidos supera normalmente este
padrdo de tolerancia. Contudo, um dos principais agravantes da presenca desses patégenos em grédos e
sementes de milho, é que esses fungos sao biossintetizadores eficazes de toxinas, denominadas micotoxinas,
muito prejudiciais a sadde humana e animal (DUCAN & HOWARD, 2009; MUNKVOLD, 2003; PINTO,
2006; WILKE et al.,2007).

Apesar das sementes ndo serem a Unica forma de disseminacdo desses patdgenos, estes podem ser
introduzidos em novas areas de cultivo através de sementes contaminadas, mesmo distantes de seu local de
producdo, constituindo-se, assim, fontes de indculo primario para podriddo das sementes, morte de plantulas

e podriddo de raizes.



As condicdes de armazenamento das sementes infectadas por espécies de Fusarium nem sempre
propiciam a eliminagdo ou reducdo destes organismos até a fase de germinagdo das sementes no solo. A
partir da semeadura a concretizagcdo do processo de transmissdo dos patdgenos das sementes as plantas
emergentes assume um papel ainda mais preocupante, tendo em vista o papel de disseminacéo de inoculo
gue se estabelece no campo de cultivo (CASELA et al., 2006). Desse modo, entender os mecanismos de
transmissdo neste tipo de interagdo é uma necessidade fundamental para o estabelecimento de padrfes de
tolerancia dentro do processo de certificacdo de sementes. Para F. verticillioides, F. proliferatum e F.
subglutinans que ainda ndo foram enquadrados como pragas ndo quarentenarias regulamentadas, ndo se
dispde de padrdes de tolerancia da incidéncia dos mesmos em amostras de sementes (BRASIL, 2009b).

O objetivo deste trabalho foi determinar as taxas de transmissao de F. verticillioides, F. proliferatum
e F. subglutinans, a partir de diferentes potenciais de indculo, de sementes para plantas de milho, sob

diferentes temperaturas em condi¢des de cultivo controlado.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do milho

A cultura do milho tem uma grande importancia socioeconémica no Brasil, por fornecer produtos
amplamente usados na alimentacdo humana e animal e na Industria para diversas outras finalidades além de
sua participacdo relevante na pauta de exportagdo a diversos paises do mundo. Os estados de Mato Grosso,
Parand, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais e Rio Grande do Sul sdo os maiores produtores (CONAB,
2019).

No Brasil, 0 milho é o segundo grdo mais produzido, ao lado da soja, chegando a uma producdo
média de 80.709,5 milhdes de toneladas, na primeira e segunda safra de 2018/19 (CONAB, 2019). A
producdo de sementes de milho no Brasil, na safra de 2017/2018 foi de 562.955 toneladas (ABRASEM
2018). Com o avango de tecnologias a estimativa de cultivo do milho na primeira safra, na temporada
2019/20, € de 4,25 milhdes de hectares, 3,4% maior que a area cultivada na safra 2018/19. A producéo
deverd apresentar crescimento de 0,4% em comparacdo a 2018/19, e resultar em uma producdo de 100,5
milhGes de toneladas (CONAB, 2020).

Apesar do avango na tecnologia, tem sido observado um aumento nas doengas em milho,
possivelmente associado ao avango das areas cultivadas, juntamente com o crescimento da monocultura, o
uso inadequado da irrigacdo e pela formagdo de campos homogéneos, tais aspectos propiciam microclimas
favoraveis ao desenvolvimento de patdgenos. Tais doencas vém surgindo e tornando-se mais severas,
chegando a causar perda na qualidade dos gréos, como também, na produtividade, gerando assim prejuizos
economicos (PEREIRA et al., 2005; LANZA et al., 2016).



Dentre vérias doencas que acometem a cultura de milho, espécies de Fusarium se destacam como
importantes causadores de podriddes radiculares, morte de plantulas, podridées de espiga e de colmo
(MULKVOLD, 2003).

2.2 Caracteristicas gerais de Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum e Fusarium subglutinans

O género Fusarium, de acordo com a classificacdo taxonémica, constitui um estado anamorfo da
ordem Hypocreales, filo Ascomycota. Dentro desse género, as espécies Fusarium verticillioides (Saccardo)
Nirenberg, Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg e Fusarium subglutinans (Wollenweber) &
Reinking, comp8em um grupo de aproximadamente 20 espécies que pertencem ao complexo Gibberella
fujikuroi (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O referido género engloba espécies de fungos filamentosos presentes no solo e em partes aéreas de
plantas. Algumas destas espécies produzem toxinas que podem afetar o0 homem e 0s animais. Das mais de
100 espécies de Fusarium descritas, apenas 12 delas podem ser consideradas patogénicas aos seres humanos,
incluindo F. verticilloides (TAPIA; AMARO, 2014).

