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RESUMO

Espécies de Fusarium causam doencas importantes no milho como a podridao do
colmo e podriddo de espigas. Fungos do complexo de espécies Gibberella fujikuroi
(GFSC) estdo entre os agentes causais dessas doencas, como F. proliferatum, F.
subglutinans, F. temperatum e F. verticillioides. O presente estudo objetivou
caracterizar a diversidade de isolados de Fusarium de diversas regides produtoras de
milho do Brasil. Para tal, foram utilizados marcadores morfolégicos e sequéncias de
fragmento do gene que codifica o fator de elongacdo 1-alfa (tefl). Foram utilizados 50
isolados obtidos de grdos de milho de diversas regides produtoras do Brasil. Na
caracterizacdo morfologica os isolados apresentaram grande variagdo quanto a
coloracdo das coldnias e crescimento micelial. A cor das col6nias variou do salméo ao
violeta e o didmetro medio das colbnias aos trés dias variou de 2,83 cm a 4,07 cm. A
maioria dos isolados apresentou cadeias longas de conidios e monofiélides. Poucos
isolados apresentaram cadeias curtas, falsas cabecas e polifialides. Nenhum isolado
formou clamiddsporo. Pela caracterizacdo morfoldgica os isolados foram identificados
como F. proliferatum (4 isolados) e F. verticillioides (46 isolados). Na caracterizacdo
molecular foi gerada uma arvore filogenética de neighbor-joining a partir de fragmentos
sequenciados do gene tefl. Dos 50 isolados analisados, 47 agruparam com isolados de
referéncia de F. verticillioides, formando um grupo irmdo a F. musae. Dois isolados
agruparam préximo a F. fujikuroi e um isolado préximo a F. proliferatum. Foram
identificados 10 haplotipos dentre os isolados de F. verticillioides do Brasil, com seis
haplo6tipos sendo novos para a espécie. Nao foi possivel agrupar os caracteres culturais e
morfolégicos com os sub-grupos filogenéticos e haplotipos. Também ndo houve
agrupamento filogenético refletindo localizagcdo geogréfica dos isolados. Os dados
apresentados neste estudo mostram que F. verticillioides é a especie dominante e esta
amplamente distribuida nas regides produtoras de milho do Brasil, com alta diversidade

genética na populacao.
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ABSTRACT

Fusarium species cause important diseases on maize such as stalk-rot and ear-rot. Fungi
in the Gibberella fujikuroi species complex (GFSC) are among the causal agents of
these diseases, such as F. proliferatum, F. subglutinans, F. temperatum and F.
verticillioides. The present study aimed to characterize the diversity of Fusarium
isolates from different maize growing areas in Brazil. Morphological characters and
sequences of fragments of the gene that encodes the translation elongation factor (tefl)
were used to characterize the isolates. Fifty isolates obtained from maize kernels in
different growing areas in Brazil were used. In the morphological characterization the
isolates showed variation regarding the colony color and mycelial growth. The colony
color varied from salmon to violet and the average diameter of the colonies at three days
varied from 2.83 cm to 4.07 cm. The majority of isolates showed long chains of conidia
and monophialides. A few isolates showed short chains, false heads and polyphialides.
None of the isolates formed chlamydospore. Considering the morphological
characterization the isolates were identified as F. proliferatum (4 isolates) and F.
verticillioides (46 isolates). In the molecular characterization a neighbor-joining
phylogenetic tree was generated from the sequenced fragments of the tefl gene. From
50 isolates analyzed, 47 grouped together with reference isolates of F. verticillioides
forming a sister group to F. musae. Two isolates grouped close to F. fujikuroi and one
isolate grouped close to F. proliferatum. Ten haplotypes were identified within the F.
verticillioides isolates from Brazil, with six haplotypes being new to the species. The
cultural and morphological characters could not be grouped according with the
phylogenetic sub-groups and haplotypes. The phylogenetic groups also did not reflect
the geographical localization of isolates. The data collected in this study show that F.
verticillioides is the dominant species and is widely distributed in the maize growing

regions of Brazil, with high genetic diversity in the population.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma graminea da familia Poaceae, originaria da América
Central, sendo cultivada em praticamente todas as regiées do mundo, nos hemisférios
norte e sul, em climas umidos e regides secas. Em funcéo de seu potencial produtivo,
composicao quimica e valor nutritivo, o milho se constitui em um dos mais importantes
cereais cultivados e consumidos no mundo. Apresentando um papel importante na
economia mundial, devido a sua multiplicidade de aplicacdes, quer na alimentagdo
humana quer na alimentacdo animal, assume relevante papel socioecondmico, além de
constituir-se em indispensavel matéria-prima para inimeros complexos agroindustriais
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2004).

Os Estados Unidos sd@o o maior produtor mundial de milho, seguido da China e do
Brasil, com a participacdo média mundial de 37, 22 e 8% respectivamente (USDA,
2012). Segundo projecdes da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2013),
a primeira safra de milho no Brasil em 2013 foi de aproximadamente 35 milhdes de
toneladas e a segunda safra sera cerca de 42 milhdes de toneladas, representando
crescimento de 2,9 e 13,1%, respectivamente, em relacdo as safras do ano anterior. O
maior produtor de milho brasileiro é estado do Parand com uma producdo anual de
aproximadamente 18 milhdes de toneladas.

