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Resumo

Das doengas com mais impacto na cultura milho, destacam-se a seca precoce, causada
por Fusarium spp., € a murchiddo tardia, causada por Magnaporthiopsis maydis. Neste
trabalho utilizaram-se 15 plantas de milho sintomaticas, 11 de Portugal e 4 de Espanha e
obtiveram-se um total de 69 isolados apenas da espécie Fusarium. As espécies mais
encontradas foram F. verticillioides e F. subglutinans. Estudou-se entdo a interacdo dos
fungos F. verticillioides e M. maydis, em plantas de milho, que mostrou que F.
verticillioides entrou na planta sem causar sintomas, tanto em plantas apenas inoculadas
com este fungo como também em plantas inoculadas com ambos os fungos. Os testes
RT-qPCR permitiram verificar que apenas o fungo F. verticillioides entrou nas raizes das
plantas, tendo sido detetado em maior quantidade nas plantas inoculadas com ambos os
fungos. O M. maydis ndo foi detetado, pois necessitava de mais tempo para entrar na

planta.

Palavras Chave: Milho; Sintomas; Identificacdo; Fusarium sp; M. maydis;
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ABSTRACT- Identification of different isolates of Fusarium sp. in maize plants
with Fusariosis symptoms

Among the diseases with the greatest impact on maize crops, early drought, caused by
Fusarium spp., and late wilting, caused by Magnaporthiopsis maydis, stand out.

In this work, fifteen symptomatic maize plants were used, eleven from Portugal and four
from Spain and a total of sixty-nine isolates of the Fusarium species were obtained.

The species with the highest incidence were F. verticillioides and F. subglutinans. It was
then studied the interaction of fungi F. verticillioides and M. maydis, in corn plants, which
showed that F. verticillioides entered the plant without causing symptoms, both in plants
only inoculated with this fungus and in plants inoculated with both. fungi.

The RT-qPCR tests allowed to verify that only the fungus F. verticillioides entered the roots
of the plants, having been detected in greater quantity in plants inoculated with both
fungi. M. maydis was not detected, as it needed more time to enter the plant.

Key words: Corn; symptoms; identification; Fusarium sp; M. maydis.
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ABREVIATURAS

APS — American Phytopathological Society

BLAST - Basic Local Alignment Search Tools

°C — Grau Centigrado

cm — Centimetros

CTAB - Cetyl trimethyl ammonium bromide

DNA — Acido Desoxirribonucleico dNTPs - Desoxirribonucleotideos Fosfatados
EDTA — Acido Etilenodiamino Tetra Acético

EUA — Estados Unidos da América

FAOSTAT - Food and Agriculture Organization of the United Nations Statistic Division
g — Aceleragdo da gravidade

g — Gramas

ha — Hectare

IPMA — Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera
ITS - Internal Transcribed Spacer

Kc — Coeficiente Cultural

kg — Quilos

L — Litros

M - Molar

min- Minutos

ml — Mililitros

mM - Milimolar

mm — Milimetros

mm h™t — Milimetro por hora
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NCBI — National Center for Biotechonology Information

OTU - Unidade taxondmica operacional
p/p — Peso/Peso

pb — Par de bases

PCR - Polymerase Chain Reaction

PVP - Polivinilpirrolidona

rDna — DNA ribossémico

s — Segundos

spp. - Espécies

V - Volt

v/v —Volume/Volume

TBE - Tris/Borate/EDTA

Ton - Toneladas

TRIS-HCL — Tris (hidroximetil) aminometano
U - Unidades

ul — Microlitro

% - Percentagem

Ct- Threshold cycle

gPCR- PCR em tempo real

Rn- Fase reprodutiva da cultura do milho
Vt- Fase vegetativa da cultura do milho
gDNA- DNA gendémico

PDA- Potato dextrose agar

AMF- Fungos micorrizicos arbusculares
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EMR- extraradical mycelium
Bases nucleotidicas

A —Adenina

C—Citosina

G —Guanina

T-Timina

Simbolos Quimicos

B- Boro

HCI - Acido cloridrico

K — Potassio

Mb — Molibdénio

Mg - Magnésio

MgCl, — Cloreto de Magnésio
Mn — Manganés

N - Azoto

NaCl — Cloreto de sodio

S — Enxofre
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1. Introducgdo

O milho (Zea mays L.) é uma cultura que se adapta bastante bem a diferentes condicdes
edafo-climaticas, podendo ser encontrada em diferentes partes do mundo como nos
Estados Unidos da América, Republica Popular da China, india, Brasil, Franca, Indonésia,
Africa do Sul, entre outros. A cultura do milho tem vindo a crescer nos ultimos anos,
devido a sua importancia nutricional na alimentacdo humana e dos animais, como
também na sua utilizagdo para biocombustivel. Em Portugal, o milho é o cereal mais
produzido (Anpromis, 2020).

A nivel nacional esta estd associada quer a producdo de silagem quer a producdo de grao.
Esta cultura é cultivada em regadio, de forma a tirar maior partido desta. Atualmente,
existem diferentes hibridos que estdo adaptados a diferentes condi¢cdes edafo-climaticas
gue tém conduzido a um aumento significativo da produtividade da cultura no nosso pais.

Nos dias de hoje, existe a preocupacao de utilizacdo de praticas culturais ndo prejudiciais
ao ambiente e ao Homem. Isto significa que ha preocupacdo por parte dos agricultores,
em utilizar praticas culturais mais sustentaveis, tentando adaptar da melhor forma as
culturas, aos fatores como o clima e o solo.

Estas praticas culturais incluem, a mobilizagdo minima, uma fertilizacdo equilibrada,
sistemas de drenagem, rotacdo de culturas e uma protecdo fitossanitaria adequada e
equilibrada.

Em relagdo a protecdo fitossanitdria, cada vez mais é importante compreender e
desenvolver métodos para controlar a incidéncia de pragas e doencas nas culturas. Para
tal, o estudo da presenga de importantes doengas em culturas de elevado impacto
econémico e a forma como os agentes fitopatogénicos se comportam no interior das
plantas é essencial para desenvolver métodos de controlo eficazes.

Dado os prejuizos que os fungos Fusarium sp. e Magnaporthiopsis maydis causam na
cultura do milho, causando perdas acima de 50%, neste trabalho foi realizada a
identificacdo destes agentes fitopatogénicos em plantas de milho de diferentes regides,
de Portugal e Espanha. Para tal, foi realizada:

13
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1. Oisolamento e identificacdo dos fungos pertencentes aos géneros Fusarium e M.
maydis em amostras de milho, por observacdao microscépica e por caracterizagao
molecular (PCR e sequenciagdo).

2. Andlise da interacdo entre Fusarium sp. e M. maydis em plantas de milho,
inoculadas com espécies de ambos os géneros, através da sua quantificacdo por
gPCR.

14
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2. Revisdo Bibliografica

2.1 Cultura do Milho

2.1.1 Area e Producdo de Milho no Mundo e em Portugal

A producdo de milho tem uma influéncia economicamente elevada tanto a nivel mundial
como nacional, pois esta fortemente presente na alimentacdo humana e animal, € a base
alimentar de comunidades rurais e de animais devido as suas elevadas qualidades
nutricionais (Vismer et al., 2019). A forma como o milho é processado e consumido varia
bastante de pais para pais, sendo o produto mais popular a farinha de milho (Ranum et
al., 2014).

Existem diferentes tipos de milho que sdo cultivados em diferentes partes do mundo,
com uma diferenca importante, a cor, que esta relacionada com as suas caracteristicas.
Estes podem apresentar, diferentes cores, variando de branco para amarelo, como de
vermelho para preto. No EUA, as pessoas consumem maioritariamente milho amarelo,
no entanto em Africa, na América central e sul, a preferéncia é de milho branco (Ranum
et al.,, 2014).

Os maiores produtores de milho sdo os Estados Unidos, a China e o Brasil, produzindo
aproximadamente em conjunto um total de 563 717 milhdes de toneladas por ano, o que
torna o milho um dos cereais mais importantes (Czembor et al., 2015) a nivel mundial. O
milho pode ser transformado numa variedade de produtos industriais e alimentares,
incluindo amido, adocantes, dleo, bebidas, cola, dlcool industrial e biocombustivel. O seu
papel tem vindo a crescer bastante na indUstria e nos recursos energéticos, sendo que
este Ultimo representa cerca de 40% da produgdo de milho nos EUA. A produgdo de
etanol como combustivel resultou no aumento do preco do milho como também da area
cultivada (Ranum et al., 2014).

O relatério World Agricultural Supply and Demand Estimates (Wasde), mostrou que a
producdo de graos grandes (nomeadamente milho, sorgo, cevada, aveia e centeio) prevé
uma producdo global para o0 ano de 2019/2020 de 1401,7 milhdes de toneladas. Quanto
aos EUA prevé-se uma producdo de 360,82 milhdes de toneladas, continuando este pais
a frente no que respeita a producao de milho.
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Quanto ao territdrio portugués, o milho é considerado a cultura arvense mais importante,
segundo a Associacdo Nacional de Produtores de Milho e Sorgo (Anpromis), e é
destacadamente, a que mais exploracdes agricolas envolve desde 2006, ocupando
atualmente no nosso pais uma drea de 118 220 hectares. A cultura do milho, esta
associada quer a producdo de silagem quer a producdo de grdo. Apresenta uma enorme
potencialidade produtiva na agricultura portuguesa de regadio, pois a cultura tira maior
proveito nestas condi¢des de producdo (Anpromis, 2019). Segundo a Anpromis, cerca de
70 078 hectares foram destinados para a producdo de grdo e o restante 48 142 hectares
para silagem (Figura 1). Através dos dados da Direcdo Regional de Agricultura, a maior
area de producdo de milho encontra-se no norte do pais, ocupando uma area de 42 499
hectares, de seguida o centro do pais com 26 206 hectares, Lisboa e Vale do Tejo com
22 828 hectares, Alentejo com 14 447 hectares, Acores com 12 232 hectares e por fim o
Algarve apresentando uma area de 42 hectares.

O milho é assim, e de forma destacada, a cultura arvense com maior expressividade a
nivel nacional, representando cerca de 39% da area total de cereais semeada (Anpromis,

2019).

220000

200000

180 000

160 000

140000

120000

drea (ha)

100000

80000

60000

40000

20000

0

Milho Grio Milho Silagem Total Milho

w04 | 154108 59037 [ 213145
H2005 114720 55 639 | 170359
H2006 | 100783 54121 154504
w2007 99108 52837 151945
2008 102374 52705 155079
w0e | 84 678 51730 136408
w210 | 81570 50921 132491
w2011 | 87735 19677 [ 137412
u2012 94784 48125 | 142909
w2013 | 101717 44973 146690
w2014 92515 14184 136659
w2015 78 650 47761 126411
w6 | 70831 47250 118081
w2017 | 68562 47105 115667
wz0is | 70078 18142 | 118220

Dif. 20718 1516 1037 2553

% | % 2% [ %

Figura 1|Evolugdo das dreas de milho a nivel nacional, tanto para grdo como para silagem, desde o ano de 2004
até 2018 (Anpromis, 2019).
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Apesar de em 2018 se verificar uma pequena subida nas areas e producdo de milho a
nivel nacional em relagdo ao ano 2017, tanto de milho para grao como milho para silagem
(Figura 1), é notdrio que a producdo nacional de milho tem vindo a decrescer ao longo
dos anos.

Atualmente, apenas cerca de 40% do milho consumido em Portugal, é resultante da
producdo nacional, sendo o restante proveniente de importacdes. Relativamente ao ano
de 2017, verificou-se que para o milho houve uma producdo de 745 123 toneladas, sendo
as importacdes de 2 136 296 toneladas e as exportagbes de 74 122 toneladas, o que
significa que existiu uma reduzida producdo nacional de milho quando comparada com
as importagdes (INE, 2018).

2.1.2 Caracteristicas gerais do milho

A cultura do milho (Zea mays L.) é uma graminea anual, semeada nos meses de marco a
maio, ou seja, € uma cultura de Primavera-Verdo, nas condi¢Bes climaticas de Portugal.
Para escolher a cultivar, existem alguns critérios, destacando-se assim, duracdo do ciclo
vegetativo, potencial produtivo, tolerancia a adversidades climaticas como défices
hidricos e geadas entre outras caracteristicas (Barros & Calado, 2014).

A nivel nacional, as variedades mais utilizadas sdo as de ciclo médio a semi tardio (FAO
500 a FAO 600), ou seja, um ciclo aproximadamente de 150 dias. Contudo, a durac¢do do
ciclo e o desenvolvimento da cultura podem variar devido a diferentes fatores como a
temperatura, a quantidade de dgua correspondente a precipitacdo, a fertilidade do solo,
o fotoperiodo e a radiagdo solar. Todos estes fatores tém influéncia sobre o crescimento
e desenvolvimento da planta, sendo a temperatura o fator determinante (Barros &
Calado, 2014).

O ciclo da cultura do milho divide-se em dois periodos, o periodo vegetativo (V) e o
periodo reprodutivo (R).

