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RESUMO GERAL

O Brasil € um dos maiores produtores e consumidores de milho (Zea mays L.) do mundo e a
fusariose, causada por Fusarium verticillioides, seja em espigas ou no colmo, € um problema
recorrente quando condi¢Ges ambientes favorecem o surgimento de epidemias no campo ou
em armazenamento. O presente trabalho teve como objetivos caracterizar por meio de
cruzamentos sexuais, isolados de F. verticillioides dos trés principais climas zonais que se
cultiva milho no Brasil. Através de cruzamentos de isolados do campo de F. verticillioides,
com testadores de G. moniliformis; e determinar a taxa de fertilidade, frequéncia de
hermafroditismo, e tamanho efetivo da populagdo. Dos 300 isolados estudados, 231 tiveram
cruzamento fértil. Os tipos de acasalamento MAT-1 e MAT-2 segregaram numa Proporcéo
105:126. Entre os 231 isolados férteis, 96 se comportaram como hermafroditas e 135 como
fémeas estéreis. Na populacdo total, do Brasil, levando em consideracdo o tipo de
acasalamento, o tamanho efetivo da populacdo Ne(n:), foi de 99% da populagédo total, e
tomando por base a frequéncia de hermafrodita , o tamanho efetivo Ne(;) foi de 83% da
populacdo total. Quando o numero total de isolados € subdividido em trés populacGes
distintas, baseado nas condigdes de clima de local de coleta dos isolados, as frequéncias de
hermafroditas foram; 33 hermafroditas dentre 80 isolados férteis do Clima Zonal Tropical
Equatorial (ZTE), com 47 se comportando como fémea estéril; 14 hermafroditas dentre 78
isolados ferteis do Clima Zonal Temperado (ZT), com 64 se comportando como fémea estéril;
e 49 hermafroditas dentre 73 isolados do Clima Zonal Tropical Brasil Central (ZTBC), com
apenas 24 se comportando como fémea estéril. O tamanho efetivo das populacGes
representadas por isolados dos climas ZTE, ZT e ZTBC, foram Ne(mt) = 99, 100, 97 e Ne(s) =
83, 52, 96 respectivamente, expresso em porcentagem do nimero total de individuos de cada
populacdo. A populacdo brasileira de F. verticillioides analisada apresenta alto indice de
fertilidade e tamanho efetivo, sugerindo a possibilidade de frequente reproducdo sexuada no
campo. Aparentemente, existe uma tendéncia de maior fertilidade da populacdo em latitudes

menores, representadas pelo clima tropical.

Palavras-chaves: Gibberella moniliformis, parametros de reproducéo sexual, fertilidade

feminina.
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GENERAL ABSTRACT

Brazil is one of the biggest producers and consumers of maize (Zea mays L.) in the world and
the fusariosis caused by F. verticillioides, on ears and or on stalk, is a recurrent problem when
environmental conditions favor epidemics in the field or in storage. The present study aimed
to characterize through crosses the F. verticillioides isolates from the three main climatic
zones where maize is grown in Brazil. The fertility and effective population size were
calculated from data generated by crossing field isolates with female fertile testers of F.
verticillioides. For the entire population, 231 out of 300 isolates were cross-fertile with tester
isolates. MAT-1 and MAT-2 idiomorphs of the fertile isolates segregated in a 105:126 rate.
Female isolates (hermaphrodites) were 96 out of 231 fertile isolates, while 135 were male
only isolates. The Ne(m;) was 99% of the count for the Brazilian population when the mating
type idiomorphs were used as predictors in the estimative of the population size. But when
this calculation was made on the basis of the female fertile isolates the Ne(s) was 83%. When
the total population is divided into sub-populations representing climatic zones, the
frequencies of female fertile isolates were 33 out of 80 fertile isolates from the Equatorial
Tropical Zonal Climate (ETZC); 14 out of 78 fertile isolates from the Temperate Zonal
Climate (TZC); and 49 out of 73 fertile isolates from the Tropical Central Brazil Zonal
Climate (TCBZ). The effective population size expressed in percentage of the total number of
individual in each population for the three populations represented by isolates from the ETZC,
TZC and TCBZ were Ne(m) =99, 100, 97 and Ne(r) = 83, 52, 96 respectively. The Brazilian
population of F. verticillioides shows high fertility and high effective population size,
suggesting the possibility of frequent sexual reproduction in the field. Apparently there is a
tendency of higher fertility in populations established at low latitudes, represented by the

tropical climate.