De acordo com Fancelli (2000), o rendimento do milho pode ser influenciado pela
densidade de plantio, disponibilidade hidrica, fertilidade do solo, potencial produtivo do
hibrido, manejo de plantas daninhas, além de pragas e doencas. Diante disso, ressalta-se
que as doencas da cultura, provocadas por fitopatdgenos representam um potencial de
perdas de produtividade que varia de 8 a 13% (OERKE, 2006). Dentre as doengas que
atacam a cultura do milho no Brasil, merecem destaque a mancha branca, a
cercosporiose, a ferrugem polisora, a ferrugem tropical, os enfezamentos vermelho e
palido, as podriddes do colmo e os graos ardidos (EMBRAPA, 2009).

Segundo a EMBRAPA (2009) as podriddes de colmo destacam-se, no mundo,
entre as mais importantes doencas que atacam a cultura do milho por causarem reducéo
de producédo e de qualidade de grdos e forragens. Esta doenca é causada por diferentes

combinacBes de diversas espécies de fungos e bactérias. Os fungos mais encontrados
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associados a doenca sdo: Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wilson,
Stenocarpella maydis (Berk.) B. Sutton, Stenocarpella macrospora (Earle) B. Sutton,
Fusarium graminearum Schwabe e Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg
(PEREIRA, 1997; REIS et al., 2004).

Os principais sintomas encontrados em plantas infectadas por Fusarium séo: os
tecidos dos entrends inferiores geralmente adquirem coloragdo avermelhada que
progride de forma uniforme e continua da base em direcdo a parte superior da planta.
Embora a infeccdo do colmo possa ocorrer antes da polinizagdo, os sintomas sé se
tornam visiveis logo ap6s a polinizacdo e aumentam em severidade a medida que as
plantas entram em senescéncia. A infecgdo pode se iniciar pelas raizes e é favorecida

por ferimentos causados por nematdides ou pragas subterraneas (CASELA et al., 2006).

Os agentes causais de podriddes de espiga e consequentemente dos gréos ardidos
mais comumente encontrados em milho sdo espécies dos géneros Aspergillus,
Cephalosporium, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, e Stenocarpella (PINTO,
2001). Os gréos afetados por Fusarium apresentam coloragdo que varia de rosada, rosa-
salméo a avermelhada ou marrom escura e em estados avancados de podrid&do, pode-se
notar um crescimento cotonoso de cor branco-rosada, rosa-salmédo ou arroxeada sobre
0s grdos. Graos infectados tardiamente podem exibir estrias brancas no pericarpo. Mas
frequentemente o fungo encontra-se no interior dos grdos, ndo apresentando sintomas
caracteristicos (FANTIM; DUARTE, 2009).

O género Fusarium Link é classificado cientificamente no Dominio Eukarya,
Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia
Nectriaceae. Segundo dados do Index Fungorum (2013) este fungo é composto por
aproximadamente 1500 nomes de taxons dentre as categorias de espécies, subespécies,
variedades e formae speciales, compreendendo assim, um grande numero de espécies
fangicas que podem ser fitopatogénicas, causando doengas em varias culturas
agronomicamente importantes, podendo ser também prejudicial para humanos e animais
devido a producéo de micotoxinas (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Dentre as espécies do género Fusarium, mais precisamente do complexo

Gibberella fujikuroi, a que é associada com maior frequéncia a doengas no milho é F.
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verticillioides (sinbnimo, Fusarium moniliforme J. Sheld.; teleomorfo, Gibberella

moniliformis Wineland), agente causal da podriddo do colmo e da espiga.

Além do milho, F. verticillioides pode causar doencas em Varias outras culturas,
tais como, milheto e gramas nativas da América do Norte (LESLIE et al., 2004),
bananas, beterraba acucareira, aveia, algoddo e em varias forrageiras (BACON;
NELSON, 1994), cana de agUcar, arroz e aspargo (STEPHENS et al., 1989). A alta
frequéncia de ocorréncia desta espécie ¢ atribuida ao fato da mesma ser de um patégeno
polifago e cosmopolita, com ampla capacidade de adaptacdo em diversos ambientes
ocorrendo tanto nas zonas temperadas Umidas e sub-Umidas como nas tropicais e
subtropicais (BURGESS et al., 1994)

Fusarium verticillioides € equivalente a F. moniliforme (Gibberella fujikuroi
mating population A) e estd incluida dentro da secdo Liseola, e é caracterizada
morfologicamente pela presenca de microconidios em longas cadeias produzidas a
partir de monofialides e auséncia de clamiddsporos. Os microconidios sdo unicelulares,
clavados com base redonda ou truncada e os macroconidios séo delgados e septados (3-
7 septos), retos ou ligeiramente curvos, fusiformes com célula apical alongada
frequentemente curvada e célula basal pediculada (célula pé). A secdo Liseola
atualmente corresponde aproximadamente a um grupo monofilético denominado de
complexo G. fujikuroi (GFSC) (O’DONNELL et al.,, 1998; 2000; LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