No primeiro periodo ocorre o desenvolvimento da planta e durante o segundo ocorre o
desenvolvimento da espiga de milho (Ritchie et al., 1996; DuPont Pioneer, 2017; Patanita,
2018). A planta do milho apresenta sequencialmente as seguintes fases: germinacao,
emergéncia, emissao de folhas, aparecimento da panicula, floragdo masculina, floracdo
feminina, formacdo do grdo, enchimento dos graos e maturacdo (Figura 2). O inicio da
fase vegetativa comeca com a emergéncia da planta (VE). As divisdes seguintes, V1, V2,
V3, Vn... correspondem ao ndmero de folhas desenvolvidas na planta. O VT corresponde
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a fase de floracdo masculina, que é a Ultima das subdivisbes da fase vegetativa
(Abendroth et al., 2011). O desenvolvimento das plantas, pode variar conforme o tipo de
hibrido, o ano agricola, a data de sementeira e localizacdo (Abendroth et al., 2011). A fase
vegetativa prolonga-se quando as condicdes nutritivas, temperatura e humidade ndo sdo
as ideais. O Rn, representa a fase reprodutiva, sendo que n varia de 1 que coincide com
a polinizacdo/fecundacdo até 6 que corresponde a maturagdo fisioldgica (Figura 2).
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Figura 2|Fenologia do milho e estadios de desenvolvimento da cultura VE- representa emergéncia da planta; Vn-
representa o numero de folhas desenvolvidas; Rn- representa a fase reprodutiva (Ritchie et al. 1996).

2.1.3 Condicdes necessarias da cultura

O milho é uma planta que se adapta bastante bem a diferentes condi¢8es climaticas, uma
vez que tanto se pode encontrar em climas tropicais, subtropicais como em climas
temperados. Requer um periodo de crescimento longo, e um clima quente, pois ndo é
possivel realizar a sua sementeira em locais onde a temperatura média seja inferior a
199C, ou onde a média da temperatura noturna durante os meses de verao seja inferior
a 139C (Lopez-Bellido, 1991; Barros & Calado, 2014).

A temperatura é um fator bastante importante na cultura do milho, pois para um bom
crescimento do caule as temperaturas devem variar entre 252C a 352C. A maior producao
atingida, € quando as temperaturas médias dos meses mais quentes variam entre 212C
e 272C com periodos de 120 a 180 dias sem geadas. Apesar desta cultura ser bastante
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resistente ao frio, o seu crescimento torna-se mais lento e limitado quando as
temperaturas sdo muito baixas (Bellido, 1991; Barros & Calado, 2014).

De forma a ultrapassar a irregularidade pluviométrica em Portugal, o milho é produzido
em regadio, para tirar o maior partido das temperaturas e da insolacdo que o pais dispse,
permitindo a planta uma expressao produtiva elevada. Para a cultura do milho sobreviver
sem qualquer tipo de rega, durante o periodo vegetativo o limite minimo de precipitacdo
€ 150 mm (Barros & Calado, 2014).

Quanto ao solo, deve ser bem drenado e arejado, apresentar uma boa estrutura,
permitindo uma boa circulacdo da agua e do ar, alta capacidade utilizavel e grande
disponibilidade de nutrientes (Lopez-Bellido, 1991). Esta cultura prefere solos de textura
mediana, de franco a franco-limoso no horizonte (A) e tolera pH entre 5 e 8, no entanto
solos de pH a tender para 5 podem apresentar teores de aluminio e ferro que sdo
bastante toxicos para as plantas (Barros & Calado, 2014).

Tal como em todas as outras culturas, os nutrientes absorvidos em maior quantidade na
cultura do milho sdo, o azoto (N), o fésforo (P.0Os) e o potdssio (K20). Por vezes, as
caréncias nutritivas sdo confundidas com sintomas causados por agentes patogénicos,
por exemplo, quando existe deficiéncia de azoto, a planta apresenta cloroses
generalizada a qual é iniciada nas folhas mais velhas, progredindo para as mais novas. A
medida que o tecido amarelo vai secando, ao fim de algum tempo aparece um aspeto de
gueimado (Figura 3), o que se pode confundir com sintomas de algumas doencas do
milho (Malavolta et al., 1975).
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Figura 3|Representagdo de diferentes sintomas causados por caréncias
nutritivas, causadas por doengas e utilizagcdo de produtos quimicos (Fernandez,
2009).

2.2 Doencgas associadas a cultura do milho

O milho é afetado por varias doencas causadas por diferentes agentes que podem ter um
impacto muito significativo na sua producdo, entre os quais se encontram as provocadas
por fungos. As doencas causadas por fungos podem afetar diversas partes da planta de
milho, tais como: folhas, colmos, raizes, érgdos reprodutivos (panicula e espiga) e
sementes. As principais doencas que afetam o milho sdo a cercosporiose (causada por
Cercospora zeae-maydis), a mancha branca (causada por Phaeosphaeria sp.), a ferrugem
(causada por Puccinia sorghi, Puccinia polysora e Physopella zeae), a helmintosporiose
(causada por Exserhilum turcicum), mancha de diplodia (causada por Stenocarpella
macrospora), antracnose (causada por Colletotrichum graminicola), F. moniliforme
(Teliomorfo G. moniliformis)), e a murchiddo tardia, causada pelo Magnaporthiopsis
maydis (The Cimmyt Maize Program, 2004; Barros & Calado, 2014;).

Nos ultimos tempos tem-se vindo a verificar a forte presenca de Fusarium spp. e um

aumento muito significativo de M. maydis no milho (Molinero-Ruiz et al., 2010). Nos
pontos seguintes vao-se descrever com maior pormenor estas doengas.
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2.2.1 Fusariose

A fusariose no milho é uma doenca bastante comum pelo mundo, é causada por fungos
do género Fusarium sp. E apresenta uma importancia crescente, devido as quebras de
producdo a si associadas na cultura do milho. Este fungo é responsavel pela podriddo da
raiz e do caule, levando a quebras de 10% a 30% da produgdo (Embrapa Milho e Sorgo,
2012). O fungo causador desta doenca é capaz de se adaptar a qualquer tipo de
condicBes edafo-climaticas, devido a sua diversidade morfoldgica, fisioldgica e ecoldgica.
Quanto as espécies de Fusarium sp., atualmente estd comprovado a sua relagcdo com a
producdo de micotoxinas que tem efeitos prejudiciais a saude humana e dos animais,
onde se incluem as fumonisinas e moniliformia (Vismer et al., 2019).

O género Fusarium, segundo a classificacdo taxondmica, constitui um estado anamorfico
da ordem Hypocreales do filo Ascomycota. Dentro deste grupo encontram-se as espécies
Fusarium verticillioides, Fusarium profileratum e Fusarium subglutinans, que
representam os anamorfos das espécies Gibberella moniliformis, Gibberella intermedia e
Gibberella subglutinans, respetivamente. Atualmente, estas trés espécies pertencem ao
complexo Gibberella fujikuroi ( Pessoa et al., 2015).

Quanto a sua taxonomia este pertence:
= Reino: Fungi
»  Filo: Ascomycota
= (Classe: Sordariomycetes
» Familia: Nectriaceae

= Género: Fusarium

O género Fusarium sp. apresenta uma grande diversidade no que toca a morfologia: inclui
espécies que produzem macroconidios hialinos, geralmente septados, possuindo as
células basal e apical diferenciadas, esta caracteristica apresenta uma grande relevancia
para a diferenciacdo das diferentes espécies. Os macroconidios, por sua vez, podem
apresentar as seguintes formas: delgado, com aspeto de agulha; com curvatura dorsal e
ventral; com a curvatura do lado dorsal mais pronunciada que no lado ventral; com as
células apical e basal; podem ser grossos, papilados, em forma de gancho, afilados, em
forma de pé, em forma de pé alongado, distintamente entalhados e escassamente
entalhados. Quanto aos microconidios também apresentam diferentes formas, podendo
ser: ovais, reniformes ou alantoides, obovoides com a base truncada, piriformes,
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napiformes ou globosos. Quanto aos clamiddsporos, podem estar presentes ou ausentes
(Hawksworth el al., 1995). O fungo pode sobreviver na forma de micélio ou conidios
(Figura 4) (Agrios, 1998).
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Figura 4|A- Imagem ao microscépio de macroconidios B- Imagem ao microscépio de microconidios; C- Imagem ao
microscopio de clamiddsporos (Silva, 2011).

Em laboratdrio existem algumas condi¢cdes ambientais que permitem o crescimento mais
uniforme e equilibrado da doenca, em meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar) sélido,
as coldnias atingem um didmetro de 90 mm em apenas uma semana entre 232C a 252C.
Como existem diferentes espécies deste género Fusarium sp., a coloracdo pode variar de
cor de rosa, a branco como amarelo.

2.2.1.1 Espécies de Fusarium spp. associadas a doenca do milho

Existem multiplas espécies do género Fusarium que podem causar a doenca da fusariose
no milho. As espécies mais importantes sdo Fusarium verticillioides e Fusarium
proliferatum (Vismer et al., 2019), no entanto existem outras espécies que sdo capazes
de colonizar as plantas de milho, mas com menos relevancia, tais como, Fusarium
subglutinans, Fusarium graminearium e Fusarium oxysporium (Leslie et al., 2005).

O Fusarium verticillioides sinénimo, Fusarium moniliforme Sheldon; teleomorfo,
Gibberella moniliformis [sindnimo, Gibberella fujikuro], foi primeiramente associado a
uma doenca presente nos animais. E um agente patogénico primario da cultura do milho
com ampla distribuicdo mundial, sendo favorecido em climas temperados (Scarpino et
al., 2015). Este fungo é capaz de provocar perdas econdmicas significativas para
produtores, processadores de graos e criadores de animais (Lanza et al., 2012).
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O F. verticillioides, na sua forma sexuada é um fungo que ndo é considerado muito
prolifico sexualmente, ou seja, ndo produz muitas estruturas de frutificacdo (peritecas),
por essa razdao € considerado heterotalico, isto significa que apresenta dois tipos de
producdo de estruturas de frutificacdo.

Figura 5|Caracteristicas culturais e morfoldgicas do Fusarium Verticillioides A) cor violeta tipica do fungo; B)
microconidios em cadeias e aglomerados; C) microconidios formados a partir de monofialideos (Geiser et al., 2004).

O Fusarium verticillioides, estd amplamente distribuido por toda a parte do mundo, e é
responsavel por causar graves problemas e prejuizos na cultura do milho, como a
podriddo do colmo e da raiz, que por sua vez origina a morte da planta devido a falta de
agua e nutrientes na mesma. Como se trata de um agente patogénico polifago e
cosmopolita, conseguimos encontra-lo tanto em regides temperadas como em climas
tropicais e subtropicais. Dentro das diferentes espécies do grupo G. fujikuroi, o F.
verticillioides é o fungo mais comum associado aos graos de milho e aos seus subprodutos
nos paises europeus, como Franca, Espanha e Itdlia. Este fungo pode ser observado
também noutras culturas, tais como, bananas, beterraba, cana-de-acUcar, aveia, algodao
e em varias forrageiras (Pessoa et al., 2015).

Em relacdo ao Fusarium proliferatum, este apresenta o estado sexual da Gibberella

intermedia. O F. proliferatum também ndo produz clamiddsporos como o F. verticillioides,
assim como as espécies do complexo G. fujikuroi (Pessoa et al., 2015).
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monofialides / polifialides e I) macroconidios 3-5 de septos (Geiser et al., 2004).

Este agente patogénico, apds entrar na planta, inicialmente a planta ndo apresenta
gualquer tipo de sintoma, no entanto com a evolucdo da infecdo por parte do fungo,
comega-se a observar claramente os sintomas da doenca (Sikhakolli et al., 2012)

Deve-se ter em consideragdo este fungo, pelo facto de este ter um grande impacto na
producdo de milho, mas também noutras culturas, como o sorgo, espargo, banana,

citrinos, orquideas e na cultura do arroz (Pessoa et al., 2015).

2.2.1.2 CondicOes Favoraveis e Ciclo de Vida

O facto de existir uma grande diversidade de espécies de Fusarium sp., faz com que este
se adapte bastante bem a diferentes climas.

Aincidéncia do Fusarium sp. é desfavorecida quando existe um excesso de precipitacao,
pois acaba por diminuir a sua dispersdo pelo ar. Num ano com menor precipitacao, a
incidéncia de ferimentos causados por insetos é maior, o que favorece a penetracdo de
fungos na planta.

Para além da agua, a fertilidade do solo é um fator bastante importante no que diz
respeito ao desenvolvimento da doenga na planta. Existe menor incidéncia da doenca
guando a aplicacdo da quantidade de azoto e potdssio sdo maiores (Denti et al., 2003). O
equilibrio entre estes dois nutrientes determina a quantidade de aminoacidos e agucares
solUveis acumuladas no colmo de milho, os quais sdo fonte de nutrientes para os fungos.
Por outro lado, uma deficiéncia pode causar o atraso no processo de cicatrizacdo das
lesGes da planta, favorecendo a entrada dos fungos (Yamada, 1995). Solos com elevado
teor de areia, baixo pH favorecem a doenca (Walker et al., 2016).
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O fungo F. verticillioides estd adaptado a uma ampla faixa de temperatura, no entanto as
temperaturas ideais variam entre 252C a 329C (Munkvold et al,1997b).

O ciclo de infecdo e desenvolvimento da fusariose consiste num sistema complexo,
associado com todas as fases do desenvolvimento da cultura do milho. A infe¢ao do fungo
na planta ocorre no sistema radicular. O fungo atinge as raizes, os entrends inferiores,
podendo afetar também os entrends superiores, o tubo germinativo do esporo ou do
micélio penetra diretamente nos pelos radiculares ou através de feridas existentes. O
fungo a medida que se vai desenvolvendo no interior da planta, produz microconidios
gue sdo transportados da raiz até atingir a parte superior da planta e vdo aparecendo os
primeiros sintomas. Os conidios ja na parte superior da planta, com ajuda do vento e da
agua sdo disseminados para outras plantas infetando-as (Figura 7)(Figueira et al., 2003;
Munkvold, 2003).