O F. verticillioides ¢ um patégeno que produz microconidios em cadeias longas, clavados com a
maioria unicelular, clamidosporos ausentes e macroconidios falcados, com 3 a 5 septos, col6nias com
coloragdo violeta em meio BDA e formacdo de esporoddquios de coloracdo alaranjada. Formam peritécios
negros, produzidos de forma heterotélica e ascosporos fusiformes, a maioria com um septo (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

F. proliferatum é uma espécie da mating population D (Membros do acasalamento da populagéo D).
Os microconidios sdo formados em cadeias curtas e, menos frequentemente, em falsas cabecas em
monofialides e polifialides. Os macroconidios sdo falcados, quase retos, com 3 a 5 septos, e encontrados em
esporoddquios de coloracdo alaranjada. Assim como as espécies do complexo G. fujikuroi, ndo produz
clamidoésporos (LESLIE; SUMMEREL, 2006).

F. subglutinans possui macroconidios curvos, com 3 a 7 septos, medindo de 2,4-4,9 x 15-60 pm, séo
produzidos em falsas cabecas, mas nunca em cadeia. Os microconidios sdo abundantes, medindo de 2-3 x 5-
12 um, e produzidos em cadeia ou em falsas cabegas no micélio. Os peritécios, raramente encontrados na
natureza, produzem ascas com dimensdes de 75-100 x 10-16 um, que contém 8 ascdsporos retos, a maioria
com 1 septo, medindo de 4,5-7,0 x 12-17 um (LESLIE; SUMMEREL, 2006).

As caracteristicas com valor taxonémicas usadas para separar espécies dentro do complexo G.
fujikuroi sdo o tipo de célula conidiogénica que suporta 0 microconidio e a disposi¢éo destes esporos sobre
as mesmas (LESLIE; SUMMEREL, 2006).

As caracteristicas morfoldgicas de tais fungos ndo sdo suficientes e quando usadas como Unico
critério, podem ocasionar em erros. Isso acontece devido a grande plasticidade e similaridade dos

marcadores morfoldgicos entre as espécies, 0 que torna necessario o uso de técnicas complementares como
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métodos moleculares e cruzamentos, para as espécies que tem fase sexuada e o uso de protocolos baseados

em PCR, que utilizam primers especificos para a identificagdo desses fungos (LESLIE; SUMMEREL, 2006).

2.3 Doengas causadas por F. verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans em milho

O fungo F. verticillioides é um importante causador de podridGes radiculares, morte de plantulas,
podriddes de espiga e de colmo do milho (MULKVOLD, 2003). A principal doenga causada por F.
verticillioides é a podriddo rosada da espiga, que também pode ser causada por F. proliferatum e F.
subglutinans (SILVA, 2001). Uma das consequéncias das podriddes em espigas sdo os graos ardidos, que
sdo um dos principais problemas de qualidade do milho, devido a possibilidade da presenca de toxinas, como
as fumonisinas. Sao considerados graos ardidos todos aqueles que possuem pelo menos um guarto de sua
superficie com descoloragdes, cuja matiz pode variar de marrom claro a roxo (PINTO, 2005). As perdas por
qualidade por gréos ardidos sdo motivo de desvalorizagdo do produto e riscos a saude humana (PINTO,
2001). Essa doenga estd relacionada a injurias causadas por insetos ou passaros. Os gréos infectados
adquirem coloracdo avermelhada e com o avango da doenga podem adquirir uma camada cotonosa rosada
espiga. A infeccdo pode se iniciar por qualquer parte da espiga e € muito favorecida pelo excesso de chuva.
O controle para essa podriddo é o uso de cultivares que apresentam espigas de milhos bem empalhadas, com
palhas bem aderidas e decumbentes, que impedem a penetracdo da agua da chuva e dos esporos dos fungos.
F. verticillioides é o fungo mais frequente em grdos de milho recém-colhidos, com niveis de contaminagéo
de até 100% (SILVA, 2001).

Em trabalho realizado por Machado e colaboradores (2013), o F. verticillioides em sementes com
diferentes potenciais de in6culo, se mostrou muito prejudicial ao desenvolvimento inicial da planta de milho.
E de acordo com o aumento do potencial de indculo nas sementes, o nimero da populacdo de plantas no
experimento diminuiu e 0s danos no sistema radicular aumentaram. Esse fungo causa doencas em todas as
fases da planta, tanto nas raizes, como no colmo e nos grdos. Além de perda de qualidade da lavoura, esse
fungo pode causar risco a saude humana e animal, devido & produgdo da toxina fumonisina (ONO;
HIROOKA, 2003).