O ciclo de vida de F. verticillioides em milho se inicia com a permanéncia em
residuos contaminados na pos-colheita. Os micélios desenvolvidos podem infectar as
sementes no solo, desencadeando infeccdo sistémica. Entretanto, a via de contaminagdo
mais efetiva consiste na disseminacdo de macro e microconidios atraves do ar e
goticulas de chuva, que possibilita entrada de conidios pelos tecidos ou estigmas florais,
atingindo diretamente 0 grdo (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997a). Pode ocorrer
também outro tipo de infeccdo sistémica, que se inicia a partir de conidios ou miceélio
que sdo transportados no interior, ou sobre a superficie da semente. O fungo se
desenvolve dentro da planta jovem, movendo-se das raizes para o caule, e finalmente,
para a espiga e graos (MUNKVOLD et al., 1997b).
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A espécie F. verticillioides produz vérias toxinas, tais como, fumonisinas, &cido
fusarico e fusarina C que possuem alto potencial de toxicidade para seres humanos e
animais, uma vez que estas toxinas podem ser detectadas em grdos de milho,
sintomaticos e assintomaticos. Dentre as toxinas produzidas por esse fungo a que mais
se destaca é a fumonisina (NELSON et al., 1993; DESJARDINS et al., 1995; LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

A ingestdo de milho e derivados contaminados com fumonisinas é preocupante
devido a sua associacdo com doencas no homem e em animais. As fumonisinas causam
leucoencefalomaléacia em equinos (ELEM), edema pulmonar em suinos e redugdo no
desenvolvimento e imunossupressdo em aves. Em ratos, foi comprovada a agéo
hepatotdxica e hepatocarcinogénica (GELDERBLOM et al., 1991). Em seres humanos,
estudos epidemioldgicos indicam a provavel associacdo com cancer esofagico e cancer
hepatico primario (UENO et al., 1997).

A correta identificacdo de espécies do género Fusarium envolve basicamente a
aplicacdo de trés conceitos: (i) o de espécie morfoldgica, baseada na similaridade dos
caracteres morfolégicos observaveis, denominados de marcadores morfoldgicos; (ii) o
de espécie bioldgica, baseado na compatibilidade sexual entre membros da mesma
espécie; (iii) e o de espécie filogenética, baseado na analise de sequéncias génicas
(O’DONNELL et al., 2000; TAYLOR et al., 2000; LESLIE et al., 2001; SUMMERELL
et al., 2003).

Na caracterizacdo e identificacdo de espécies de Fusarium ainda é importante o
emprego de técnicas microscopicas tradicionais, baseadas na observacdo da morfologia
de estruturas reprodutivas, e caracteristicas fisiolégicas (NELSON et al., 1983; LESLIE;
SUMMERELL, 2006). No entanto, apenas as caracteristicas morfoldgicas ndo sdo
suficientes para identificar as espécies que ocorrem no milho, podendo levar a
identificagdo errénea quando utilizada como Unico critério, por isso, se torna necessario
a utilizagdo de métodos moleculares (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Nos Gltimos anos, diversos protocolos que empregam a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tém sido desenvolvidos para a identificacdo de espécies desse género

(NIESSEN, 2008). Assim, existem protocolos baseados em PCR que utilizam “primers”
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ou oligonucleotideos iniciadores especificos para a identificacdo da espécie F.
verticillioides (MULE et al., 2004). A identificacdo também pode ser feita
indiretamente, através da amplificacdo e o sequenciamento de fragmentos de genes
conservados, como 0 gene que codifica o fator de elongacdo 1-alfa (tefl), e sua
comparagdo com sequéncias de espécies conhecidas depositadas em bancos de dados
(GEISER et al., 2004).

Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar a diversidade de
isolados de Fusarium de diversas regides produtoras de milho do Brasil. Para tal, foram
utilizados marcadores morfoldgicos e sequéncias de fragmento do gene que codifica o
fator de elongagéo 1-alfa.

MATERIAL E METODOS
Obtencéao de isolados de Fusarium de regides produtoras de milho do Brasil

Foram utilizados 50 isolados de Fusarium (Tabela 1), obtidos a partir de gréos de
milho provenientes de varias regides produtoras de milho do Brasil. Trinta e trés
isolados foram recuperados da Coleg¢ao de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Profa.
Maria Menezes” - CMM, Setor de Fitossanidade, Departamento de Agronomia,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE. Os 17 isolados restantes foram
coletados por Dauri J. Tessmann, Universidade Estadual de Maringd, Maringd, PR. Os
isolados utilizados no presente estudo séo provenientes dos Estados de Alagoas, Bahia,
Ceard, Goiads, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parand, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte e Santa Catarina. Todos os isolados utilizados nesse estudo
ja estavam sob a condicéo de cultura monospdrica (Tabela 1). Os isolados utilizados,
ndo foram escolhidos ao acaso, os mesmos foram utilizados anteriormente em trabalhos
realizados por Melo (2011), no qual foram utilizados “primers” especificos para a
identificacdo dos isolados do Nordeste, dessa maneira foi utilizado no presente estudo
apenas os isolados ndo puderam ser identificados por PCR. Da mesma forma Gomes
(2013), realizou diversos cruzamentos com isolados obtidos de diversas regides
produtoras de milho do Brasil, sendo utilizados no presente estudo apenas aqueles que

nao foram férteis.