Esporos germinam e e " Fungo sobrevive nos restos
penetram atravésda | S culturais do milho (picnidios).
palha da espiga . -~ Esporos germinam na palhada
desenvolvendo-se no < durante a primavera/verao.
sabugo e nos graos. A W
infeccao geralmente '
ocorre da base para o
topo da espiga.
. g ~_ Picnidios desenvolvem-se
Inoculo na semente { | abaixo da superficie do
pode causar a morte . *5 solma.
da plantula.

Espigas infectam a espiga /
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d'os b CIS \ Esporos do fungo sao disseminados
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Figura 7| Ciclo de vida do fungo Fusarium sp. na cultura do milho (Pioneer Sementes).

Os macroconidios conseguem sobreviver durante bastante tempo no solo, podendo
infetar a cultura em diferentes esta¢cdes do ano. Como foi anteriormente referido, o
fungo pode ser disseminado através do vento, da rega, ou da precipitacdo, infetando as
plantas na sua fase de crescimento. Quanto aos microconidios estes conseguem
sobreviver mais do que um ciclo de vida, no seu estado de repouso, conseguem
permanecer no solo cerca de 900 dias, no entanto a sua sobrevivéncia esta altamente
relacionada com a temperatura e humidade relativa. As principais espécies de Fusarium
gue infetam o milho ndo produzem clamiddsporos como estruturas de resisténcia, no
entanto estes fungos podem permanecer no solo na sua forma sexuada em forma de
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peritecas, enterradas até cerca de 30 cm de profundidade durante 12 meses (Scarpino et
al., 2015). Esta espécie pode infetar a planta de duas formas, através das sedas das
espigas, sob a forma de conidios, ou através da semente sob a forma de conidios ou
micélio. Por norma, as infecdes através das espigas ndo sdo tdo severas, pois s6 uma
pequena percentagem se torna sintomadtica. No entanto, no que toca a infecdo das
sementes, o fungo vai-se desenvolvendo no interior da planta, passando pela raiz até aos
graos (Oren et al., 2003).

2.2.1.3 Sintomas, prejuizos e distribuicdo geografica

O Fusarium sp. é um dos agentes patogénicos com maior relevancia na fitopatologia
vegetal mundial, geralmente os sintomas a si associados incluem o aparecimento de
necroses nas raizes das culturas pois sdo fungos habitantes do solo, a queda prematura
das folhas, reducdo do crescimento e finalmente a podriddao e morte das plantas (Booth,
1971; Nelson et al., 1983,). A podriddo é o sintoma mais comum, podendo observar-se
estes sintomas também em plantas jovens (Tinoco et al., 2010). Existe uma alteracdo da
cor da medula, que pode variar de esbranquicada a acastanhada, (Figura 8) (Barros &
Calado, 2014). A doencga quando estd no estado muito avancado, pode provocar a quebra
do colmo. As diferentes espécies do género Fusarium estdo relacionadas com os
sintomas de pré e pés-emergéncia, reducao da germinacao das sementes e damping-off,
respetivamente (Walker et al., 2016).

Como ja foi referido o F. verticillioides é uma espécie que pode ser encontrada em
residuos dos campos de milho, onde os sintomas da doenga podem variar muito, tanto
pode ser assintomatico como pode levar a subita podridao das raizes das plantas. Existem
casos que as plantas estdo infetadas mas ndo apresentam sintomas, no mesmo campo
onde plantas apresentam graves sintomas da doenca (Oren et al., 2003).

26



Identificacdo de diferentes isolados de Fusarium spp. em plantas
de milho com sintomas de fusariose

Figura 8| Sintomas caracteristicos do agente patogénico Fusarium sp. na cultura do milho, como alteracdo da cor
da medula para esbranquicada e podriddo do caule (Scarpino et al., 2015).

Esse fungo é um habitante do solo capaz de sobreviver nos restos de cultura na forma de
micélio e apresenta varias espécies vegetais como hospedeiras o que torna a medida de
rotacdo de cultura pouco eficiente. Devido aos sintomas a si associados, torna-se
importante ter meios para controlar esta doenca. As perdas na producdo estdo
intimamente ligadas com a interrupcdo precoce da translocacdo de fotoassimilados do
colmo para o enchimento de graos, devido a destruicdo dos tecidos internos do colmo e
pela quebra e acama de plantas antes da colheita (Nazareno,1989).

Além dos prejuizos anteriormente referidos, descobriu-se que a ocorréncia de espécies
de Fusarium sp. no milho, leva a producdo de micotoxinas que tém efeitos nocivos a
salde humana e dos animais (Marasas et al., 2012; Cendoya et al., 2017). As espécies de
Fusarium produzem indmeras micotoxinas, incluindo fumonisinas e moniliformia que
tem graves efeitos tanto na salde humana como na salde dos animais que consomem
farinhas contaminadas com este fungo (Vismer et al., 2019). As fumonisinas tém sido
amplamente estudadas desde a sua descoberta em 1988 (Gelderblom et al., 1988). Nos
humanos, estas toxinas sdo consideradas possivelmente cancerigenas (Group 2B
carcinogen) pelo IARC (Ostry et al., 2017), e estdo associados a mutacdes existentes no
cérebro de recém-nascidos (Gelineau-van Waes et al., 2009). A producdo destas toxinas
depende de alguns fatores, nomeadamente genéticos (Proctor et al., 2004) e ambientais
(Marin et al., 2004).

No que diz respeito ao F. verticillioides e ao F. proliferatum estes conseguem produzir
mais ou menos toxinas conforme as condi¢des a que estdo dispostos, nomeadamente
(Leslie et al., 1992; Nelson; et ai., 1992), luz, substrato, pH, potencial hidrico, temperatura
entre outros (Vismer et al., 2019).
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Dessa maneira, a presenca do fungo nas sementes reveste-se com uma importancia
extra, ndo somente devido aos danos econdmicos que suporta, mas também pelo perigo
do consumo das sementes infetadas e seus derivados (Lanza et al., 2012).

O Fusarium sp. como ja foi anteriormente referido, expressa uma grande importancia na
agricultura por ser um agente patogénico que afeta diversas culturas. Nos EUA, este
fungo foi responsavel por provocar graves quebras de producdo. Na Nigéria, a doenca
provocou quebras acima dos 50 % e no Brasil chegou aos 70 % de produgdo (Tinoco et
al., 2010).

O Fusarium sp. apresenta uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em
praticamente em todos os ambientes, podendo encontrar-se em regides tropicais e
subtropicais ou em condi¢cdes de clima frio nas regiGes temperadas, encontrando
também espécies que apresentam intima associacdo com os seus hospedeiros
(Alecopoulos el al., 1996). Este agente patogénico encontra-se na América Central, India,
Jamaica, Japdo, Hong Kong, Sul da China, Taiwan, Turquia, Zimbabue, Nigéria, Israel,
Egito, Libia, Alemanha, Nepal, Nova Zelandia, Australia, Itdlia, Brasil, Estados Unidos,

Filipinas, Indonésia e Canada.

Em diferentes regides geograficas, o clima influencia o numero de espécies de Fusarium,
a gama de hospedeiros e a sua viruléncia (Summerll, 2006).
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2.2.2 Murchiddo tardia

O agente causal da doenga denominada por murchiddo tardia no milho, ou doenca
vascular do milho (Zea mays L.) é causada pelo fungo é o Magnaporthiopsis maydis,
sinonimo Harpophora maydis, Acremonium maydis e Cephalosporium maydis (Degani et
al., 2019).

O fungo Magnaporthiopsis maydis apresenta a seguinte classificacdo taxondmica (Samra
et al., 1963; Gams, 2000):

e Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

e Sub-Filo: Pezizomycotina

e Classe: Sordariomycetes

e Sub-Classe: Sordariomycetidae
e Familia: Magnaporthaceae

e Género: Harpophora

e Espécie: Magnaporthiopsis maydis

Relativamente a morfologia do M. maydis, este foi descrito tendo em conta a sua
producdo, por apresentar uma Unica fidlide, estrutura hialina em forma de cabega,
constituida por conidios ndo septados (Samra et al., 1963). Este fungo esta relacionado
morfologicamente e molecularmente com o complexo de espécies Gaeumannomyces e
Magnaporthe (Gams, 2000). Mais tarde, o mesmo autor acabou por transferir para outro
género, nomeadamente Harpophora, uma vez que este fungo era bastante semelhante
aos anamorfos dos géneros Gaeumannomyces e de Magnapothe em termos de
morfologia das células conidiogénicas e rapidez de crescimento das coldnias (Samra et
al., 1963).

As hifas apresentam uma largura de 2 a 4,5 um, sdo hialinas, septadas, com ramificacdes
e decumbentes. Em relagdo aos conididoforos estes também sdo hialinos, septados e
ramificados e cada um origina quatro a sete conidios unicelulares, hialinos, com forma
oval a cilindrica (Figura 9).

29



Identificacdo de diferentes isolados de Fusarium spp. em plantas
de milho com sintomas de fusariose

Os conidios apresentam um comprimento de 8,5 a 25 um e 5 a 7 um de largura. Os
conidios germinam rapidamente, geralmente através de tubos germinativos bipolares,
mas, por vezes, podem-se formar um ou trés tubos germinativos (Drori et al., 2013).

N

Figura 9| Caracterizagdo microscopia do fungo Magnaporthiopsis maydis; A- conidiosporos com conidios, 1000x em
meio de PDA; B- Conidiosporos com fidlides, 1000x em meio de PDA; C- conidios, hinfas e conidiosporos, 1000x, em
meio de PDA (Sabet et al. 1963).

Em laboratdério existem algumas condicGes ambientais que permitem um crescimento
mais uniforme e equilibrado da doenca, em meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar)
solido, as coldnias atingem um diametro de 90 mm em apenas 8 dias a 289 C, sob
condicdes de luminosidade continua com luz branca fluorescente. As coldnias crescem
mais rapido no escuro. Em cultura de PDA as coldnias passam de uma cor esbranquicada
para um cinza escuro, tornando-se rapidamente para preto (Figura 10) (Samra et al.,
1963). Normalmente este fungo sobrevive durante 10 meses sob a forma de micélio em
condicdes de laboratdrio.

Figura 10| Magnaporthiopsis maydis em meio de cultura A- com 6 dias (Drori et
al., 2013); B—com 12 dias.
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O Magnaporthiopsis maydis € um agente patogénico que se encontra no solo (Michail et
al., 1999), este reproduz-se assexuadamente mediante conidios (Saleh and Leslie, 2004).
O seu crescimento pode ser inibido na presenca de outros organismos existentes no solo
(Sabet et al., 1970a), devido a sua baixa capacidade competitiva. A infecdo por este fungo
resulta num numero reduzido de feixes vasculares nas plantas e na oclusdo de vasos do
xilema pelo crescimento do seu micélio. O aumento da resisténcia total ao fluxo de agua
no sistema vascular da planta é o principal efeito do lUmen reduzido do sistema vascular
(Samra et al., 1963; Abd El-Rahim et al., 1998; OrtizBustos et al., 2016; Patanita, 2018;
Campos et al. (2019)).

2.2.2.1 CondicOes favoraveis e ciclo de vida

O crescimento superficial inicial do fungo nas raizes provoca o impedimento do
crescimento das células, ficando com uma cor castanha, tornando as paredes cada vez
mais espessas. Na India, relatou-se que a doenca alcancou o seu potencial maximo a uma
temperatura de 242 C, ou quando a temperatura variou naturalmente entre 202 e 3229C,
sendo que aos 362C o indculo da doencga diminuiu (Samra et al., 1963). Estes parametros
correspondem a observagBes anteriores que a temperatura ideal para o fungo crescer
em PDA, é de 309C, tendo também observado que o crescimento € nulo quando as
temperaturas rondam os 82C ou 382C (Samra et al., 1963). O fungo M. maydis nao
apresenta grande capacidade para permanecer no solo durante muito tempo, mas se o
clima for relativamente frio, este consegue sobreviver durante mais tempo nas sementes
(Samra et al., 1963). As sementes infetadas podem produzir plantas com sintomas da
doenca, infetar o solo e resultar num desenvolvimento subsequente da murchiddo tardia
em sementes saudaveis cultivadas posteriormente nesse solo (Degaci & Cernica, 2014;
Patanita,2018).

Comprovou-se que em solos arenosos a severidade da doenca é maior, devido a excessiva
humidade existente. Isto significa, que em primaveras mais chuvosas € de esperar maior
incidéncia da doenca na cultura (Barros & Calado, 2014).

Esta doenca pode ser observada em locais totalmente dispersos, sugerindo que a
transmissdo da doenca € a partir da semente. Outras formas de propagacdo deste agente
patogénico é através de movimento de solo infetado, residuos de colheita ou inéculo
gerado em sementes, sendo a propagacdo dentro de um campo frequentemente
associada a operacGes mecanicas (Degani et al., 2013).
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2.2.2.2 Sintomas, prejuizos e distribuicdo geografica

Este fungo, penetra nas raizes quando estas ainda estdo em formacdo. Normalmente os
sintomas aparecem em finais de julho ou agosto, dependendo da data de sementeira.