O F. proliferatum, também, é um patdgeno da podriddo do milho e pode produzir as micotoxinas em
condigdes de campo e de armazenamento. Esse fungo pode ter uma frequéncia de ocorréncia igual ou
superior a 90% no milho e pode causar podriddo em arroz e em algumas frutas. Pode ser patdgeno por
muitos anos, pois consegue sobreviver em restos culturais (BACON; NELSON, 1994).

Outra doenca importante é a podriddo de fusarium, que pode ser causada por F. verticillioides e F.
subglutinans. Também, relacionada a injurias, essa doenca apresenta uma alteracdo de cor dos gréos
infectados, que varia do r6seo ao marrom escuro e estrias de coloracdo branca no pericarpo. Além disso, é
observado um crescimento cotonoso de coloracédo clara a avermelhada, que equivale ao micélio do fungo. A

infeccdo pode ser pelo topo ou pelo pedinculo da espiga. O crescimento dos patégenos nas espigas é
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interrompido quando o teor de umidade dos grdos atinge 18% a 19% (SILVA, 2001). O colmo e as raizes,
também podem ser infectados. Os tecidos internos dos entrends e das raizes adquirem coloragao avermelhada
gue evolui de forma uniforme da base a parte superior da planta. Geralmente, a podriddo de colmo causada
por Fusarium, esta relacionada ao ataque de nematoides ou pragas subterraneas, que causam ferimentos nas
raizes, ajudando na entrada no fungo (FERNANDES; OLIVEIRA, 2000). No trabalho realizado por
Angelotti (2013), os fungos F. subglutinans apresentou 10% de raizes necrosas em plantulas de milho.

Além disso, esses fungos podem produzir micotoxinas, que sao metabdlitos secundarios produzidos
pelos fungos e liberados pelo seu metabolismo e essas micotoxinas podem continuar no alimento mesmo
depois de eliminado o fungo. Os principais efeitos desses metabdlitos toxicos sdo em longo prazo,
acumulados no organismo, tanto de humanos como de animais. Dentre os tipos de controle para esses
fungos, quimicos e fisicos, o controle que tem o menor custo e causa menores danos ao meio ambiente é o
biocontrole (GASPERINI, 2011).

O ambiente ideal, para esses fungos, inclui temperaturas préoximas a 30°C e altitudes menores que
700 metros. A época de plantio, com altas temperaturas e ambiente seco, seguido de longos periodos de
chuva no florescimento, ajuda no crescimento desses fungos nas culturas. Eles tém facilidade de sobreviver
em restos de vegetais, como na palhada de milho, e se disseminam por ventos e chuvas (SILVA, 2001).
Apesar de tais fungos serem muitas vezes isolados das sementes, estas ndo sdo a principal fonte de indculo.
Como possuem a fase saprofitica ativa, sobrevivem e se multiplicam na matéria orgénica, no solo, sendo esta
a fonte principal de indculo. Alguns estudos relatam que em condi¢Ges ambientais favoraveis a esses fungos
e em cultivares suscetiveis, a incidéncia de podriddo do colmo pode chegar a 70%, causando danos de até
50% de perda em produtividade (EMBRAPA, 2006).

2.4 Ciclo de transmissao de patdgenos em relacdo a sementes em milho

A transmissdo no ambito da Patologia de Sementes é a passagem dos fitopatégenos que infectam as
sementes, para 0s 6rgaos aéreos fotossintetizantes e/ou raizes. A passagem do inoculo de patdgenos a partir
de planta infectada para as sementes formadas nesta mesma planta constitui também um outro processo de
transmissdo. Estes processos sdo importantes, pois garantem o ciclo de vida dos patégenos, ao assegurarem a
sua fonte nutricional, constituido principalmente de 6rgdos verdes, que sdo necessarios ao crescimento e
esporulacdo dos patdgenos. A semente tem um papel muito importante na disseminacdo desses patdgenos, ja
que permite que 0s mesmos percorram distancias consideraveis no processo de comercializacdo e consigam
completar seu ciclo (REIS et al., 2014).