Tabela 1. Isolados de Fusarium obtidos de grdos de milho no Brasil.

Identificacdo* Municipio Estado
CMM 3317 Caetés Pernambuco
CMM 3323 Ché&-Grande Pernambuco
CMM 3332 Caetes Pernambuco
CMM 3353 Ché-Grande Pernambuco
CMM 3384 Luis Eduardo Magalhaes Bahia
CMM 3386 Luis Eduardo Magalhaes Bahia
CMM 3403 Pentecostes Ceara
CMM 3410 Juazeiro Bahia
CMM 3415 Juazeiro Bahia
CMM 3423 Joédo Dourado Bahia
CMM 3424 Joédo Dourado Bahia
CMM 3426 Joé&o Dourado Bahia
CMM 3428 Luis Eduardo Magalhées Bahia
CMM 3436 Canhotinho Pernambuco
CMM 3459 Fortaleza Ceara
CMM 3460 Fortaleza Ceara
CMM 3462 Sao Luiz Maranh&o
CMM 3475 Picos Piaui
CMM 3491 Luis Eduardo Magalhaes Bahia
CMM 3512 Jodo Dourado Bahia
CMM 3513 Luis Eduardo Magalhaes Bahia
CMM 3517 Sao Luiz Maranh&o
CMM 3521 Barra de Corda Maranh&o
CMM 3525 Sdo Luiz Maranh&o
CMM 3531 Sao Luiz Maranh&o
CMM 3537 Luis Eduardo Magalhaes’ Bahia
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CMM 3545
CMM 3548
CMM 3577
CMM 3589
CMM 3590
CMM 3601
CMM 3604
FVS 23
FVS 40
FVS 78
FVS 86
FVS 98
FVT 110
FVT 117
FVT 122
FVT 127
FVT 129
FVT 132
FVT 141
FVT 142
FVT 148
FVT 169
FVT 181

FVT 194

Juazeiro
Coldnia Leopoldina
Mossoro
Mossoro
Mossoro
Francisco Santos

Mossoré

Bahia
Alagoas
Rio Grande do Norte
Rio Grande do Norte
Rio Grande do Norte
Piaui
Rio Grande do Norte
Parana
Parana
Parana
Santa Catarina
Santa Catarina
Mato Grosso do Sul
Mato Groso
Mato Groso
Mato Grosso do Sul
Mato Grosso do Sul
Mato Grosso do Sul
Mato Grosso
Goiés
Goiés
Goiés
Goiés

Goias

* CMM — Colegao de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Profa. Maria Menezes”, UFRPE,
Recife, PE. FVS e FVT — Isolados coletados por Dauri J. Tessmann, UEM, Maringé, PR.
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Caracterizacdo morfolégica

A caracterizagdo morfologica foi realizada utilizando-se uma adaptacdo do
protocolo de Leslie e Summerell (2006), como descrito a seguir. Os isolados foram
inoculados nos meios BDA (batata, dextrose e agar) e SNA (Agar pobre em nutrientes).

Para a avaliacdo da taxa de crescimento micelial, um disco de micélio foi
transferido para o centro de uma placa de Petri medindo 6,0 cm de diametro contendo
BDA, seguido de incubacdo a 25°C no escuro, por trés dias. Ap6s esse periodo foram
realizadas medigdes do diametro ortogonal das culturas crescidas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticbes, sendo a parcela
experimental os proprios isolados. Os dados foram submetidos ao teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de significancia utilizando o programa estatistico SISVAR.

Para a avaliacdo da pigmentagdo da col6nia, um disco de micélio foi transferido
para o centro de uma placa de Petri contendo BDA, seguido de incubacgdo a 20°C com
fotoperiodo de 12 h de luz branca mais luz negra e 12 h no escuro, por 10 al4 dias.

As avaliacOes das caracteristicas micromorfoldgicas foram realizadas em placas
de Petri contendo meio SNA com fragmentos secos e esterilizados de folhas de cravo
(Dianthus caryophyllus L.), sendo as placas acondicionadas em camara de crescimento
do tipo BOD sob a temperatura de 20°C, com fotoperiodo de 12 horas sob luz branca
fluorescente mais luz negra e 12 horas no escuro por cerca de 10 a 14 dias. As
caracteristicas observadas foram: presenca ou ndo e cor de esporodoquios; frequéncia,
tamanho, formato e origem de microconidios e macroconidios; tipos de fialides,
presenca ou ndo de clamidosporos, presenga ou ndo de microconidios em falsas

cabecas.

Caracterizagdo molecular

Extracdo de DNA gendmico

Isolados de Fusarium foram transferidos para tubos de ensaio contendo BDA,
seguido de incubagéo a temperatura ambiente (25° C) por um periodo de sete dias. Logo
apos esse periodo foi preparada a suspensédo de esporos de cada isolado, adicionando-se
cerca de 5 mL de agua destilada e esterilizada aos tubos de ensaio e agitando-se

manualmente por cerca de 30 segundos. Em seguida, essa suspensdo foi transferida para
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frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do meio liquido BD (Batata-
Dextrose), permanecendo por dois dias, em temperatura ambiente (25°C a 28°C), com
agitacdo manual uma vez ao dia para um crescimento uniforme da massa micelial. Apés
o0 periodo de incubacdo, a massa micelial formada foi filtrada em papel de filtro estéril,
lavada trés vezes em &gua destilada e esterilizada, identificada e armazenada a -20 °C.