A seca tardia é caracterizada pela murchiddo das plantas de milho, geralmente com o
aparecimento dos sintomas 70 dias apds a sementeira. Os primeiros sintomas da
murchiddo tardia, aparecem perto da fase de floracdo, aproximadamente 50 a 70 dias
apos a sementeira, perto da floracdo masculina. O fungo pode afetar negativamente a
emergéncia das plantas e causar necroses nas raizes destas. No entanto, com o
desenvolvimento da doenca as folhas tornam-se amareladas pela falta de 4dgua, existe
uma alteracdo da cor dos feixes vasculares (amarelo-acastanhado) e em seguida uma cor
avermelhada nos entrends inferiores (Sabet et al.,, 1966). O caule torna-se oco e
encolhido, com a medula macerada amarela a acastanhada com feixes vasculares com
uma tonalidade preta. A espiga dobra-se para baixo, acabando o ciclo um més mais cedo
do que suposto. A fase do enchimento do grdo, torna-se bastante dificil, originando por
sua vez uma quebra significativa na produtividade da planta. Normalmente a esta doenca
estdo também associados outros agentes patogénicos, nomeadamente o F. verticillioides
pelo que a agressividade dos sintomas, é maior.

O principal efeito desta doenca é o facto de existir uma resisténcia total ao fluxo de agua

no sistema vascular da planta (Abd El-Rahim et al., 1998), acabando mesmo a planta por
morrer (Bustos et al., 2015).

32



Identificacdo de diferentes isolados de Fusarium spp. em plantas
de milho com sintomas de fusariose

Figura 11| Principais sintomas da doenga da murchiddo tardia. A- Apresenta necroses nas raizes; B- Caule oco e encolhido,
com a medula macerada amarela; C- Feixes vasculares amarelo/acastanhados (Huber el al., 2008).

Existem algumas variedades de milho que apresentam alguma tolerancia a este agente
patogénico, no entanto a sua eficdcia estda dependente da viruléncia do fungo, como
também o ambiente em que se encontra, pois a agressividade do fungo ou o
desenvolvimento deste pode variar (Garcia-Carneros et al.,, 2012). Foram realizados
ensaios onde se verificou que a percentagem de tecidos necroticos acima do solo foram
registados 14 semanas apos a inoculacdo. A ocorréncia inicial dos sintomas estava
dependente do isolado de M. maydis e da variedade de milho. No entanto, a gravidade
dos sintomas dependia apenas do isolado do fungo. Ao analisar os sintomas e a sua
progressao nas plantas de milho, os resultados revelaram que existe uma diversidade na
agressividade entre os isolados de M. maydis (Garcia-Carneros et al., 2012).

O fungo Magnaporthiopsis maydis foi identificado na Peninsula Ibérica em 2008 (Garcia-
Carneros et al.,, 2012). Durante os Ultimos anos, a incidéncia e o impacto da doenca
aumentou drasticamente tanto em Espanha como em Portugal (Garcia-Carneros et al.,
2012). No entanto, esta doenca ja era conhecida no Egito, pois foi responsavel por
grandes perdas de produgdo. Nos campos do Egito, cerca de 80% das plantas foram
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infetadas com o fungo e manifestaram a doenca o que proporcionou uma perda de
rendimento acima dos 40% (Zeller et al., 2000).

Atualmente, esta doenga apresenta bastante relevancia e preocupagdo tanto nos campos
de Espanha como em Portugal, podendo originar perdas de producdo em variedades
sensiveis, na ordem dos 70% do potencial produtivo, consoante o estado de
desenvolvimento das plantas onde se manifestam os sintomas (Pioneer Hi-Bred
Sementes de Portugal, 2014). No caso de campos infetados, incidéncias até 60% em
variedades suscetiveis podem causar 50% de perdas de rendimento em grao.

O milho é a cultura mais afetada por este fungo, contudo existem outros hospedeiros,
como é o caso do tremoco (Lupinus terminis), cuja infecdo foi relatada no Egito, onde
pode causar um significativo damping-off (Sahab et al., 1985). No algoddo (Gossypium
spp.), embora surjam lesdes localizadas em hipocodtilos de plantas jovens, essas lesdes
desaparecem a medida que as plantas envelhecem, nunca tendo sido possivel isolar o
fungo a partir delas (Degani & Cernica, 2014; Patanita, 2018).

2.3 Meios de Protecdo

O controlo das doencas e pragas na agricultura tem se intensificado, sendo realizado
maioritariamente através da aplicacdo de produtos quimicos, com elevados custos e
riscos ambientais (desequilibrio ecoldgico) e toxicoldgicos (elevada concentragdo nos
alimentos). O uso de extratos vegetais e 6leos essenciais, tem sido fonte de inUmeras
pesquisas que validam a sua eficacia (Hernandez et al., 1998; Owolade et al., 2000; Souza
et al., 2002; Morais, 2004). Neste caso, os meios de protecdo tanto para combater o
Fusarium spp. como o M. maydis sdo bastante semelhantes, por estes serem ambos
fungos do solo. Tendo em conta, todas as caracteristicas e fatores referidos
anteriormente em relacdo ao Fusarium spp. e ao M. maydis respetivamente, o método
mais eficaz é a utilizacdo de variedades tolerantes (Zeller et al., 2002; Garcia-Carneros et
al.,, 2012; Drori et al., 2013). No entanto o uso destas, ndo garante a auséncia destas
doencas em zonas de alto risco, portanto é necessario ter em conta algumas praticas
culturais que podem ajudar a reduzir o aparecimento da doenca.

Como ndo existe qualquer tipo de produto quimico para controlar estes agentes

patogénicos, outra solucdo é semear mais cedo, milhos de ciclos mais longos e arranjar
variedades mais resistentes a estes fungos.

34



Identificacdo de diferentes isolados de Fusarium spp. em plantas
de milho com sintomas de fusariose

Como as doengas causam uma seca rapida e sUbita, é necessario que haja um diagndstico
precoce das plantas, podendo ajudar a restringir a disseminagdo das doengas.

Praticas culturais como a rotacdo de culturas, poderdo ajudar a quebrar o ciclo da doenca,
no entanto, neste caso, esta pratica cultural ndo é eficaz, devido ao periodo que os fungos
permanecem no solo (Fernandes & Rasquilho,2004) e a quantidade de hospedeiros que
estes fungos apresentam. Outra pratica cultural, de forma a evitar a disseminacdo, € a
limpeza de todas as maquinas e alfaias imediatamente apds a sua utilizacdo em campos
infetados (Pioneer Hi-Bred Sementes de Portugal,2014).

Cada vez mais, valoriza-se os meios de luta bioldgicos, uma vez que existem um conjunto
de organismos benéficos que se tem revelado muito promissores no combate a Fusariose
como o uso de microrganismos endofiticos, nomeadamente bactérias existentes no solo.
Uma bactéria endofitica, Enterobacter cloacae, foi isolada e demonstrou infetar
naturalmente a planta jovem, de forma a deter o crescimento nao sé do F. verticillioides
como também outros agentes patogénicos e ndo patogénicos (Cavaglieri et al., 2005).

Atualmente, existem formas de controlar o F. verticillioides especificamente, com a
utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares (AMF). Estudos revelaram que as espécies
Glomus sdo capazes de controlar o fungo, sendo uma alternativa a produtos quimicos, no
entanto apresenta algumas limitagcdes no que toca a concentragdo existente do
patogénico na planta (Olowe et al., 2018).

A utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares ndo sé sdo capazes de controlar a
presenca de F. verticillioides como também do fungo M. maydis. De acordo com (Patanita
et al.,, 2020), a utilizacdo destes fungos micorrizicos arbusculares (AMF- Arbuscular
mycorrhizal fungi') sdo capazes de controlar o fungo M. maydis. A presenca de um ERM
(extraradical mycelium) bem desenvolvido, € uma estratégia com beneficios para a
cultura, tanto para o seu crescimento como para a sua protecdo contra o stress bidtico e
protecdo contra o fungo M. maydis. Como verificado no estudo, uma das limitacGes da
utilizacdo de AMF na agricultura é o tempo ser curto para que o nivel de colonizagdo seja
suficiente para garantir a bioprotecdo da cultura. No entanto, se a simbiose estiver bem
estabelecida desde o inicio do ciclo vegetativo, que é alcangado utilizando um tipo de
propagulo que promove uma colonizacdo mais cedo e mais rapida, nomeadamente a
utilizacdo do ERM, é possivel superar esse desafio.

Hoje em dia é utilizado extrato de alho (Allium sativum L.) e capim-santo (Cymbopogon
citratos Stapf.) de forma a controlar o desenvolvimento do Fusarium proliferatum (Sankar
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and Babu, 2012). Em estudos anteriormente realizados, avaliaram o efeito de extratos
vegetais e/ou 6leos essenciais de alho e campim-santo, sobre o crescimento do fungo F.
proliferatum no milho. Os resultados destes estudos revelaram que esses produtos
podem inibir ou até suprimir o desenvolvimento deste fungo (Hernandez at al., 1998;
Owolade at al.,2000), todas as concentracdes avaliadas reduziram o crescimento do F.
proliferatum, sendo a maior eficiéncia observada nas concentracdes maiores. Foram
observados decréscimos percentuais na germinacao dos esporos de F. proliferatum em
funcdo do aumento das concentragdes dos extratos e do tempo de imersdo dos esporos
nessas solugdes.

O aparecimento dos hibridos Bt maize nos anos 90 foi revolucionador. Este hibrido pelo
facto de apresentar genes provenientes de uma bactéria Bacillus thuringiensis, tem
capacidade de controlar de forma eficaz os sintomas associados a doenca da fusariose no
milho, como também controlar pragas da ordem dos lepidépteros sem o uso de
inseticidas. O exemplo dos hibridos Bt maize, podem ser uma ferramenta importante no
desenvolvimento e controlo da fusariose. Estes prometem fornecer um controlo mais
completo ao ataque de fungos as espigas do milho e aos nematodes existentes no solo,
gue por sua vez aumenta o seu efeito contra a entrada de fungos na planta. O controlo
destes nematodes, tem um potencial de reduzir a podriddo dos caules, mantendo as
raizes saudaveis e reduzindo os danos fisicos das raizes (Munkvold and Hellmich, 2000).

Quanto ao M. maydis, foram descobertos seis isolados de actinomicetas (Streptomyces
graminofaciens, S. gibsonii, S. lydicus, S. nogalater, S. rochei, S. annulatus) e 5 isolados de
leveduras ( Candida maltosa, C. glabrata, C. slooffii, Rodotorula rubra, Trichosporon
cutaneum) da rizosfera do milho que foram antagonistas do M. maydis in vitro, e quando
aplicado nas sementes, reduziram significativamente a incidéncia da doenca no milho
murchiddo tardia do milho semeado (EI-Mehalawy et al., 2004). O fungo Trichurus spiralis
Hasselbr, também foi encontrado como um inibidor do M. maydis (Abdel-Hamid et al.,
1981). As suspensdes da bactéria antagonista Bacillus subtilis reduziram a infecdo quando
adicionadas a vasos com solo infetado, no momento da sementeira ou apds a mesma
(Chalkley, 2017).
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3. Materiais e Métodos

3.1 Obtencdo de isolados de fungos associados a raiz e caule do milho

Foram usadas 15 amostras de plantas de milho provenientes de quatro diferentes zonas
de Espanha e onze zonas diferentes em Portugal. A recolha das plantas foi baseada na
sua sintomatologia, ou seja, plantas com sintomas que sugeriam a presenca dos fungos
fitopatogénicos, nomeadamente o Fusarium sp. e o M. maydis (2.2.1 e 2.2.2).

As amostras foram transportadas para o laboratdrio, observadas e tanto as raizes como
o caule foram sujeitos a uma pré-lavagem com dgua, de forma a retirar o excesso de terra
existente (Figura 12).

Figura 12|Raizes e caule de plantas de milho, apds lavagem e antes de serem previamente desinfetados.

De seguida, realizou-se as devidas desinfecdes como descrito por Varanda et al. (2011),
com algumas modificacBes. A preparacdo de plantas desinfetadas, consistiu na imersdo
sucessiva em diversas solucBes durante um minuto. A desinfecdo das plantas iniciou-se
com alcool a 96% (v/v), de seguida hipoclorito de sédio a 3 % (v/v), e por fim etanol a 70%
(v/v). Apds este ciclo de desinfe¢des, o material vegetal foi submergido em dgua pura de
forma a retirar o excesso de desinfetante, sendo que este processo foi repetido duas
vezes durante um minuto (Figura 13A). As raizes e os caules foram de seguida secos em
papel absorvente, cortados em pequenos pedacos (figura 13 B e Figura 13 C) e colocados
em placas de Petri com 90 mm de diametro (Figura 13 D). Estas placas de Petri contém
um meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck, Germany), de forma a
proporcionar o crescimento e desenvolvimento dos fungos presentes tanto nas raizes
como nos caules.
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Os procedimentos laboratoriais necessarios ao isolamento dos fungos foram sempre
realizados numa bancada, previamente descontaminada e efetuados junto da area de
influéncia da chama, proveniente de bicos de Bunsen, com o objetivo de cumprir as
condicdes de assepsia e diminuicdo do risco de contaminagdo por outros microrganismos
(Figura 13A).

Figura 13| Processo de desinfecdo e limpeza das raizes e caule das
plantas de milho e sua colocagdo em placas de Petri com meio PDA.
A- Material utilizado para efetuar as devidas desinfecGes; B- cortar
em pequenos pedagos o material vegetal para as devidas
desinfec¢Oes; C- retirar o excesso em papel absorvente; D- colocar
as amostras em placas de Petri com meio de cultura.
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Para o crescimento dos fungos, foi necessario proporcionar condi¢cdes étimas, de forma
a que o seu crescimento fosse continuo. As placas de Petri foram assim, colocadas a uma
temperatura entre os 232 C e 282C durante uma a duas semanas, até ao aparecimento
de estruturas de frutificacdo. Apds este periodo, as coldnias com diferentes crescimentos
miceliais foram transferidas para novas placas de Petri de 60 mm de diametro, contendo
meio de cultura PDA. A partir destas placas, foram feitas repicagens sucessivas com
objetivo de obter culturas puras.