Para o fungo a transmissao de sementes para plantas é fundamental em lavouras onde o milho nunca
foi semeado ou em &reas de rotacdo de culturas, pois indica o potencial de inéculo da semente no

desenvolvimento inicial de epidemias (CASA et al., 2006)
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Os mecanismos de transmissdo usados pelos patdgenos a partir de sementes sdo variados e
dependem da sua localizagdo na semente. O ind6culo pode estar presente em mistura com as sementes,
aderido ou no interior destas. Além dos mecanismos de transmissdo da semente até a planta, existem dois
outros mecanismos possiveis de estabelecimento do patdgeno transmitida da planta até o interior das
sementes: através do sistema vascular de plantas atacadas e através de 6rgdos fertilizadores, como grao de
polen, contaminados ou infectados. No caso da contaminagdo de sementes por patdgenos, esta é geralmente
concluida pela mistura mecénica do in6culo pela manipulacdo de plantas durante a colheita (MACHADO,
1988).

F. verticillioides pode infectar a planta de diversas formas. Na associacdo com o milho é um
exemplo de microrganismo endofitico facultativo, que pode existir tanto na forma biotréfica, quando
necessita da planta viva, quanto na forma saprofitica, onde sobrevive em tecidos mortos, como restos
culturais (PINTO, 2005; SAMSUDIN; MAGAN, 2015). A semente é fonte de inéculo primario para F.
verticillioides e a taxa de transmissdo é influenciada pela temperatura do solo (NERBASS, 2008). De acordo
com resultados do trabalho de SARTORI e colaboradores (2004), o F. verticillioides pode a partir de
sementes de milho naturalmente infectadas ser transmitido para diferentes 6rgdos da planta até 45 dias apds a
semeadura. Nesse mesmo trabalho, observou-se resultados de taxa de transmissdo do F. verticillioides para
15, 30 e 45 dias ap6s a semeadura. A média foi de 46,1% de transmissao para o tegumento remanescente da
semente, 34,9% para raiz primaria, 23,6% para entrend subcoronal, 7,2% para coledptilo e 14,6 % para a
base das folhas.

O fungo Fusarium proliferatum é frequentemente encontrado em sementes de milho, ou seja, uma
fonte de indculo importante no campo (COTTEN; MUNKVOLD, 1998; POSTIC et al., 2012). O ciclo de
vida de F. proliferatum transmitidos por sementes ndo foi totalmente estudado, mas suspeita-se que ele seja
bastante semelhante ao F. verticillioides (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997; BATTILANI; ROSSI,
2003). Em um estudo realizado por Nguyen e colaboradores (2016), foi visto a infeccdo subcuticular de F.
proliferatum em folhas de milho sintomaticas e sem sintomas. O F. proliferatum penetrou nos estdmatos das
folhas imaturas e as hifas produziram microconidios dentro dos tecidos foliares que esporulavam através de
estdmatos e tricomas.

O fungo F. subglutinans é um fungo necrotréfico de acordo com Viljoen e colaboradores (1997).
Esse tipo de fungo infecta a planta hospedeira penetrando diretamente nos tecidos da planta (CARLILE et
al.,, 2001). Em estudo realizado por Widyastuti e colaboradores (2014) as hifas do F. subglutinans
conseguem penetrar no tecido da planta através dos estbmatos. H& uma escassez de estudos sobre a
transmisséo de sementes contaminadas com F. subglutinans para plantas.

A transmissdo do patdgeno pela semente ¢ influenciada por varios fatores, como espécie cultivada,
condi¢des ambientais, praticas culturais, sobrevivéncia do indculo, vigor da semente, microflora do solo
outros. Estes fatores podem diminuir ou aumentar a passagem do patdgeno para os Orgaos aéreos, ou
radiculares da planta (AGARWAL; SINCLAIR, 1997). A quantificacdo de taxa de transmissao € de extrema
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importancia para esclarecer o potencial epidemiolégico de sementes. Quanto maior a incidéncia do fungo na

semente, maior sera a eficiencia da transmissao (CASA et al., 2004; 2006).

3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.1 Origem e multiplicagéo dos isolados fungicos e perfil das sementes utilizadas

Os isolados de F. proliferatum (CML704) e de F. subglutans (CML893) foram obtidos junto a
Colecdo Micoldgica de Lavras (CML) e um isolado de F. verticillioides (CMLAPS355) pertence a Colecéao
Micoldgica do Laboratério de Patologia de Sementes da UFLA. Todos isolados foram multiplicados em
meio BDA (20 g de 4gar, 20 g de dextrose e extrato de 200 g de batata/litro) contido em placas de Petri de
10 cm de didmetro, com incubacdo em cdmara BOD com temperatura de 26+2 °C e fotoperiodo de 12 horas.
As sementes de milho foram fornecidas pela Empresa Riber Sementes (Patos de Minas, MG) e apresentavam

germinagéo de 98% e pureza fisica minima de 99% e livres de agentes fitopatogénicos.