A biomassa obtida nesse processo foi congelada em nitrogénio liquido e macerada
em cadinho, com pistilo até a formacdo de um pé fino. Em seguida foi adicionado 1mL
de tampdo em cada amostra e o produto foi adicionado ao tubo de microcentrifuga. A
extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo baseado em CTAB (brometo
de hexadeciltrimetilamonia) (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

A integridade do DNA nas amostras foi verificada em gel de agarose a 1%,
corado com Syber Safe, Invitrogen, a 13 pL . 100 mL™, sendo utilizado em cada poco 5
pL de DNA, 2 pL de tampao de amostra (Blue Juice, Invitrogen) e 4 uL de agua
ultrapura e esterilizada. Completada a corrida, o gel foi colocado em um
transiluminador UV e as imagens do DNA genémico foram capturadas com o sistema
Gel Logic 112 (Kodak). Foi verificada a integridade das amostras de DNA por
comparagao de altura e intensidade da banda com marcador 1Kb ladder (Invitrogen).

Amplificacdo e sequenciamento de fragmento do gene tefl dos isolados de
Fusarium

Para a amplificacdo e sequenciamento de fragmentos do gene tefl dos isolados de
Fusarium do milho, foram utilizados os “primers” Ef-1 (forward; 5’-
ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3%) e Ef-2 (reverse; 5’-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3") (O’DONNELL et al., 1998). Os “primers”
amplificam fragmentos de 600-630 pb do gene tefl. Para a amplificacdo, as condic¢des
de PCR foram de 1 ciclo inicial de 1 minuto a 94°C (desnaturagéo inicial), seguido de
34 ciclos de 30 segundos de 94°C (desnaturacgdo), 45 segundos a 62°C (anelamento), 60
segundos a 72°C (extensdo) e um ciclo final de 5 minutos a 72°C (extensdo final). O
volume total das reagdes de amplificagdo foi de 50 uL, contendo DNA genémico (~
20ng. pL™), 10X PCR buffer, 50 mM MgCl,, 28 mM dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 10 mM de cada ‘primer’. As reagdes
de PCR foram conduzidas em termociclador do modelo MasterCycler, Eppendorf.
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Para a visualizacdo em gel de agarose 1%, corado com Syber Safe (Invitrogen) a
13 pL . 100 mL?, foram retirados 2 pL de cada reacéo e misturado com 1 pL de tamp&o
de carregamento (10X Blue Juice). Para verificar o tamanho e a intensidade das bandas
foi utilizado o marcador molecular 1Kb ladder (Invitrogen). Completada a corrida, o gel
foi colocado em um transiluminador UV e as imagens da amplificacdo foram capturadas
com o sistema Gel Logic 112 (Kodak) Os produtos amplificados por PCR foram
enviados para purificacdo e sequenciamento nas direcBes sentido e anti-sentido
utilizando os “primers” descritos anteriormente, pela empresa Macrogen, sediada na

Coréia do Sul.

Analise filogenética

Os eletroferogramas gerados pelo sequenciamento de fragmento de tefl dos
isolados de Fusarium, foram analisados visualmente utilizando o programa BioEdit
(HALL, 1999), e as sequéncias obtidas foram comparadas na base de dados do National
Center for Biotechnology Information - NCBI (<http://www.ncbi.nim.nih.gov/>),
utilizando o programa BLAST. Os alinhamentos multiplos das sequéncias das espécies
do complexo Gibberella fujikuroi (O’ DONNELL et al., 1998; 2000), e dos isolados de
Fusarium do milho foram corrigidos manualmente utilizando o programa BioEdit. As
analises filogenéticas foram realizadas no programa PAUP (Phylogenetic Analysis
Using Parsimony) versdao 4.0b10 (SWOFFORD, 2000). Na andlise filogenética foi
utilizado o critério de neighbor-joining. As andlises de bootstrap foram baseadas em
1000 repeticdes e como outgroup foram utilizadas as espécies Fusarium oxysporum

Schltdl. e Fusarium inflexum R. Schneid.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo morfoldgica

Os isolados analisados neste trabalho apresentaram diferentes caracteristicas em
relacdo a coloracdo, crescimento micelial, tamanho e formato de microconidios e
macroconidios, tipos de fialides e cadeias de conidios (Tabela 2). De maneira geral a
coloracdo apresentada pelos fungos foram caracteristicas de isolados de Fusarium,
variando do salmdo ao violeta (Figura 1). Segundo Summerell et al., (2003) a
pigmentacdo das culturas deve ser analisada com cuidado, pois, apesar de ser uniforme
em algumas espécies, pode variar bastante em outras.