Primeiramente foi realizada uma selecdo através da morfologia dos esporos,
diferenciando os que supostamente pertenciam ao género Fusarium sp. e ao M. maydis.
Esta selecdo foi feita através do recurso a taxa de crescimento, cor e textura do micélio,
a cor do lado reverso e natureza da margem de crescimento. Para isso, foi realizada a
observacgdo visual e o microscépio 6tico (Olympus BX-50) na ampliacdo de 1000x.

3.2 Extracdo de DNA gendmico (gDNA)

A partir das placas de Petri (60 mm de didmetro) que contém os fungos em cultura pura,
procedeu-se a extracdo do DNA total, através do protocolo CTAB (Bromento de
hexadeciltrimetilamonio), descrito por Doyle & Doyle (1987) com algumas modificacdes.
Este processo, iniciou-se da seguinte forma, primeiro retirou-se com muito cuidado o
micélio existente na placa de forma a ndo perfurar o meio de cultura, colocou-se em
almofarizes e foram macerados na presenca de azoto liquido até formar um pd que foi
seguida transferido para microtubos de 2 mlL devidamente esterilizados. A cada
microtubo, foram adicionados, 600 pL de tampdo de extracdo CTAB 2% (20 mM EDTA,
0,1 M Tris HCl pH 8,0, 1,4 M NaCl, 2 % CTAB, 4 % de PVP, 0,1% de B-mercaptoetanol, e
0,5 % de Proteinase K) (Thermo Scientific).

Posteriormente a adicdo da solugdo tampdo, os microtubos foram colocados na
incubadora a 552C durante 90 minutos. Durante esse periodo, de 15 em 15 minutos
agitava-se por inversdo. Apds a incubacdo, adicionou-se a cada tubo 600 ul de
cloroférmio- alcool isoamilico (24:1), agitando-se posteriormente entre 5 a 10 minutos,
de forma a homogeneizar a solucdo. De seguida, as amostras foram colocadas na
centrifuga (Centrifuga 5415R, Eppendorf), durante 10 minutos a 12000 rpm. Apds esta
centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo devidamente identificado,
adicionando-se 2,5 volumes de etanol absoluto frio. De seguida, as amostras foram
novamente colocadas na centrifuga, durante 20 minutos com uma rotacdo de 13000
rpm. Descartou-se novamente o sobrenadante com cuidado, ficando apenas o pellet no
tubo, adicionou-se 500 ul de etanol 70% de forma a lavar, retirando todos residuos
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existentes de sais aderentes ao DNA. Os tubos foram centrifugados novamente durante
15 minutos a 13000 rpm e descartou-se o sobrenadante. De seguida, o pellet foi colocado
na centrifuga speed vacum (CentriVap micro IR, Labconco), de forma a que as amostras
ficassem secas. Por fim, apds o pellet estar seco, este foi ressuspenso em 30 ul de agua
ultra-pura, quantificado através de um espetrofotdmetro nano (Quawell Q9000CM) e o
DNA foi conservado a uma temperatura de -209C até a sua posterior utilizacdo.

3.3 Amplificacdo do PCR convencional

Para a identificacdo dos fungos, utilizou-se a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction-
Reacdo em cadeia pela polimerase), esta técnica baseia-se na replicacdo de DNA. Esta
técnica permite a amplificacdo de um fragmento de DNA especifico a partir de uma
cadeia de DNA. Através desta técnica sdo realizadas diversas cépias de uma pequena
sequéncia de DNA. Cada reacdo de PCR requer a presenca de DNA, primers, nucledétidos
e DNA polimerase. A DNA polimerase é a enzima chave que liga os nucledtidos para
formar o produto PCR. Os nucledtidos incluem as quatro bases - adenina, timina, citosina
e guanina (A, T, C, G). Estes atuam como “blocos de construcdo” que sdo usados pela DNA
polimerase para criar o produto de PCR resultante. Os primers na reacdo especificam o
produto exato do DNA a ser amplificado. Os primers sdo pequenos fragmentos de DNA
com uma sequéncia complementar definida ao DNA alvo que deve ser detetado e
amplificado. Estes servem como um ponto de extensdo para a DNA polimerase se
desenvolver (Garibyan and Avashia, 2013).

Os componentes acima mencionados sdo misturados e de seguida colocados num
termociclador que permite realizar ciclos repetidos de amplificagdao de DNA, que ocorrem
em 3 etapas basicas consoante a temperatura. Essas etapas basicas consistem: na
desnaturacdo do DNA, hibridacdo e sintese de DNA através da DNA polimerase. A reacdo
é primeiro aquecida acima do ponto de fusdo das duas cadeias complementares de DNA
do DNA alvo, o que permite que as cadeias se separem, este processo é chamado
desnaturacdo. De seguida, a temperatura é reduzida para permitir que os primers
especificos se liguem aos segmentos de DNA alvo, um processo conhecido como
hibridacdo. A hibridacdo entre os primers e o DNA alvo ocorre apenas se forem
complementares em sequéncia. A temperatura é aumentada novamente, momento em
gue a DNA polimerase é capaz de estender os primers adicionando nucledtidos a cadeia
de DNA em desenvolvimento (Figura 14).

A cada repeticdo dessas trés etapas, o nimero de moléculas de DNA copiadas, duplica
(Garibyan and Avashia, 2013).
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Figura 14|Apresentagdo esquematica do principio da técnica PCR (Garibyan
and Avashia, 2013).

3.3.1 Primers utilizados

No processo de PCR utilizou-se diferentes tipos de primers, para amplificar diferentes
regides do genoma dos fungos. Primeiramente utilizou-se primers que amplificavam o
gene B- tubulina. Utilizou-se o primer forward T1 (5" AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT 3')
e o primer reverse T22 (5 TCT GGA TGT TGG GGA TCC 3’) (Figura 15) (Karlsson et al.,
2015). A aplicagdo destes primers em PCR permite obter fragmentos de tamanhos de
cerca de 1500 pb. Sendo esta regido B-tubulina, uma regido especifica de forma a
identificar a diversidade filogenética do género Fusarium (Schroers et al., 2009).
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Figura 15|Representacdo esquematica da localizagdo dos primers T1/T22 utilizados para amplificagdo da
regido B- tubulina

Foi ainda usado um par de primers que permitiu a amplificacdo parcial do gene elongation
factor. Esta regido foi amplificada utilizando os primer forward Fa+7 (5" AAC GTC ATC GGC
CAC GTC GACTCT 3’) e primer reverse Ra+6 (5" ACA TAC CAA TGA CGG TGA CAT AGT AGC
G3’) (Karlsson et al., 2016). A aplicacdo destes primers em PCR permite obter fragmentos

de tamanhos de cerca de 500 pb.

3.3.2 Condicdes de PCR

Para as reacdes de amplificacdo para todos os pares de primers realizaram-se nas

seguintes condicdes:

e 10 mM Tris-HCL (pH 8,6);

e 50 mM KCL;

e 1,5Mm MgCly;

e 0,2 mM dNTPs (Thermo);

e 1mM de cada primer;

e 2,5Ude Dream-Taqg DNA polimerase (Thermo)
e 50-60 ng de DNA de fungo

As reacdes de amplificacdo foram realizadas num termociclador MyCycler™ Thermal

Cycler (Bio-Rad). Os programas de amplificacdo foram ajustados as condicGes exigidas
pelo tamanho do fragmento e pelos primers utilizados (Quadros 1 e 2).
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Quadro 1| Programa de amplificagdo por PCR em que foram utilizados os primers elongation factor.

Etapas Temperatura(2C) Tempo Nidmero de ciclos
Desnaturagao inicial 95 3 min 1
Desnaturagao 95 1 min 30
Hibridagdo 67 1 min
Extensdo 72 1 min
Extensdo final 72 10 min 1

Quadro 2| Programa de amplificacdo por PCR em que foram utilizados os primers - tubulina.

Etapas Temperatura(2C) Tempo Ndmero de ciclos
Desnaturacao inicial 95 2min 1
Desnaturac¢ao 95 40 seg 35
Hibridagdo 58 55 seg
Extensao 72 2 min
Extensdo final 72 10 min 1

3.3.3 Electroforese em Gel de Agarose

A etapa seguinte, foi realizada de forma a visualizar os produtos amplificados por PCR,
para isso foi realizado a electroforese em gel de agarose a 1 %. Para preparar o gel de
agarose foi necessario 1g de agarose, 100 mL de TBE (Tris-Borate-EDTA), de seguida foi
aquecido e agitado de maneira a que ficasse homogeneizado. De seguida foi adicionado,
1,5 ul do corante GreenSafe (NZYTech). Cada amostra a aplicar foi preparada usando 10
ul da amostra, aos quais se adicionou tampdo Orange G 1X. Em cada gel foi ainda aplicado
num dos poc¢os 6 pl do marcador GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder. Fez-se correr o gel
a uma voltagem de 80 V durante 1h20 minutos.

3.3.4 Purificacdo dos produtos de PCR

Feita a analise do gel de agarose, apenas as amostras que continham o produto
amplificado esperado foram submetidas a purificacao, utilizando o kit para purificacdo de
DNA de reacGes enzimaticas (NZYTech), de acordo com o protocolo do fabricante.
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3.3.5 Sequenciacao de amostras de DNA e a sua andlise

O produto de PCR purificado foi enviado para sequenciacdo para a empresa Macrogen
Inc., Madrid. Os resultados da sequenciagdo foram analisados com o programa BioEdit
Sequence Alignment Editor v.7.2.3. (Hall, 1999) e a procura de sequéncias homologas foi
realizada com recurso a base de dados Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) do
National Center for Biotechonology Information (NCBI). Todas as sequéncias de fungos
consideradas apresentaram um grau de semelhanga de, pelo menos, 95% relativamente
as melhores sucedidas na base de dados do NCBI.

3.4 Inoculacao de novas plantas de milho em laboratério com M.
maydis e Fusarium sp.

No ensaio experimental foi utilizado o hibrido P0933 com ciclo FAO-500. Foi o hibrido
escolhido por apresentar as seguintes caracteristicas: porte médio com insercdo média
baixa da macaroca, boa consisténcia de caule, textura do grao vitrea, peso bastante bom
no toca a industria alimentar, grande adaptabilidade a diferentes compassos de entre
linha sem quebrar o seu potencial produtivo, para além destas caracteristicas, excelente
tolerancia ao virus do nanismo rugoso (MRDV) e boa tolerancia ao Magnaporthiopsis
maydis (Pioneer Hi-Bred Sementes de Portugal, 2015).

Preparou-se um ensaio experimental, de forma a testar a interacdo entre dois
importantes fungos do milho Fusarium verticillioides e M. maydis. A espécie do Fusarium
escolhida foi o F. verticillioides. Ndao tendo sido detetado nenhum isolado de M. maydis
neste trabalho, foi utilizado um isolado cedido pelo Departamento da Protecdo de
Cultivos, Instituto de Agricultura Sustentdvel, Cérdoba, Espanha (GenBank Accesion ID
KP16518) (Ortiz-Bustos et. al 2016).

Os fungos foram inicialmente colocados a crescer em placas de Petri, durante 3 semanas
de forma a obter um crescimento uniforme.

Repicou-se 20 placas de Petri com M. maydis e incubou-se a 282C durante 3 semanas,
enquanto o F. verticillioides repicou-se 24 placas e manteve-se a temperatura ambiente,
239C-259C. Apds esse periodo, foi preparada um meio ideal para o crescimento do M.
maydis, este foi executado da seguinte forma: primeiro, retirou-se o fungo das placas de
Petri, para um copo diluido em agua pura, de seguida com ajuda de uma camara de
contagem Neubauer e de um microscépio 6tico (Olympus BX-50,) contou-se a quantidade
de esporos existentes, para se obter uma concentracdo final de 10® conidios mL;
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segundo, o indculo consistiu numa mistura, areia e farinha de milho, 9:1, vol: vol, a qual
foram adicionadas as suspensdes de forma o obter a uma concentracdo final de 15 x 10
3 conidios g . Cobriu-se com papel de aluminio e manteve-se em repouso durante 3
semanas a 22-242C. Depois da incubacdo, estes vasos foram misturados com vermiculite
esterilizada (1:1) (autoclavada a 1202C por 30 minutos), o que consistiu no substrato
usado nos vasos do ensaio com M. maydis.

Para o Fusarium sp. procedeu-se da mesma forma, para se obter uma concentracgao final
de 10° conidios mL* (Figura 16). O substrato usado nos vasos para o ensaio com F.
verticillioides consistiu numa mistura de areia e vermiculite, (2:1), ao qual foram
adicionadas as suspensdes de fungo de forma a obter uma concentrac3o final de 25 x 103
conidios gt.

Figura 16| Contagem de esporos do fungo Fusarium verticillioides pelo microscépio otico
(Olympus BX-50,) (ampliagdo de 1000x).

O ensaio experimental, consistiu em,

e 10 placas de Petri revestidas com algoddao humedecido com agua pura
(controlo negativo) (Figura 18).

e 10 vasos com areia e vermiculite (2:1) sem fungos (controlo negativo);

e 10 vasos com areia e vermiculite (2:1) inoculados com F. verticillioides;

e 10 vasos com a mistura de M. maydis;

e 10 vasos com a mistura de M. maydis e inoculados com F. verticillioides;

Em cada um dos vasos/ placas foram colocadas 4 sementes de milho previamente limpas
com agua da torneira e posteriormente com agua destilada (Figura 17 e 18).
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Figura 17| Primeiro dia de ensaio experimental, onde foram aplicadas 4 sementes em cada vaso.