3.2 Inoculacéo das Sementes

Para a inoculagdo das sementes com as trés espécies de Fusarium, foi utilizada a metodologia de
condicionamento hidrico, descrita na literatura (COSTA et al., 2003; MACHADO et al., 2012). O
procedimento constou de desinfestacdo inicial das sementes por meio de hipoclorito de sodio 1%, por 1
minuto, seguida de triplice lavagem com &gua destilada e seca em ambiente de laboratério. Os isolados
selecionados foram repicados para placas de Petri contendo meio de cultura BDA acrescido do soluto
manitol, com potencial hidrico ajustado a -1,4 MPa (MICHEL & RADCLIFFE, 1995) e cultivados por 5
dias. Sobre as coldnias fungicas foram distribuidas as sementes em camadas simples e as placas mantidas em
camaras do tipo BOD, com temperatura de 26+2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Os periodos de incubagdo
foram de 36, 72, 108 e 144 horas, que corresponderam aos potenciais de in6culo P1, P2, P3 e P4
respectivamente. Para checagem de possiveis efeitos isolados do restritor hidrico na qualidade das sementes
de milho, da mesma cultivar selecionada para este trabalho, utilizou-se 0s mesmos procedimentos
empregados para inoculacdo das sementes. Todas as sementes foram secas, em temperatura ambiente, por 48

horas.
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3.3 Teste de sanidade

Para o calculo das taxas de transmissdo dos fungos em foco foram realizados testes de sanidade,
blotter teste, com o intuito de indicar a incidéncia inicial de ocorréncia de cada fungo nas porcdes de
sementes representativas de cada potencial de indculo. Por este teste, as sementes foram distribuidas sobre
substrato de papel de filtro (trés discos sobrepostos) embebido em meio agar-dgua (1% de agar), em placas
de Petri com 15 cm de didametro, sendo utilizadas 8 repeticGes de 25 sementes por placa. Apos 24 horas as
sementes foram colocadas em freezer, a -20 °C, pelas proximas 24 horas e posteriormente mantidas, por sete
dias, em camara de incubacdo com temperatura de 20+2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Ao final desse
periodo, as sementes foram examinadas individualmente utilizando-se microscépio estereoscépico, para

verificacdo da incidéncia das espécies em estudo.

3.4 Avaliagdo da transmissé@o dos fungos em condi¢des de cultivo controlado

Para este ensaio o plantio foi feito distribuindo as sementes em substrato constituido de uma mistura
de substrato comercial (Multiplanta trop), areia e solo, na proporg¢do de 1:1:1, em copos plasticos de 200 ml,
uma semente por copo e utilizando-se 100 copos igualmente dispostos em quatro bandejas (1
bandeja/repeticdo). O experimento foi conduzido em camaras de crescimento vegetal com temperaturas
ajustadas a 20+2 °C e a 26+2 °C e fotoperiodo de 12 horas luz (luz do dia NSK T10 40W 6500K FL40T10-6
60Hz)/12 horas escuro. As avaliagdes foram realizadas contando se diariamente, o0 numero de
sementes/plantulas mortas em pré-emergéncia e a emergéncia de plantas sintomaticas e assintomaticas.
Trinta dias ap6s a semeadura (d.a.s) todas as plantas assintomaticas foram coletadas e seccionadas em
fragmentos de 2 cm de extensdo na regido do colo (C) e da dltima insercdo das folhas (IF) (Figura 1). Estes
fragmentos foram primeiramente desinfestados utilizando a sequéncia de alcool 70%, hipoclorito de sédio
1% e lavagem por trés vezes com agua destilada e esterilizada, cada etapa com duracéo de por 30 segundos,
e, posteriormente, secos em papel esterilizado. Todos os fragmentos foram depositados em placas de Petri
com o meio BDA e incubados, a temperatura de 262 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apo6s 7 dias, 0s
fragmentos foram examinados individualmente no microscopio estereoscopico, para a observacdo de

estruturas caracteristicas das espécies de Fusarium estudadas.

Wc
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Figura 1. Desenho esquematico das regides na planta de milho de onde foram retirados os fragmentos para
avaliacdo da presenca de Fusarium, sendo estes, o colo (C) e a Gltima insercao de folhas (IF).
A ocorréncia dos patogenos alvos em pelo menos um dos fragmentos das plantas examinadas foi
suficiente para a confirmacdo da transmiss@o dos patdgenos da semente para a planta.
A taxa de transmissdo de cada fungo em estudo foi calculada considerando-se o0 somatério do seu
percentual de ocorréncia em sementes/plantulas mortas em pré-emergéncia, percentual de ocorréncia nas

plantas emergidas com sintomas e plantas emergidas assintomaticas (SIQUEIRA et al., 2014; 2016).