Com relacdo a média do didmetro das col6nias, houve diferenca significativa entre
os isolados (Tabela 2), sendo o isolado CMM 3410 o que obteve a maior taxa de
crescimento micelial com 4,07 cm. Em contraposicdo o isolado CMM 3590 obteve a
menor taxa de crescimento, apenas 2,83 cm. Ndo foi possivel verificar se algum fator
influenciou na taxa de crescimento dos isolados. De acordo com Leslie e Sumerell
(2006) a taxa de crescimento micelial pode variar muito entre as espécies de Fusarium,
pois existem espécies que podem crescer mais rapido ou mais lento do que outras e tais
diferencas observadas nem sempre podem ser esclarecidas.

Todos os isolados produziram microconidios unicelulares, com formato variando
de ovais a clavados e dispostos em falsas-cabecas (Figura 2A). A maioria dos fungos,
cerca de 94% produziram os microconidios sobre monofialides e em longas cadeias
(Figura 2B). Apenas 6% produziram microconidios em cadeias curtas e em polifialides
(Figura 2C). Nenhum dos isolados apresentou clamiddsporos. A auséncia de
clamidosporos é uma caracteristica marcante de F. verticillioides e outras espécies do
complexo G. fujikuroi (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Indicando assim, que oS
isolados estudados podem pertencer a esse complexo de espécies, visto que tais
caracteristicas estdo presentes nos mesmos.

Dentre os isolados analisados, apenas oito apresentaram esporodoquios de
coloracgéo alaranjada (Figura 2D) e seus macroconidios possuiam formato falcado com 3
a 5 septos. De acordo com Leslie e Summerell, (2006), a auséncia da formacgédo de
esporoddquios € uma caracteristica de espécies que estdo dentro do complexo G.

fujikuroi, justificando assim a auséncia de esporoddquios da maioria dos isolados.
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Tabela 2. Caracteristicas morfologicas dos isolados de Fusarium do milho no Brasil.

Diametro
Isolados* Coloragéo mAéo_Iio da F_ormato_ d_e Ti.F,)O.S de Cadeiag de
coléniaaos3  Microconidios Fialides Conidios
dias (cm)**

CMM 3410 Salmao 407 a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3423 Salmao 403a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3545 Violeta 3,98 a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3517 Salméo 3,97 a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3426 Salméo 3,92a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3460 Violeta 3,90a Oval-Clavado  Monofialides Longas
FVS 86 Violeta 3,88a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3317 Salmao 3,83a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3513 Violeta 3,83a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3475 Violeta 3,83a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3462 Salmao 3,80a Oval-Clavado  Monofialides Longas
FVT 142 Violeta 3,78a Oval-Clavado  Monofialides Longas
FVT 132 Salmao 3,77 a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3577 Salméo 3,77a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3332 Salméo 3,75a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3601 Salméao 3,75a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3436 Violeta 3,72a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3428 Salméao 3,72a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3548 Violeta 3,68a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3386 Salméo 3,68 a Oval-Clavado  Monofialides Longas
FVS 98 Violeta 3,68 a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3459 Violeta 3,67 a Oval-Clavado  Monofialides Longas
FVT 194 Violeta 3,65a Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3589 Violeta 3,62b Oval-Clavado  Monofialides Longas
CMM 3415 Salmao 3,62b Oval-Clavado  Monofialides Longas
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FVT 148
CMM 3512
CMM 3537
CMM 3424
CMM 3491

FVT 129
CMM 3604

FVT 117

FVS 78
CMM 3531

FVT 169

FVS 40

FVT 141

FVT 181
CMM 3384
CMM 3521
CMM 3525

FVT 110
CMM 3353

FVT 122
CMM 3323
CMM 3403

FVS 23

FVT 127

CMM 3590

Salméo
Salméo
Salméo
Salméo
Salméo
Salméo
Violeta
Violeta
Violeta
Salméo
Violeta
Violeta
Violeta
Violeta
Salméo
Salméo
Salméo
Salméo
Violeta
Violeta
Salméo
Salméo
Salméo
Violeta

Salmao

3,60 b
3,58 b
3,58 b
3,57Db
3,550
355D
3,53Db
3,53 b
3,52Db
3,52 Db
348D
3,48 Db
345D
345D
3,40 b
340D
337b
332¢
3,32¢
3,28 ¢
3,25¢
3,25¢
3,13 ¢
3,12¢c

2,83d

Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado
Oval-Clavado

Oval-Clavado

Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Polifialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Polifialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Monofialides
Polifialides
Monofialides

Monofialides

Longas
Longas
Longas
Longas
Longas
Longas
Longas
Longas
Longas
Longas
Longas
Curtas
Longas
Longas
Longas
Curtas
Longas
Longas
Longas
Longas
Longas
Longas
Curtas
Longas

Longas

* CMM - Colegéo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Profa. Maria Menezes”, UFRPE,
Recife, PE. FVS e FVT — Isolados coletados por Dauri J. Tessmann, UEM, Maringé, PR.

**Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott (P > 0,05).
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Figura 1. Coloracdo de Fusarium spp realizada em BDA. A e B - coloragéo salméo; C e D -
coloracdo violeta; E - contraste de cores.