Figura 18| Sementes germinadas em placas de Petri.

Apds um periodo de 2 semanas, com as plantas com cerca de 30 cm de crescimento
(Figura 19), retirou-se 4 plantas de milho do controlo negativo, separando as raizes do
colo, e procedeu-se a uma pré-lavagem com agua e de seguida realizou-se o método de
desinfecdo anteriormente referido no ponto 3.1. Apds secar as plantas e com ajuda de
um almofariz e azoto liquido, tanto as raizes como o colo foram reduzidos a po.
Posteriormente, as amostras foram retiradas do almofariz para o interior de um
microtubo devidamente identificado. Este procedimento foi repetido para os vasos com
F. verticillioides, com M. maydis e com ambos os fungos patogénicos. Guardou-se 0s
microtubos devidamente identificados no congelador a -209C. Este procedimento foi
feito ao dia 15 apds inoculagdo e dia 30 (Figura 20). Todas as plantas foram observadas
durante o periodo do ensaio para registo de sintomas.
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Figura 19| Ensaio experimental apds 2 semanas.

Figura 20| Ensaio experimental apds 1 més.
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3.5 Avaliacdo da viruléncia dos isolados de Fusarium verticillioides e
M. maydis e as suas quantificacdes nas plantas inoculadas

A extracdao do DNA gendmico foi efetuada como descrito no ponto 3.2. De seguida,
realizou-se a quantificacdo de DNA de cada amostra, através de um espetrofotémetro
nano (Quawell, 9000CM), e diluiram-se de forma a que as amostras apresentassem a
mesma concentracdo, para o processo seguinte Real-Time PCR. Para a realizagdo do Real-
Time PCR, organizou-se as amostras de uma forma simples e funcional, para ndo haver
contaminacdes e enganos. O gPCR foi realizado no fim do periodo do ensaio, ou seja, ao
fim de 30 dias, usando amostras de raiz e do colo de cada uma das amostras. Este
processo foi realizado usando um equipamento de PCR em tempo real (Applied
Biosystems, modelo 7500) usando, para cada amostra, 100 ng de gDNA, 2x NZY gPCR
master mix (Nzytech), 400 nM de cada primer e 100 Nm de sonda (Nzytech) perfazendo
um volume de 20 ul. Foram utilizadas as seguintes condi¢Ges: desnaturagdo a 952C num
periodo de 10 minutos, de seguida, 40 ciclos a 959C durante 15 segundos, 602C durante
um minuto.

No Quadro seguinte, estdo referidos os primers forward e reverse utilizados tanto para o
Fusarium verticillioides como para o M. maydis (Campos et al., 2019).

Quadro 3| Primers e sondas utilizados neste trabalho (Campos et al., 2019).

L ‘Accession . — ;.
Espécies ) Primers (5'-> 3') Sondas (5’->3’) pb
number
Fw:
F. oxysporiume | MH094661 e | AAAACCCTCGTTACTGGTAATCGT
e CGGCCACGCCGTT 69
F. verticillioides MH094662 Rv:

CCGAGGTCAACATTCAGAAGTTG

. Fw: TGCCTGTCCGAGCGTCAT
M. maydis KP164518 TCACCACTCAAGCCCAG 54
Rv: GGGTGCCCCAACACCAA

O limite de fluorescéncia foi definido manualmente acima do background level. Para
quantificar a presenca dos fungos utilizou-se valores de threshold cycle (Ct), de forma a
medir a quantidade de gDNA dos fungos na reacdo qPCR (Kesmen et, al, 2012). O valor
de Ct corresponde a intercecdo entre a curva de amplificacdo e o limite de fluorescéncia
ou threshold line, quanto maior for este valor, maior o nUmero de ciclos necessarios para
se detetar a presenca do fungo, ou seja, menor a quantidade de fungo presente na
amostra.
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3.6 Andlise estatistica

Na estatistica, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA), esta foi realizada em relagdo
as diferencas entre os valores de Ct encontrados nas raizes e colos nos dois ensaios,
somente Fusarium, e Fusarium mais M. maydis. A andlise estatistica foi executada com
recurso ao Software IBM SPSS v.20. O teste Turkey HSD foi o utilizado para as
comparacdes multiplas, e os conjuntos de dados foram considerados estatisticamente

diferentes quando p < 0,05.
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4. Resultados

4.1 Identificacdo de isolados de Fusarium spp. e M. maydis em plantas de
milho

Das 15 plantas analisadas, 11 de Portugal e 4 de Espanha, 69 isolados foram identificados
morfologicamente como pertencendo a espécies do género Fusarium (45 provenientes
de Portugal e 24 de Espanha) (Figura 21 e 22). Nao tendo sido detetado nenhum isolado
pertencente ao M. maydis. Estes isolados foram de seguida identificados
molecularmente a nivel de espécie.

Figura 21| Placas de Petri; A- placas de Petri, apds um dia da colocagdo das raizes e caule das plantas de milho, sem

crescimento de fungos. B- 2 semanas, apds a colocagdo das raizes e caule de milho com crescimento de varios
fungos.

Figura 22|Selegdo de placas de Petri com diferentes tipos de organismos com caracteristicas semelhantes e os
organismos representativos para o estudo.
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De seguida, foi realizada extracdo de DNA de todos os isolados, estes foram sujeitos a
PCR para amplificacdo da regido elongation factor, utilizando os primers Fa+7 e Ra+6,
tendo-se obtido produtos de amplificagcdo com um tamanho aproximadamente de 500
pb em 42 isolados (Figura 23, 25,27, 29,31). Todos os isolados foram também sujeitos a
PCR para amplificacdo da regido B- tubulina utilizando primers T1 e T22, tendo-se obtido
produtos de amplificacdo com um tamanho de aproximadamente 1500 pb em 28
isolados (Figura 24, 26, 28, 30).

S RO A SO R A OR61D. 13,14 15 16 CP CN

pb

500

Figura 23|Anélise eletroforética em gel de agarose 1% dos produtos de DNA amplificados, com
utilizagdo dos primers elongation factor. Legenda: M- Marcador GeneRulerTM 1. kb Plus; 1-17 amostras
testadas (Anexo |); CN- Controlo negativo.

SIRC B (DRSS AR S 48815 16 CP CN

1500

Figura 24| Analise eletroforética em gel de agarose 1% de alguns dos produtos de DNA amplificados, com
utilizagdo dos primers B- Tubulina. Legenda: M- Marcador GeneRulerTM 1 kb PLUS 1- 17 amostras testadas
(Anexo 1); CN- Controlo negativo; CP- Controlo Positivo;
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Figura 25| Andlise eletroforética em gel de agarose 1% de alguns dos produtos de DNA amplificados, com

utilizagdo dos primers elongation factor. Legenda: M- Marcador GeneRulerTM 1. kb PLUS 18- 33 amostras
testadas (Anexo |); CN- Controlo Negativo.

ob M 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33CN

1500

Figura 26| Analise eletroforética em gel de agarose 1% de alguns dos produtos de DNA amplificados, com

utilizagdo dos primers - Tubulina. Legenda: M- Marcador GeneRulerTM 1 kb PLUS 18-33 amostras testadas
(Anexo 1); CN- Controlo negativo.
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500

Figura 27| Analise eletroforética em gel de agarose 1% de alguns dos produtos de DNA amplificados,
com utilizagdo dos primers elongation factor. Legenda: M- Marcador GeneRulerTM 1. kb PLUS 34- 50

amostras testadas (Anexo I); CN- Controlo negativo.

pb M 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50CN

1500

Figura 28| Analise eletroforética em gel de agarose 1% de alguns dos produtos de DNA amplificados, com
utilizagdo dos primers B- tubulina. Legenda: M- Marcador GeneRulerTM 1 kb PLUS 34-50 amostras

testadas (Anexo ); CN- controlo negativo.
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Figura 29| Analise eletroforética em gel de agarose 1% de alguns dos produtos de DNA amplificados,

com utilizagdo dos primers elongation factor. Legenda: M- Marcador GeneRulerTM 1. kb PLUS 51- 61
amostras testadas (Anexo I); CN- Controlo negativo.

pb

1500

Figura 30| Analise eletroforética em gel de agarose 1% de alguns dos produtos de DNA amplificados, com

utilizagdo dos primers B- tubulina. Legenda: M- Marcador GeneRulerTM 1 kb PLUS 51- 61 amostras
testadas (Anexo |); CN-controlo negativo.
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Figura 31| Andlise eletroforética em gel de agarose 1% de alguns dos produtos de DNA amplificados, com
utilizacdo dos primers elongation factor. Legenda: M- Marcador GeneRulerTM 1. kb PLUS 62-69 amostras
testadas (Anexo ); CN- Controlo negativo.

Verificou-se que 42 isolados amplificaram com a utilizacdo dos primers Fa+7 e Ra+6, no
entanto desses 42 isolados, 15 ndo amplificaram com a utilizacdo dos primers T1 e T22.
Por outro lado, 28 isolados mostraram produtos amplificados do tamanho esperado com
a utilizacdo dos primers T1 e T22 e destes, apenas 1 isolado ndo mostrou amplificacdo
com a utilizagdo dos primers Fa+7 e Ra+6. Num total, foram sequenciados 28 produtos
de amplificacdo de T1 e T22 e 42 produtos de amplificacdo de Fa+7 e Ra+6, provenientes
de 69 isolados obtidos a partir das 15 amostras. Através do quadro do Anexo |,
verificamos que nem todas amostras foram possiveis de identificar, (representadas por
*) por o grafico de sequenciacdo apresentar picos sobrepostos. Através da utilizacdo do
BLAST no NCBI, procurou-se as sequéncias homologas, realizando uma analise das
regibes elongation factor e B- tubulina.

Apesar de ter sido obtido produto de amplificacdo com o uso dos primers Fa+7 e Ra+6
em 42 isolados, apenas foram sequenciados com sucesso, 31 desses isolados. O mesmo
aconteceu com o uso dos primers T1 e T22, que permitiu obtencdo do fragmento
esperado em 28 isolados, mas destes, a sequenciacdo apenas permitiu a identificacdo de
25 isolados.
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O quadro do Anexo | apresenta as espécies obtidas para cada uma das amostras, usando
cada um dos primers usados neste trabalho.

Através do Quadro em Anexo |, conseguiu-se verificar que a espécie Fusarium que
apresentou uma maior incidéncia foi Fusarium verticillioides, (sinénimo de Fusarium
moniliforme Sheldon; teleomorfo, Gibberella moniliformis [sindnimo, Gibberella fujikuroi
mating population A]). Percebemos que cerca de 30% do total de isolados identificados
sdo a espécie F. verticillioides.

Quadro 4| Espécies do género Fusarium spp. isoladas provenientes tanto das amostras de Espanha como de
Portugal.

Nome do fungo Espgnha— ne de Por’FugaI— ne de total
isolados isolados

F. Subglutinans 0 12 12
F. mangiferae 0 1 1
F. equiseti 1 4 5
F. proliferatum 3 1 4
F. verticillioides 4 2 6
F. oxysporium 0 6 6
F. brachygibbosum 1 0 1

4.2 Ensaio de quantificacao de F. verticillioides e M. maydis em planta

O ensaio de quantificacdo de F. verticillioides e M. maydis em planta, permitiu verificar
gue ndo existiu qualquer tipo de sintoma, nomeadamente necroses, na parte aérea da
planta, em nenhum dos vasos do ensaio, nem ao fim de 15 dias nem ao fim de um més.

Em relacdo a parte radicular, ao fim de 15 dias ndo se verificou qualquer sintoma, no

entanto ao fim de 30 dias, os vasos do ensaio com M. maydis e do ensaio Fusarium com
Magnaporthiopsis apresentaram sintomas de necroses (Figura 32).
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Figura 32| Observagdo de necroses nas raizes das plantas emergidas do ensaio experimental ao fim de més de ensaio,
apenas dos vasos que continham a mistura dos dois agentes patogénicos e os vasos que continham apenas M.
maydis.

O grafico com amplificacdo e a curva padrdo geradas apds qPCR as amostras de raiz e
colo testadas para F. verticillioides, no ensaio com plantas apenas inoculadas com F.
verticillioides (Figura 33) permitiu observar que os valores de Ct das amostras da raiz
variaram entre 28 e 39 (a vermelho), enquanto os valores Ct das amostras do colo
variaram entre 35 e 39 (a verde) (Anexo Il). Os valores de 34 foram tomados como
indicativos de quantidade de DNA reduzidas, sendo os valores de Ct igual ou superior a
35, definindo ndo detecdo (Campos et. al,2018). O valor de Threshold considerado foi
0,02.
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Figura 33|Gréfico de Amplificagdo do F. verticillioides na raiz e no colmo do ensaio apenas com F.

verticillioides. A vermelho esta representado a curva de amplificacdo da raiz e a verde a curva de
amplificacdo do colmo.

O grafico de amplificacdo e a curva padrdo geradas apds qPCR as amostras de raiz e colo
testadas para M. maydis, no ensaio com plantas apenas inoculadas com M. maydis
(Figura 34) permitiu observar que ndo houve detecdo deste fungo. O valor de Threshold

considerado foi 0,03.
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Figura 34|Grafico de Amplificagdo do M. maydis na raiz e no colmo do ensaio apenas com plantas
inoculadas com M. maydis.