3.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, por espécie de fungo, com cultivo em 2
temperaturas, com 4 potenciais de inoculo e quatro repeti¢des por tratamento.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Sisvar® verséo 5.3 (FERREIRA,
2011). As analises de variancia foram realizadas separadamente por espécie de Fusarium. As médias entre o0s
tratamentos foram comparadas por teste Tukey (P<0,05). Para a taxa de transmissdo total, consideraram-se
0s percentuais das taxas de transmissdo de plantas assintomaticas e mortes em pré-emergéncia de

sementes/plantulas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as variaveis avaliadas como: morte de sementes/plantulas em pré-emergéncia e as taxas de
transmissd@o de sementes para plantas, sendo as sementes inoculadas com F. verticillioides, F. proliferatum e
F. subglutans, para obtencdo de diferentes potenciais de indculo, a analise de variancia revelou interagdo
significativa para cada espécie dos fungos (p<0,05).

Avaliag0es iniciais realizadas para checar a interferéncia do restritor hidrico no desempenho das
sementes na auséncia dos patégenos, mostraram que ndo houve efeito negativo do restritor em nenhum dos
periodos de contato das sementes com o substrato contendo apenas o restritor.

Pelas contagens diarias de estandes de plantas emergidas e ndo emergidas, realizadas até o final das
avaliagBes neste trabalho, Figura 2, observou-se que o percentual de mortes de sementes e plantulas em pré-
emergéncia foi crescente em relacdo aos aumentos de potenciais de indculo adotados, porém os efeitos mais
drasticos foram registrados no maior potencial de indculo P4 para todas as trés espécies de Fusarium. O
gradiente de aumento destes efeitos foi menos acentuado entre os dois potenciais de inéculo mais baixos.
Em relagdo aos efeitos de temperatura do ambiente de cultivo no comportamento das trés espécies de
Fusarium em estudo, os danos na fase inicial de desenvolvimento do milho foram em média mais acentuados
na temperatura de 26 °C. Chama atencdo o maior grau de agressividade das espécies F. verticillioides e F.

subglutinans em ambas as temperaturas de cultivo. De modo geral F. verticillioides foi a espécie mais
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prejudicial & germinacdo das sementes de milho neste estudo. Estes resultados confirmam informacgdes de
outros trabalhos nesta mesma linha de pesquisa (SIQUEIRA et al., 2014; 2016).

Pontualmente F. verticillioides provocou mortes de sementes de milho na fase pré-emergente em
niveis de 45% no potencial de indculo P3 a temperatura de 26 °C, chegando a 77 % e 95% em sementes com
potencial de P4, em cultivos a 20 e 26 °C, respectivamente (Figura 2A). J4 F. proliferatum, também, foi
detectado colonizando sementes ndo emergidas, porém em menores porcentagens, chegando ao maximo de
70%, no maior potencial, P4, em ambiente com temperatura de 26 °C (Figura 2B). Com comportamento
semelhante ao de F. verticillioides, mas com porcentagens mais baixas, F. subglutans infectou sementes e
plantulas cultivadas a 26 °C, chegando ao maximo de 68% de sementes com morte em pré-emergéncia com
o0 potencial de inéculo de P3, seguidos de 86% com potencial de P4, para a mesma temperatura (Figura 2C).
A menor taxa de morte em pré-emergéncia foi registrada em sementes inoculadas com F. proliferatum, com
o valor médio de 1% no menor potencial P1 a temperatura de 20 °C.

>
w

BCMLAPS355

o0CML704

100 - 100 +

Morte em pré-emergéncia (%)
Morte em pré-emergéncia (%)

20°C ‘ 26°C 20°C 26°C

O

BECML893

100 4
90 4
80 -
70 A
60 -
50 4
40 1
30 1
20 1
10 4

Morte em pré-emergéncia (%)

20°C ‘ 26°C ‘

Figura 2. Valores percentuais de morte de sementes/plantulas em pré-emergéncia, causada pelos fungos A-
F. verticillioides (CMLAPS355), B- F. proliferatum (CML704) e C- F. subglutinans (CML893)
nos potenciais de in6culo P1 (36 horas), P2 (72h), P3 (108h) e P4 (144h), em sementes de milho
com cultivos a temperaturas de 20 °C e 26 °C.