Keywords: Gibberella moniliformis, parameters of sexual reproduction, female fertility.
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FREQUENCIA DE HERMAFRODITAS E DISTRIBUICAO DE TIPOS DE
ACASALAMENTO EM POPULACOES DE Fusarium verticillioides ASSOCIADAS AO
MILHO EM DIFERENTES ZONAS CLIMATICAS DO BRASIL

INTRODUCAO GERAL

1. A Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) é uma planta monocotiledénea, pertencente a Divisdo
Magnoliophyta, Classe Liliopsida, Subclasse Commelinidae, Ordem Poales, Familia Poaceae,
Subfamilia Panicoideae, Tribo Andropogonea, Género Zea (FANCELLI, 1983).

Mundialmente € cultivado entre as latitudes 58° Norte e 40° Sul, distribuido nas mais
diversas altitudes, encontrando-se desde localidades situadas abaixo do nivel do mar até
regibes com mais de 2.500 m de altitude (FANCELLI; DOURADO NETO, 2004). Em
regibes cuja precipitacdo varia de 300 a 5.000 mm anuais, pode-se observar o cultivo do
milho, sendo que a quantidade de dgua consumida por uma lavoura de milho durante o seu
ciclo de vida estd em torno de 600 mm (MAGALHAES; DURAES, 2006). Em relacio a
temperatura, a condicdo Otima varia com os diferentes estddios de crescimento e
desenvolvimento da planta, sendo que os limites extremos tolerados compreendem entre 10°C
e 30°C. Ja em relacdo ao fotoperiodo, o milho é considerado uma planta de dias curtos,
embora algumas cultivares tenham pouca ou nenhuma sensibilidade as variacdes do
fotoperiodo (CRUZ et al., 2010).

O ciclo de vida da cultura varia entre 100 e 180 dias, em funcdo da caracterizacdo dos
genotipos (superprecoce, precoce e tardio) e pode apresentar variacdes de acordo com as
condicdes climaticas, especialmente a temperatura (REZENDE et al., 2004). Durante o
desenvolvimento da cultura, a mensuracdo do ciclo em dias tem demonstrado inconsisténcia,
isso se deve ao fato de que o tempo de duracdo de subperiodos de desenvolvimento da planta
estd associada as variagdes das condigdes ambientais e ndo ao nimero de dias, pois as plantas
apresentam uma temperatura minima abaixo da qual interrompem as suas atividades
fisiologicas; uma faixa satisfatoria de temperatura para o seu desenvolvimento adequado; e
uma temperatura maxima efetiva acima da qual a taxa respiratéria supera a producdo de
fotoassimilados (BARBANO et al., 2001).

Em funcéo de seu potencial produtivo, composi¢do quimica e valor nutritivo, o milho,
se constitui em um dos mais importantes cereais cultivados e consumidos no mundo.

Apresenta um papel importante na economia mundial, devido a sua multiplicidade de



aplicacdes, quer na alimentacdo humana quer na alimentagcdo animal, assume relevante papel
socioecondmico, além de constituir-se em indispensavel matéria-prima para indmeros
complexos agroindustriais (FANCELLI; DOURADO NETO, 2004).

Sua importéncia econdmica é caracterizada pelas diversas formas de sua utilizag&o,
que vao desde a alimentacdo animal até a industria de alta tecnologia, como a producéo de
filmes e embalagens biodegradaveis. Cerca de 70% da producdo mundial de milho € destinada
a alimentacdo animal, podendo este percentual chegar a 85%, em paises desenvolvidos. Em
termos gerais, apenas 15% de toda a producdo mundial destina-se ao consumo humano, de
forma direta ou indireta (PAES, 2006).