Figura 2. Micromorfologia de Fusarium spp. A — Microconidios; B — Monofialides; C -

Polifidlides; D — Esporodéquios
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Dessa forma, tomando como base a chave dicotdmica de Nirenberg e O’Donnell
(1998) € possivel identificar a maior parte dos isolados como, F. verticillioides, visto
que as principais caracteristicas observadas sdo correspondentes as da espécie. Os
demais isolados que apresentaram cadeias curtas e polifidlides foram identificados
como Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg. As
principais caracteristicas para a identificacdo de espécies dentro do complexo G.
fujikuroi, no caso especifico das espécies associadas ao milho, sdo a auséncia de
clamiddsporos, a disposicdo dos microconidios em falsas cabecas ou cadeias curtas ou
longas e o tipo de célula conidiogénica que pode ser monofialidica ou polifialidica
(NIRENBERG; O’DONNELL, 1998). Sreenivasa et al. (2006) relatam que a
caracterizacdo morfoldgica entre as espécies F. verticillioies (sin. F. moniliforme) e F.
proliferatum devem ser realizadas com muita atencéo, visto que as duas espécies sao
muito semelhantes e podem ser facilmente confundidas, sendo a principal diferenca
entre elas a formacdo de monofialides em fungos da espécie F. verticillioides e de mono
e polifialides em F. proliferatum.

Diante disso, foi possivel constatar que dos 50 isolados analisados com
marcadores morfoldgicos, 47 foram identificados como F. verticillioides, evidenciando
assim uma alta frequéncia desse patdgeno associado as sementes de milho. Resultados
semelhantes foram encontrados por Rahjoo et al. (2008), que analisaram
morfologicamente 191 isolados de Fusarium e a maioria foram identificados como
sendo F. verticillioides. Os autores afirmam que a identificacdo de fungos do género
Fusarium que pertencem ao complexo G. fujikuroi, através de caracteres morfolégicos,
é dificil até para os especialistas.

A predominancia de isolados de F. verticillioides em sementes de milho também
foi relatada por Querales (2010), em estudos realizados com grdos de milho
provenientes dos estados da Bahia, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, S&o
Pauloe Rio Grande do Sul, o qual determinou, através da andlise de caracteres
morfoldgicos, que de um total de 100 isolados avaliados, 77 foram identificados como
F. verticillioides, 22 foram F. proliferatum, 2 foram Fusarium subglutinans (Wollenw.
& Reinking) P.E. Nelson, Toussoun & Marasas e 1 foi Fusarium sp., evidenciando
assim maior ocorréncia de F. verticillioides associado a doengas no milho. Bacon e

Hinton (1996), relatam que a alta ocorréncia de F. verticillioides provavelmente esta
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atrelada, ao fato do mesmo apresentar ampla distribuicdo mundial e estar associado a
diversas doencas no milho, causando podriddo do colmo e da espiga, bem como

colonizacao assintomatica.

Caracterizagao molecular

Fragmentos de aproximadamente 640 pb do gene que codifica o fator de
elongacdo 1-a (tefl) foram amplificados (Figura 3) e sequenciados para 50 isolados de
Fusarium obtidos de grdos de milho em diferentes areas de cultivo no Brasil. As
sequéncias de tefl dos isolados obtidos no presente estudo foram alinhadas com
sequéncias de referéncia de espécies de Fusarium do complexo Gibberella fujikuroi
(GFSC) (O’ DONNELL et al., 1998; 2000; LIMA et al., 2012). Algumas espécies desse
complexo sdo frequentemente associadas ao milho, como F. subglutinans, F.

proliferatum e F. verticillioides. Foram também incluidas sequéncias de referéncia de

haplotipos de F. verticillioides e Fusarium musae Van Hove, Waalwijk, Munaut,
Logrieco & Ant. Moretti (VAN HOVE et al., 2011).

1)
SR E\' -

i N, Wu:"l \ "'7.'._\'. ‘-\” TeAY A8 .
Figura 3. Amplificacdo de fragmentos de 640 pb do gene tefl.
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Figura 4. Arvore filogenética de “neighbor-joining” do gene tefl dos isolados de Fusarium do
milho do Brasil. Numeros acima dos internodios representam os valores de “bootstrap” para
1000 repeticdes.
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A érvore filogenética de neighbor-joining agrupou 47 dos 50 isolados obtidos no
presente estudo juntamente com os nove isolados de referéncia de F. verticillioides
(Figura 4). O grupo teve suporte de 92% na analise de bootstrap, formando um grupo
irmdo ao grupo formado pelos isolados de F. musae (99% de suporte), espécie mais
proxima a F. verticillioides (VAN HOVE et al., 2011). O agrupamento do restante das
especies foi semelhante ao observado em estudos anteriores sobre o GFSC
(O’DONNELL et al., 1998; 2000).