Nas plantas emergidas ao longo dos 30 dias de cultivo, foi possivel observar poucos casos de
transmissdo com infeccdo sintomatica, sendo estes sintomas apenas na forma de senescéncia ou

amarelecimento das folhas, com nenhuma ocorréncia de podriddes caracteristicas das espécies de Fusarium,
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entretanto estes dados nédo foram significativos. Provavelmente, isso esteja correlacionado com o fato de F.
verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans serem mais associados, em algumas regides, a doencas de
fim de ciclo da cultura, como lesdes concentradas nas espigas, ou podriddes de espigas (MACHADO et al.,
2014).

Inimeras plantas, principalmente originadas de sementes com baixos potenciais de indculo,
mantiveram-se assintomaticas até o final do cultivo, porém testaram positivas quanto a presenca dos fungos
em estudo. As taxas de transmissdo dos fungos nas plantas assintomaticas foram altas, levando-se em
consideracdo a presenca dos fungos em qualquer uma das partes seccionadas das plantas incubadas em meio
de cultura (Figura 3 e 4). As maiores porcentagens foram verificadas nos potenciais P1 e P2, isso devido ao
maior nimero de plantas que conseguiram emergir e se desenvolver nestes potenciais.

Plantas emergidas oriundas de sementes inoculadas com F. verticillioides, com potencial de inéculo
P1 e cultivadas a 20 °C, apresentaram taxas de transmissdo com infeccdo assintomatica de 77% (Figura 3A),
ja com plantas cultivadas a 26 °C, o percentual chegou a 71%. F. proliferatum demonstrou que, encontrando
condigdes favoraveis ao seu estabelecimento, permanece nas plantas sem necessariamente causar a morte em
pré-emergéncia, ou desenvolver sintomas. As taxas observadas para plantas com infec¢do assintomatica de
F. proliferatum com potencial P1 e P2, cultivadas a 20 °C, atingiram 81 e 87%, respectivamente, sendo em
plantas com P3 cultivadas a 26 °C, a taxa foi de 78% (Figura 3B). No entanto, Para sementes inoculadas com
F. subglutinans, a taxa maxima alcancada foi de 70%, sendo a espécie com as menores taxas maximas
observadas (Figura 3C).

Padrdo diferente destes resultados observados com as espécies de Fusarium ocorreu com trabalho
realizado com Sclerotinia sclerotiorum em plantas de girassol, onde ndo foi registrada a transmissdo do
agente patogénico as plantas assintomaticas. Isto foi demonstrado pelos procedimentos convencionais de
isolamento e confirmado pela incubacdo de fragmentos das plantas sobre meio semi-seletivo de agar e
bromofenol (Neon), que resultou na auséncia do fungo em qualquer uma das partes avaliadas das plantas de
girassol sem sintomas (ZANCAN et al., 2015).

No caso das espécies de Fusarium serem detectadas em plantas assintomaéticas originadas de
sementes inoculadas, presume-se que 0s patdgenos podem permanecer nos tecidos da planta, de forma
endofitica por grande parte do ciclo do hospedeiro. Na medida em que as plantas atingem a maturidade no
campo estas espécies de Fusarium encontram condigdes favoraveis para atingirem as partes reprodutivas
como as espigas e assim causando a formacgdo de gréos ardidos e podrid@es de espigas (NEERGAARD,
1979).
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Figura 3. Taxa de transmissdo de A- F. verticillioides (CMLAPS355), B- F. proliferatum (CML704) e C- F.
subglutinans (CML893) em plantas com infec¢do assintomética, originadas de sementes
inoculadas, com quatro potenciais de inéculo (P1-36 horas, P2-72h, P3-108h e P4-144h) e
cultivadas nas temperaturas de 20 °C e 26 °C.

Outro aspecto avaliado neste estudo foi a localizagdo dos patdgenos em partes das plantas com
infeccdo assintomatica (Figura 4 e 5). Sabe-se que as espécies de Fusarium se estabelecem em restos
culturais e solo (CASELA et al., 2006), portanto € esperada a presenca destes fungos na parte basal ou das
raizes das plantas, e isso foi confirmado, como também a presenca destes patdgenos na parte aérea das
plantas, mesmo que em menores proporcdes. F. verticillioides foi detectado na regido do colo das plantas
emergidas assintomaticas em uma incidéncia de 77% (potencial P1 em cultivo a 20 °C); para esta mesma
parte das plantas, a incidéncia de F. proliferatum foi de 87% (potencial P2 a 20 °C); e para F. subglutinans a
incidéncia maxima foi de 71% (potencial P1 a 26 °C). Em relacédo a avaliacdo da ultima insercéo de folhas, a
incidéncia maxima foi de 24% foi registrada para F. proliferatum, no potencial P2 a 26 °C, seguido de F.
verticillioides, com a incidéncia de 15% no potencial P1 a 26 °C e F. subglutinans com incidéncia de 8% no
potencial P2 a 20 °C. Segundo Sartori e colaboradores (2004) em trabalho com F. verticillioides em
sementes de milho, o fungo foi encontrado colonizando todas as partes de plantas originadas de sementes
naturalmente contaminadas, sendo a maior porcentagem de transmissdo de 46,1%, ocorrendo para 0