A grande importancia do milho na alimentacdo humana e de animais esté relacionada
principalmente com suas propriedades nutricionais (alto teor de amido, proteinas, éleos e
vitaminas), tornando-o componente basico da dieta de muitas populacGes. Esta presente em
mais de 500 produtos alimenticios e é constituinte principal na producdo de inUmeras ragdes
animais (FIGUEIRA et al., 2003). Alem da aplicacao alimenticia, a utilizacdo de derivados do
milho estendem-se as industrias quimica, farmacéutica, de papel, téxtil, entre outras de
aplicagdo ainda mais nobres (PAES, 2006).

A participacdo desta cultura no mercado mundial esta aumentando devido a producao
de etanol, principalmente em regides onde o clima para o cultivo de cana-de-aclcar €
desfavoravel, como nos Estados Unidos da América (EUA) (TSUNECHIRO; PEREZ, 2007).

De acordo com United States Department of Agriculture (2013), os maiores
produtores mundiais de milho sdo os EUA, China e Brasil, que, na safra de 2011/2012,
produziram 314, 193 e 73 milhGes de toneladas, respectivamente, de uma producdo mundial
total de 882 milhdes de toneladas. Assim, esses trés paises juntos representam 66% da
producdo mundial de milho.

O mercado mundial de milho é abastecido basicamente pelos EUA, Brasil, Ucrania e
Argentina, que juntos lideraram as exportacdes do produto em 2012. Segundo Duarte et al.
(2006), a principal vantagem destes paises € uma logistica favoravel, que pode ser decorrente
da excelente estrutura de transporte, no caso dos EUA, e a proximidade dos portos na
Argentina. O Brasil eventualmente participa deste mercado, porém, a instabilidade cambial e
a deficiéncia da estrutura de transporte até aos portos tém prejudicado o pais na busca de uma
presenca mais constante no comércio internacional de milho.

No Brasil, 0 milho é cultivado em praticamente todo o territério nacional, com 13,8
milhdes de hectares cultivadas com a cultura na safra 2010/2011, sendo o estado do Parana o

maior produtor, 13,5 milhdes de toneladas na safra 2010/2011, seguido pelos estados do Mato



Grosso, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2012).

A producdo de milho no Brasil tem-se caracterizado pela divisdo em duas épocas de
semeadura. A semeadura de verdo, ou primeira safra, é realizada na época tradicional, durante
0 periodo chuvoso, que varia entre fins de agosto na regido Sul até os meses de outubro a
novembro no Sudeste e no Centro Oeste do pais. A segunda safra, também chamada de
safrinha, € caracterizada pela semeadura entre os meses de janeiro e fevereiro, mar¢o e mais
adiante em sistemas irrigados, com rendimentos semelhantes a primeira época, apos a colheita
da safra normal, visando o aproveitamento das chuvas remanescentes antes do periodo da
seca, com predominio na regido Centro Oeste e nos estados do Parand e Sdo Paulo. Essa
modalidade de cultivo tem adquirido importancia nos ultimos anos em consequéncia das
poucas alternativas econbmicas viaveis para a safra de outono/inverno, constituindo-se em
instrumento fundamental para o complemento no abastecimento do milho no pais (SHIOGA;
OLIVEIRA; GERAGE, 2004).

No Nordeste brasileiro, apesar da baixa produtividade, o milho esta entre os produtos
agricolas mais importantes, isto se deve a sua participacdo na formacdo da renda agricola, na
ocupacdo de parcelas consideraveis da populacdo rural e, principalmente, pela sua
contribuicdo na alimentacéo animal (CARVALHO et al., 1999).

Apesar de o Brasil situar-se entre 0s maiores produtores e exportadores de milho no
mundo, o rendimento médio, que foi aproximadamente 4000 kg por hectare na safra
2010/2011, é bem inferior ao rendimento médio de paises como EUA e Argentina, onde
superam 9000 kg por hectare Sul (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2012). Segundo Fancelli (2000), o rendimento do milho pode ser
influenciado pela densidade de plantio, disponibilidade hidrica, fertilidade do solo, potencial
produtivo do hibrido, manejo de plantas daninhas, aléem de pragas e doencas. Nesse sentido,
ressalta-se que as doencas da cultura, provocadas por fitopatdgenos representam um potencial
de perdas de produtividade que varia de 8 a 13% (OERKE, 2006).