O grafico de amplificacdo e a curva padrdo geradas apos gPCR as amostras de raiz e colo
testadas para F. verticillioides (Figura 35), no ensaio com plantas inoculadas com os dois
agentes patogénicos, permitiu observar que os valores de Ct da raiz variaram entre 25 e
36, enquanto os valores Ct no colmo variaram entre 26 e 36 (Anexo lll). Como ja foi
referido anteriormente o valor de Threshold considerado foi 0,02.

O grafico de amplificacdo e a curva padrado geradas apds gPCR as amostras de raiz e colo
testadas para M. maydis (Figura 36), no ensaio com plantas inoculadas com os dois
agentes patogénicos, permitiu observar que ndo houve amplificacdo. O valor de
Threshold considerado foi 0,03.
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Figura 35| Grafico de amplificagdo do F. verticiliioides na raiz e no colmo do ensaio com os dois agentes
patogénicos (F. verticillioides e M. maydis).
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Figura 36| Gréfico de amplificagdo do M. maydis na raiz e no colmo do ensaio com os dois agentes
patogénicos (F. verticillioides e M. maydis).
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A anélise dos Ct obtidos (Anexo Il) nas amostras do ensaio em que se usou apenas F.
verticillioides (Figura 37), permite observar que ao fim de 15 dias (tempo 1), existe de F.
verticillioides na raiz (Ct<35), mas ndo no colo (Ct>35), acontecendo exatamente o
mesmo ao fim de um més (tempo 2). O mesmo ndo acontece no ensaio em que se
usaram ambos os agentes patogénicos, em que, no tempo 1 foi detetado F. verticillioides
na raiz e no colo (Ct<35), no entanto no tempo 2, sé foi detetado o fungo na raiz e ndo
no colo (Ct>35) (Figura 38) (Anexo IlI).

40,00
39,00

38,00

37,00
36,00
35,00
34,00
33,00
32,00
31,00
30,00
29,00

Raiz Colo Raiz Colo

Ct

Tempo 1 Tempo 2

Figura 37| Comparacdo do crescimento do F. verticillioides na raiz e no colo ao fim de 15 dias (tempo 1) e ao fim de um
més (tempo2) nas plantas apenas infetadas com F. verticillioides.
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Figura 38| Comparacdo da quantidade de F. verticillioides na raiz e no colo ao fim de 15 dias (tempo 1) e ao fim de um
més (tempo2) na mistura com os dois agentes patogénicos.

No ensaio somente com Fusarium, a média dos valores de Ct nas raizes foi 35.09 + 2.26
no tempo 1 e a média dos valores de Ct nas raizes foi 34.64 £ 1.75 no tempo 2. Estes
valores ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0.05). A média dos valores de Ct
no colo foi de 38.50 + 0.26 no tempo 1 e a média dos valores de Ct no colo foi de 36.21
+0.62 no tempo 2. Estes valores apresentaram diferencas significativas (p < 0.05).

No ensaio somente com os fungos Fusarium e M. maydis, a média dos valores de Ct nas
raizes foi 29.96 + 0.43 no tempo 1 e a média dos valores de Ct nas raizes foi 29.47 + 1.80
no tempo 2. Estes valores ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0.05). A média
dos valores de Ct no colo foi de 28.21 + 2.43 no tempo 1 e a média dos valores de Ct no
colo foide 36.17 + 2.52 no tempo 2. Estes valores apresentaram diferencas significativas
(p < 0.05).

Quando foram comparados os 2 ensaios (somente Fusarium versus Fusarium e M.
maydis) verificou-se que existiram diferencas significativas (p < 0.05) entre os valores de
Ct nas raizes e colos em cada tempo, com excegao do colo no tempo 2 entre os dois
ensaios, o qual ndo apresentou diferencas significativas (p > 0.05) entre os dois ensaios.
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5. Discussao

Ao analisar as diferentes placas de Petri, contendo os fungos isolados a partir das plantas
usadas neste estudo, foi possivel diferenciar diferentes tipos de fungos. A identificacdo
de isolados do género Fusarium foi possivel através da cor e da textura em placa, assim
como através da morfologia dos esporos. No entanto, aidentificacdo do género Fusarium
a nivel da espécie, utilizando técnicas classicas, como métodos morfoldgicos, é dificil
(Freeman et al., 1999). Foi necessario realizar a identificagdo molecular, pois o género
Fusarium apresenta um vasto leque de espécies, sendo bastante dificil diferencid-las. De
acordo com (Hsuan, 2011), a taxonomia do género Fusarium é um dos mais complexos,
principalmente porque sdo usadas varias classificacdes, incluindo categorias do
subgénero e subespécie, como também devido aos seus estagios sexuais, teleomorfo
como anamorfo.

Na identificacdo molecular, utilizou-se dois diferentes pares de primers, nomeadamente
Fa+7/Ra+6 da regido elongation factor e T1/T22 da regido B- tubulina. A escolha destes
primers, foi devido a sua especificidade na identificacdo de espécies do Fusarium. A
complementacdo com os primers Fa+7 e Ra+6 da regido elongation factor, permitiu
identificar espécies que ndo eram possiveis de identificar apenas com os primers da B-
tubulina. Através do Quadro do Anexo |, verificdmos que foi bastante (til a utilizacdo
destes dois pares de primers, de forma a identificar diferentes espécies de Fusarium.
Estudos anteriores, (Karlsson et al.,, 2016), mostraram que os primers Fa+7/Ra+6
melhoraram a representacdo de 393 espécies do género fusarium filogeneticamente
diversas através do processo PCR e sequenciacdo por sua vez. Verificou-se também a
especificidade destes primers e que a contaminacdo com outras sequéncias que nao
eram Fusarium é baixa. Em relagcdo aos primers utilizados da regido B- tubulina, estes tem
sido amplamente utilizados em analises filogenéticas de fungos porque contém regides
varidveis e altamente conservadas, o que resultou numa maior estabilidade e
confiabilidade na diferenciacdo de espécies de Fusarium em comparacdo com o gene ITS
(Freeman et al., 1999).

Nos resultados obtidos verificou-se a existéncia de mais amostras amplificadas com a
utilizacdo dos primers da regido elongation-factor do que os primers da regido B-tubulina,
sugerindo maior especificidade dos primeiros na identificacdo de espécies do género
Fusarium. No total, 42 isolados amplificaram com a utilizagcdo dos primers Fa+7/Ra+6 e
apenas 28 amplificaram com os primers T1/T22. Diversas hipoteses surgiram, para
justificar a razdo pelo facto de ter obtido melhores resultados com os primers da regiao
elongation factor que os da B-tubulina, pode ter sido, pela falta de otimizacdao do PCR, ou
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da variabilidade existente nas sequéncias de Fusarium que dificultou a hibridacdo dos
primers.

Por fim com a identificacdo molecular de todas as amostras, verificdmos que a espécie
que se apresentava maior incidéncia nas amostras de Portugal era o Fusarium
subglutinans enquanto nas amostras de Espanha o Fusarium verticillioides, este ultimo
corroborando o estudo realizado em Espanha por Pessoa et al. (2015). Sdo ambas
espécies que pertencem ao complexo Gibberella fujikuroi. As espécies pertencentes ao
complexo Gibberella fujikuroi, sdo considerados os fungos mais importantes no milho,
pois produzem toxinas (ARINO et al., 2007), sendo tanto uma preocupacdo em Espanha
como em Portugal. S3do responsaveis pela podriddo do milho, como também pela
producdo de micotoxinas (Reid et al., 2002). Enquanto o F. verticillioides produz
fumonisinas o F. subglutinans produz a toxina moniliformina (Reid et al., 2002). Num
ensaio experimental, onde inocularam ambos os fungos em plantas de milho, observou-
se que as plantas inoculadas com F. subglutinans recuperaram, ndo se verificando o
mesmo com as plantas inoculadas apenas com F. verticillioides (Nelson, 1992).

A qualidade da colheita é muitas vezes reduzida pela doenca fusariose, relativas a perda
de qualidade do grdo, causada por um complexo de espécies de Fusarium (De Boevre et
al., 2014). N3do so6 por esta razdo como pelas razdes anteriormente referidas, a espécie
de Fusarium escolhida para o ensaio experimental foi o F. verticillioides.

Com o presente estudo identificamos diferentes espécies de Fusarium, nomeadamente,
Fusarium subglutinans, Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporium, Fusarium
proliferatum e Fusarium equiseti. Verificdmos que em Portugal existiu uma maior
variabilidade de espécies nas amostras, enquanto que em Espanha apenas se verificou a
existéncia de F. equiseti, F. proliferatum e F. verticillioides. A diferenca da prevaléncia das
espécies em Portugal e Espanha pode estar relacionada com as condi¢cdes edafo-
climaticas de cada uma das regides. O ambiente apresenta um grande impacto na
incidéncia de diferentes espécies de Fusarium (Vigier et al., 1997). Por exemplo o F.
graminearium é associado a climas mais chuvosos enquanto que o F. verticillioides esta
associado a climas mais secos (Sutton 1982, Miller et al. 1995). Diversos estudos
confirmam que as diferencas de temperatura e humidade sdo fatores importantes para
a diversidade de espécies de Fusarium (MARIN et al., 2012).

Ndo sé condi¢des do clima, como também, as praticas culturais, nomeadamente,
fertilidade do solo, utilizacdo de herbicidas e inseticidas, rega, densidade de plantas e a
suscetibilidade dos hibridos sdo os principais fatores para maior incidéncia do fungo na
planta, bem como, a sua diversidade filogenética (MARIN et al., 2012).
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Na Alemanha, realizou-se um ensaio para identificar e perceber a predominancia de que
espécies de Fusarium existia nos campos de milho (Goertz et al., 2010). Foram isoladas e
identificadas 13 espécies de Fusarium como agentes patogénicos da doenca fusariose no
milho em 2006 e 2007. Em 2006, a espécie predominante foi o F. verticillioides, onde 80%
das amostras estavam infetadas com esta espécie. O F. graminearum, o F. proliferatum e
o F. equiseti foram associados a fusariose com frequéncias acima dos 50%. O F.
subglutinans foi isolado em apenas 11% das amostras de milho em 2006. Em 2007, o F.
graminearum foi o que apresentou maior presenga nas amostras de milho. A incidéncia
do F. verticillioides, do F. proliferatum como do F. equiseti, foi abaixo dos 10%, enquanto
o F. subglutinans 40% das amostras. Observaram que existiu uma grande variabilidade de
ano para ano, naincidéncia do F. verticillioides, F. proliferatum, F. equiseti como também
do F. subglutinans e F. graminearum, o que & bem explicado das diferencas significativas
da temperatura e precipitacdo durante o periodo de crescimento. O periodo de
crescimento do ano 2006 foi caracterizado por baixa precipitacdo e altas temperaturas,
enguanto no ano 2007, baixas temperaturas e precipitacdo bastante abundante durante
o desenvolvimento da planta. Concluiram entdo que as diferencas de temperaturas e
precipitacdo afetam a incidéncia das espécies de Fusarium na cultura do milho.

J& em Espanha, ndo se verificaram que as diferencas ambientais que existiam de ano
para ano afetassem a presenca do F. verticillioides, que foi sempre a espécie prevalente
no milho, em todos os locais analisados, sendo seguida por F. subglutinans (Aguin et al.,
2014).

Este trabalho mostrou a presenca de F. verticillioides em 50% das amostras testadas,
confirmando a prevaléncia de F. verticillioides em Espanha, no entanto ndo foram
identificados isolados de F. subglutinans. Em Portugal, a predominancia foi de F.
subglutinans, tendo sido detetado em mais de 45% das amostras, tendo F. verticillioides
sido detetado em 12% das amostras.

Outras espécies foram identificadas com menos predominancia, no entanto com alguma
preocupagdo por pertencerem ao complexo que provoca maiores quebras de produgdo
e de rendimento.

O clima parece ser um fator muito importante, de forma a influenciar a incidéncia de

diferentes espécies de Fusarium no milho. No caso, do presente estudo, tanto Espanha
como Portugal sdo caracterizados por apresentarem um clima mediterranico.
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Para melhor compreender a diversidade das espécies de Fusarium em Portugal e em
Espanha, este estudo devera ser repetido noutros anos para verificar as diferencas em
termos de variedade de isolados, como observado ser essencial em estudos anteriores
(Goertz et al., 2010).

Na realizacdo do ensaio experimental, verificou-se que em todos os casos as plantas ndo
apresentaram qualquer tipo de sintomas na parte drea da planta, tanto ao fim de 15 dias
como ao fim de um més. No entanto, observou-se que as plantas que cresciam no mesmo
meio onde estava inoculado o agente patogénico M. maydis, apresentavam maior
dificuldade em emergir. Apds os 15 dias, ao retirar as plantas dos vasos nao se verificou
gualquer tipo de sintoma na raiz da planta. No entanto, ao fim de um més verificou-se
que as raizes na presenca de M. maydis apresentavam necroses.

O aparecimento de necroses nas raizes pode ser devido ao substrato de crescimento do
M. maydis, este substrato ndo se revelou ideal para o crescimento das plantas em
emergir, e atrasos no crescimento. E pouco provéavel as necroses serem causadas pela
presenca de M. maydis, uma vez que ndo foi detetado.

Apesar de alguns estudos anteriores mostrarem retardamento no crescimento de plantas
inoculadas com Fusarium (Oren et al., 2003), neste trabalho isso ndo foi observado, tal
como também verificado em outros estudos, em Espanha (Jurado et al., 2006), que
mostrou a presenca do F. verticillioides e do F. proliferatum em plantas de milho que ndo
mostraram sintomas visiveis de fusariose.