tegumento remanescente da semente, e ja para base de folhas, a ocorréncia foi de 14,6%.
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Figura 4. Fragmentos de plantas de milho assintomaticas apresentando colnias de F. verticillioides
(CMLAPS355) originadas de sementes inoculadas com quatro potenciais de inéculo (A-P1(36
horas), B-P2 (72h), C-P3 (108h) e D P4 (144h)) e cultivadas nas temperaturas de 20 °C e 26 °C.
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Figura 5. Incidéncia de A- F. verticillioides (CMLAPS355), B- F. proliferatum (CML704) e C- F.
subglutinans (CML893) em partes seccionadas de plantas assintomaticas (colo e ultima insercéo
de folhas- IF) oriundas de sementes inoculadas com os potenciais de in6culo P1 (36 horas), P2
(72h), P3 (108h) e P4 (144h) e cultivadas em duas temperaturas, de 20 °C e 26 °C.

As taxas de transmissdo real que leva em conta a presenca dos fungos em tecidos de plantas
emergidas e ndo emergidas a partir de inéculo associado as sementes pode ser considerada elevada para as
trés espécies de Fusarium estudadas neste trabalho, diferente do que ocorre com a maioria das espécies de
outros fungos fitopatogénicos ao milho e outras espécies vegetais (Figura 6). As taxas mais altas observadas
foram para plantas cultivadas a 26°C e no maior potencial de indculo, isso confirma o favorecimento das

condi¢des proporcionadas nesta temperatura ao desenvolvimento dos patégenos. F. verticillioides apresentou
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a maior taxa de transmisséo real ou total de semente para planta, média de 98%, seguido de F. proliferatum
com 95% e F. subglutans com 88%.
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Figura 6. Taxa de transmissdo total de A- F. verticillioides (CMLAPS355), B- F. proliferatum (CML704) e
C- F. subglutinans (CML893), observando-se os resultados de sementes/plantulas com morte em
pré-emergéncia e plantas assintomaticas. As sementes inoculadas com os potenciais de indculo:

P1 (36 horas), P2 (72h), P3 (108h) e P4 (144h) foram mantidas nas temperaturas de 20 °C e 26
°C.

Em comparagdo com outros patossistemas, de milho, j& alvos de estudos pela mesma metodologia
empregada neste trabalho, como nos casos de Stenocarpella maydis e S. macrospora, fica evidente que as
taxas de transmissdo total das sementes para plantas de milho sdo diretamente proporcionais e elevadas em
relacdo aos niveis de potencial de in6culo dos patdgenos iniciais nas sementes. Em compara¢do com as
espécies de Stenocarpella no milho a diferenga marcante das espécies de Fusarium estudadas neste trabalho é
gue nestas espécies a transmissdo dos patdgenos de sementes a plantas é mais pronunciada em plantas
emergidas assintomaticas, embora em potenciais de indculo mais elevados as diferencas destas taxas sdo bem
proximas (SIQUEIRA et al., 2014; 2016).
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5 CONCLUSOES

Todas espécies: F. verticillioides, F. subglutinans e F. proliferatum foram transmitidos de sementes a plantas

de milho, com taxas varidveis de acordo com a espécie, potencial de indculo e temperatura de cultivo;

As maiores taxas de transmissdo dos fungos foram observadas no maior potencial de in6culo, havendo uma
proporcionalidade direta entre os niveis destas taxas e 0s niveis de potencial de in6culo dos patégenos. Os

valores das taxas de transmissdo dos potenciais de inoculo mais baixos foram praticamente similares entre si.

As maiores taxas de transmissdo de todas as espécies de Fusarium foram registradas em cultivos na

temperatura 26°C;

F. verticillioides e F. subglutinans apresentaram as maiores taxas de transmissdo a partir das sementes de

milho infectadas neste estudo;

Um significativo nimero das plantas assintométicas de milho oriundas de sementes inoculadas pelas trés

espécies de Fusarium apresentaram-se infectadas na época de avaliacdo desta variavel.

Com base nos valores de taxas de transmissdo registradas em sementes e plantulas de milho mortas em pré-

emergéncia, F. verticillioides foi a espécie mais agressiva neste trabalho
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