Considerando-se o gene tefl para a defini¢do de haplotipos, os isolados do Brasil
identificados como F. verticillioides foram divididos em 10 hapl6tipos. Apenas isolados
com sequéncias idénticas de tefl foram considerados como pertencentes a0 mesmo
haplotipo. A distribuicdo dos haplotipos dos isolados do Brasil foi a seguinte: o
haplo6tipo 1 reuniu os isolados FVT 132, CMM 3323, CMM 3548, FVT 148, CMM
3525, CMM 3403, CMM 3513, CMM 3462, FVT 127, CMM 3410, FVT 142, CMM
3353, FVT 129, CMM 3423, CMM 3415, CMM 3384, CMM 3428, CMM 3332, FVT
122, CMM 3491, FVS 86, CMM 3601, CMM 3436, CMM 3545, FVT 141, CMM 3512
e CMM 3317; o hapl6tipo 2 reuniu os isolados FVT 194, CMM 3517 e CMM 3531; o
hapl6tipo 3 reuniu os isolados FVT 169 e FVT 181; o haplétipo 4 apresentou apenas o
isolado FVT 117; o hapl6tipo 5 reuniu os isolados CMM 3459, CMM 3577, CMM 3424
e CMM 3590; o haplétipo 6 apresentou apenas o isolado CMM 3604; o haplotipo 7
reuniu os isolados FVT 110, CMM 3426 e CMM 3537; o0 haplétipo 8 apresentou apenas
o0 isolado CMM 3386; o haplétipo 9 reuniu os isolados FVS 98 e FVS 78; o haplotipo
10 reuniu os isolados CMM 3589, CMM 3475 e CMM 3460.

Na comparacdo dos haplétipos de tefl do presente estudo com os de van Hove et
al. (2011), o isolado CMM 3386 foi idéntico ao isolado representante do haplétipo 7; os
isolados CMM 3589, CMM 3460 e CMM 3475 foram idénticos aos isolados
representantes dos haplotipos 1 e 2; os isolados CMM 3459, CMM 3577, CMM 3424 e
CMM 3590 foram idénticos ao isolado representante do haplétipo 8; os isolados FVT
132, CMM 3323, CMM 3548, FVT 148, CMM 3525, CMM 3403, CMM 3513, CMM
3462, FVT 127, CMM 3410, FVT 142, CMM 3353, FVT 129, CMM 3423, CMM
3415, CMM 3384, CMM 3428, CMM 3332, FVT 122, CMM 3491, FVS 86, CMM
3601, CMM 3436, CMM 3545, FVT 141, CMM 3512 e CMM 3317 foram idénticos
aos isolados representantes dos haplétipos 3, 4, 5 e 6.
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Os haplétipos 2, 3, 4, 6, 7 e 9 identificados no presente estudo, comparando-se as
sequéncias do gene tefl, representam novos haplétipos para a espécie F. verticillioides.
Este resultado mostra que existe uma grande diversidade genética na populacédo de F.
verticillioides no Brasil, que além de apresentar haplétipos identificados em uma
populacdo mundial de isolados da espécie, apresenta mais seis novos haplétipos.

Trés isolados dentre os 50 avaliados ndo foram identificados como F.
verticillioides, mas como possiveis isolados das espécies F. fujikuroi e F. proliferatum.
Os isolados FVS 23 e FVS 40 agruparam proximos a F. fujikuroi, enquanto que o
isolado CMM 3521 agrupou junto com F. proliferatum. F. proliferatum é considerada
como espécie generalista em relacdo ao hospedeiro e ja foi relatada anteriormente no
milho (MELO, 2011). Curiosamente, a espécie F. fujikuroi é relatada como agente
causal de doenca na cultura do arroz, porém nédo é conhecida como patégeno do milho.
E provavel que estes isolados tenham vindo de areas onde o arroz é cultivado proximo
ao milho. Outra hipétese é de que estes isolados pertencem a uma espécie ainda nédo
descrita, que é préxima a F. fujikuroi, ja que existem 13 nucleotideos de diferenca na
comparacdo das sequéncias de tefl desses isolados com a sequéncia de referéncia de F.
fujikuroi. Além disso, os isolados formaram um grupo com 94% de suporte de bootstrap
e a separacdo destes de F. fujikuroi foi suportada por 92%. Diante disso, faz-se
necessario a realizacdo de estudos complementares para verificar se estes isolados sao
patogénicos ao milho.

Ao se tentar agrupar isolados pelos caracteres culturais e morfol6gicos, foram
gerados grupos que nado refletiam os agrupamentos filogenéticos dos isolados de F.
verticillioides baseados nas sequéncias do gene tefl. O mesmo foi verificado ao se
tentar agrupar haplétipos com caracteres morfologicos. A falta de concordancia entre
caracteres morfologicos e moleculares é um fendmeno comum em espécies de
Fusarium (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Também ndo foi possivel observar na
filogenia grupos de isolados de acordo com a localizacdo geogréafica, embora tenha
havido uma tendéncia de agrupamento de isolados das regi6es Nordeste e Centro-Oeste
(Figura 4).

Os dados apresentados neste estudo mostram que F. verticillioides é a espécie

dominante. Além disso, apresenta alta diversidade genética representada por 10
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hapl6tipos do gene tefl, com seis novos haplotipos para a espécie. Estas informacGes

devem ser consideradas em programas de melhoramento genético do milho no Brasil.
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CONCLUSOES

Considerando-se os dados obtidos no presente estudo.

1. Fusarium verticillioides € a principal espécie de Fusarium associada aos grdos de

milho.

2. Dez haplotipos de F. verticillioides representam a variabilidade genética da espécie

associada a gréos de milho.
3. Seis haplétipos de F. verticillioides sdo relatados pela primeira vez para o Brasil.

4. Néo é possivel relacionar os dados morfoldgicos com os agrupamentos filogenéticos

e haplétipos de F. verticillioides do Brasil.
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