Também (Munkvold et al., 1997), confirmaram que o F. verticillioides consegue infetar as
plantas de milho sistémicamente sem causar qualquer tipo de sintoma, e que a infecdo
pode progredir até a fase final da producdo de grdos.

O ensaio realizado por (Lee et al., 2009), considerou o F. verticillioides, como um fungo
endofitico, podendo comportar-se como patogénico apenas em algumas situagdes,
podendo ocorrer sintomas ou ndo da doenga na planta.

De qualquer forma, seria importante um periodo de ensaio mais longo para confirmar a
existéncia ou ndo de sintomas de ambas doencas.

A realizacdo do gPCR, permitiu verificar que houve entrada do fungo Fusarium na planta,

guer no ensaio sé com Fusarium, quer no ensaio com Fusarium mais M. maydis. No caso
do ensaio com Fusarium, o fungo foi detetado apenas na raiz, no entanto, no ensaio
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Fusarium com M. maydis, o Fusarium foi detetado na raiz e no colo das plantas. Para o
caso dos vasos com apenas M. maydis, e nos vasos com ambos os fungos nao existiu
deteg¢dao do M. maydis nem na raiz nem no colo.

Além de percebermos se houve entrada dos fungos na planta ou ndo, conseguimos
observar a diferenca que existe na quantificacdo do Fusarium na raiz e no colo. Nas
plantas apenas inoculadas com Fusarium, este fungo foi apenas detetado na raiz, quer ao
dia 15, quer ao dia 30, sendo neste ultimo a média dos Cts mais baixa (34,64) que no dia
15 (35,09), o que significa que o fungo foi encontrado em maior quantidade no dia 30,
tendo continuado a sua progressao na planta. Ndo foi detetado Fusarium no colo durante
os 30 dias de ensaio, no entanto, o prolongamento do ensaio seria importante para
verificar esta possibilidade.

Nas plantas inoculadas com ambos os fungos, o Fusarium foi detetato no dia 15 naraiz e
no colo, com uma média de Cts de 29,96 e 28,22, respetivamente, e no dia 30 apenas na
raizcom uma média de Cts de 29,47. Estes valores mostram que o Fusarium esta presente
em maior quantidade no ensaio Fusarium mais M. maydis, para além disso, foi detetado
no colo, ao fim de 15 dias, embora ndo o tenha sido ao fim de 30 dias. A maior quantidade
de Fusarium nas raizes pareceu ajudar na progressao do fungo para o colo da planta. O
facto de ndo ter sido detetado Fusarium no colo das plantas neste mesmo ensaio, ndo
era expectavel, especialmente porque no dia 30 o Fusarium foi encontrado em maior
guantidade nas raizes do que no dia 15. Ndo serd de descartar uma possivel falha técnica
de detecdo, nomeadamente problemas na extracdo de DNA, pelo que seria interessante
repetir este teste. Estudos anteriores de quantificacdo do fungo F. verticillioides
mostraram que a quantificacdo na raiz ao fim de 15 dias apresentou um valor muito
superior ao do colo (cerca do dobro) enquanto que ao fim de 30 dias, os valores na raiz
baixaram e apresentaram valores idénticos ao do colo (Flavia et al., 2004), mostrando
gue a incidéncia do fungo na raiz vai diminuindo ao longo do tempo, no entanto no que
diz respeito ao colo a quantificacdo é maior ao fim de 30 dias. Estes resultados , tais como
0s obtidos neste trabalho, mostram que a entrada do fungo se da pela raiz. Diversos
autores tém citado que o F. verticillioides causa a podriddo radicular no milho.
Logicamente, pela evolucdo da doenca, ou seja, com o crescimento do micélio, o fungo
conseguira atingir outros orgdos da planta, nomeadamente o colo.

O aparente maior sucesso do Fusarium no ensaio em que foram usados os dois agentes
patogénicos, em relacdo ao ensaio em que foi usado apenas Fusarium, parecia sugerir
gue a presenca de M. maydis ajudasse ao crescimento de Fusarium, no entanto, o facto
de ndo se ter detetado M. maydis nas plantas remete para a diferenca nos substratos
utilizados. O facto de o substrato de crescimento de M. maydis ser menos poroso, fez
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com que as plantas mostrassem algum atraso e dificuldade no crescimento. O stress
causado pode estar na origem de uma mais facil colonizacdo do Fusarium nestas plantas
e portanto na sua maior dete¢do nos vasos do ensaio Fusarium mais M. maydis.

De facto, estudos realizados em algodao (SABET et al., 1966), mostraram que poderia ser
expectdvel um menor crescimento de Fusarium quando na presenca de M. maydis e ndo
0 contrario, uma vez que o M. maydis mostrou tornar as raizes da planta menos
adequadas para a progressdao do Fusarium. No entanto, os mesmos autores, quando
usaram plantas de milho, concluiram que o F. oxysporum ndo exerceu qualquer tipo de
efeito aprecidvel na agressividade do M. maydis.

Outros estudos (Lee et al., 2009), mostraram que quando F. verticillioides foi inoculado
simultaneamente com Ustilago maydis, a gravidade da doenca no milho, diminui
significativamente, sugerindo que o F. verticillioides inibiu a infecdo de Ustilago maydis
no inicio do desenvolvimento da doenca.

Serd essencial repetir o ensaio, prolongando o tempo e usando substratos mais
adequados ao desenvolvimento das plantas para perceber a influéncia que estes fungos
exercem um no outro.

O facto de ndo se ter detetado M. maydis em nenhum dos ensaios pode estar relacionado
com a duracdo do ensaio. Estudos anteriores (Tej et al., 2018), mostraram que so6 se
conseguiu quantificar o agente patogénico M. maydis ao fim de 6 semanas, mostrando
gue este fungo necessita de um periodo longo para entrar no interior da planta.

Outra hipdtese que surgiu para ndo existir qualquer quantificacdo do agente patogénico
M. maydis no milho, foi a utilizagdo de uma variedade de milho mais tolerante a este
fungo (hibrido P0933 com ciclo FAO-500). Esta apresenta maior tolerdncia ao agente
patogénico, afetando a agressividade do fungo e atrasar a entrada do M. maydis na planta
(Garcia-Carneros et al., 2012).

Menos provavel é que o Fusarium tenha interferido no desenvolvimento de M. maydis,

uma vez que o M. maydis também ndo foi detetado em plantas inoculadas apenas com
este fungo. Seria necessario um novo ensaio para perceber se tal acontece.
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6. Conclusdo

No nosso estudo através da recolha de amostras de plantas de milho em diferentes locais
tanto de Espanha como em Portugal pretendeu-se identificar isolados de Fusarium sp. e
M. maydis presentes. Inicialmente foi feita uma sele¢do dos isolados a partir de
caracteristicas morfoldgicas, com base em diferentes cores e texturas que cada um
apresentava em placa, assim como pela morfologia dos esporos observados ao
microscopio. Tal permitiu verificar a presenca apenas de 69 isolados do género Fusarium.
De seguida, procedeu-se a identificacdo molecular das espécies de Fusarium por PCR.
Para tal foram utilizadas duas regides do genoma, elongation factor e B-tubulina, com os
respetivos primers Fa+7 e Ra+6 e T1 e T22. O par de primers Fa +7/Ra+6 permitiu
identificar um maior numero de espécies (31), esta identificacdo foi complementada
pelos primers T1 /T22, que permitiu identificar 25, totalizando 40 isolados identificados
a nivel de espécie.

A espécie de Fusarium sp. que apresentou maior incidéncia foi o Fusarium verticillioides,
em Espanha enquanto que em Portugal foi o F. subglutinans. A espécie escolhida para o
ensaio experimental foi o F. verticillioides.

O ensaio experimental que consistiu no estudo da interacdo entre Fusarium e M. maydis,
mostrou que apenas o0 Fusarium entrou nas raizes das plantas de milho, tendo sido
encontrado nestas em maior quantidade, no ensaio onde se combinou Fusarium com M.
maydis, onde também foi encontrado no colo. Tal resultado parece ter sido devido ao
diferente substrato utilizado na situagdo da mistura com Fusarium e M. maydis, que
causou um maior stress nas plantas, e ndo devido a presenca de M. maydis, o qual ndo
foi detetado em nenhuma situacdo.

Como ndo existiu qualquer quantificagcdo do M. maydis, ndo podemos concluir que tal
seja resultado de qualquer interagdo com Fusarium, até porque o mesmo aconteceu no
ensaio com apenas M. maydis, mas sim que, e como foi anteriormente referido em varias
investigacOes, este necessitava de mais tempo para entrar na planta.

Em ensaios futuros deve-se alongar o periodo experimental, para que o agente

patogénico responsavel pela murchiddo tardia do milho tenha tempo de entrar na planta
e sO ai observar a relagdo entres estes dois fungos.
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8. ANEXOS

Anexo |- Quadro das amostras que deram positivo e negativo com os diferentes
primers utilizados no PCR, nomeadamente T1/T22 e Fa+7/Ra+6

Ndmero do Isolado Local de Origem Identificagdo molecular

- - Fa+7/Ra+6 T1/T22
) Fusarium
1 Portugal Fusariumsp-— 1 ¢ potutinans
2 Espanha - -
3 Portugal * FUSG_”Um
mangiferae
Fusarium
p | -
4 ortuga subglutinans
. Portugal Fusa.r/ur'n B
equiseti
6 Portugal - .
3 5
7 Espanha Fusarium sp. u'sarlum
proliferatum;
‘ Fusarium
8 Portugal Fusarium sp. verticillioides
9 Portugal - .
10 Portugal - .
Fusarium
p ! Fusarium sp-
11 ortuga subglutinans seanim =
12 Portugal - .
13 Portugal - .
14 Portugal - .
Fusarium
Portugal Fusarium sp.
15 8 P subglutinans
16 Portugal * FUSOf’U_m
Oxysporium
17 Portugal N P
5 5
18 Portugal Fusarium sp. il
subglutinans
19 Portugal - .
20 Portugal Fusar/bum Fusarium sp.
subglutinans
21 Portugal - .
Fusarium Fusarium
22 Portugal verticillioides verticillioides
Fusarium
Portugal Fusarium sp.
23 ortuga subglutinans Hearim sp
24 Portugal - .
75 Portugal - .
Fusarium %
26 Portugal subglutinans
27 Portugal Fusa.r/urﬁ )
equiseti
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Fusarium
p | *
28 ortuga subglutinans
5 .
29 Portugal usarium Fusarium sp.
oxysporum
30 Portugal Fusar/.um Fusar/.um
subglutinans subglutinans
31 Portugal - -
32 Portugal - -
33 Portugal - -
Fusarium
p | -
34 ortuga subglutinans
35 Portugal * -
36 Portugal * Fusarium
oxysporum
37 Portugal * -
Fusarium Fusarium
38 Portugal verticillioides verticillioides
39 Portugal - -
40 Portugal Fusarium sp. -
Fusarium
*
41 Portugal proliferatum
42 Portugal Fusa-r/urrz -
equiseti
43 Portugal Fusarium *
oxysporum
a4 Portugal Fusar{um Fusar/'um
subglutinans. subglutinans
5 5
45 Portugal usarium *
oxysporum
46 Portugal Fusa'r/um -
equiseti
I3 :
47 Portugal usarium -
oxysporum
48 Espanha * -
49 Espanha - -
50 Espanha - -
Fusarium
E -
21 spanha brachygibbosum
Fusarium Fusarium
E h
22 spanha proliferatum proliferatum
53 Espanha Fusa'r/um -
equiseti
. Fusarium
54 Espanha Fusarium sp. verticillioides
Fusarium Fusarium
>3 Espanha verticillioides verticillioides
56 Espanha - -
Fusarium .
57 Espanha verticillioides Fusarium sp.
58 Espanha - -
Fusarium
E h F 1 .
59 spanha proliferatum usarium sp
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60

61
62
63
64
65
66
67
68
69

Espanha

Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha

Fusarium Fusarium
verticillioides verticillioides

* Produtos de amplificacdo de PCR que, apds sequenciacdo, nado foi possivel a identificagdo.

Anexo llI- Valores Ct dos vasos apenas com Fusarium verticillioides

Valores de Ct nas raizes | Valores de Ct Valores de Ct no controlo Valores de Ct da semente
no colo negativo (raiz e colo) (Controlo negativo)

34,12 38,07 37,37 37,54

34,31 37,90 37,27 36,06

28,95 - 38,34 37,89

29,15 - 38,09 37,43

38,16 38,79 36,10 39,02

39,41 38,65 36,58 39,73

37,64 38,54 - 27,52

38,94 39,05 - 27,98

38,00 37,35 - 28,00

37,93 37,49

32,17 36,16

32,34 35,43

31,07 35,66

31,04 35,14

37,33 -

37,23 -
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Anexo llI- Valores Ct do F. verticillioides na mistura com ambos os fungos

Valores de Ct na raiz

Valores de Ct

Valores de Ct no controlo

Valores de Ct no controlo

no colo negativo (raiz e colo) negativo (semente)
34,52 28,08 30,48 -
25,47 28,35 30,53 -
28,83 26,20 39,03 38,73
28,83 26,27 38,11 38,59
29,92 34,65 - 28,21
30,18 33,99 - 27,88
31,00 - - 27,59
30,93 -
34,63 27,54
36,58 27,68
27,93 36,68
27,68 36,71
28,10 35,35
28,13 36,41
30,69 36,46
30,95 36,46
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