Dente as doencas do milho, destacam-se as podriddes de espigas, causadas por fungos,
diminuindo a producdo e causando danos nos grdos produzidos, denominados de grdos
ardidos. Sao considerados graos ardidos, aqueles atacados por patégenos e/ou que sofreram
algum tipo de injdria que leva a alteracdo de cor, fermentacdo em toda area do germe ou em
qualquer outra parte do endosperma (BRASIL, 1996). Porém, em termos fitopatoldgicos,
apenas gréos infectados por fungos sao considerados “ardidos”, os quais sdo caracterizados

principalmente por sintomas de alteragdo da coloragdo (TRENTO; IRGANG; REIS, 2002),



estrias brancas no pericarpo e estruturas fangicas como crescimento micelial sobre os graos
(DESJARDINS et al., 1998).

Os agentes causais de podriddes de espiga, e consequentemente dos gréos ardidos
mais comumente encontrados em milho sdo espécies dos géneros Aspergillus,
Cephalosporium, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, e Stenocarpella (PINTO, 2001).
Dentre as espécies do género Fusarium, as cinco principais contaminantes em graos sdo: F.
equiseti (Corda) Saccardo; F. graminearum Schwabe; F. sporotrichioides Sherbakoff; F.
poae (Peck) Wollenweber; e F. verticillioides Sacc. Nirenberg (JIMENEZ et al., 2000).

Os gréos ardidos constituem-se num dos principais problemas de qualidade do milho,
devido a possibilidade da presenca de micotoxinas, tais como aflatoxinas (Aspergillus flavus
Link e A. parasiticus Speare), fumonisinas (F. verticillioides), toxina T-2 (F.
sporotrichioides), zearalenona (F. graminearum e F. poae), vomitoxinas (F. moniliforme
Sheld.), entre outras (OLIVEIRA et al., 2009). As micotoxinas sdo metabodlitos secundarios
produzidos por fungos, relevantes devido a bioatividade associada a efeitos toxicos em
humanos, animais e plantas (PLACINTA; D"MELLO; MACDONALD, 1999).

2. Historico sobre a evolucdo no conhecimento de Fusarium verticillioides associado

ao milho

O género Fusarium, classificado cientificamente no Dominio Eukarya, Reino Fungi,
Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Nectriaceae ¢
composto por mais de 1400 nomes de taxons dentre as categorias de espécies, subespécies,
variedades e formae speciales, segundo dados do Index Fungorum (2013). Os fungos desse
género apresentam uma ampla distribuicdo geografica, tendo espécies cosmopolitas e outras
com ocorréncia restrita a determinados ambientes, ocorrendo, predominantemente, nas
regibes tropicais e subtropicais ou em condi¢des de clima frio das regides temperadas
(BURGESS et al., 1994).

Muitas espécies pertencentes a este género sdo patdgenos importantes de plantas e/ou
produzem micotoxinas que apresentam graves perigos para a saude humana e animal
(AGRIQS, 2005).

O género pode ser definido como fungo de campo, devido a capacidade de produzir

toxinas em estadio de pré-colheita. Capaz de interagir com diferentes espécies de plantas,



especula-se que grdos e fragmentos de plantas mortos serviriam como substrato para sua
permanéncia no campo e, infectar uma cultura subsequente (BULLERMAN; TSAI, 1994).

Algumas espécies do género Fusarium sdo frequentemente associadas a espigas de
milho (PINTO, 2001; TRENTO et al., 2002). Podendo causar doenca em todos os estadios de
desenvolvimento da planta, porém também podem infectar a planta sem causar sintomas.
Espécies, como F. verticillioides e F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg, causam podriddes
de espiga de milho, resultando na formagéo dos gréos ardidos (DESJARDINS et al., 1998).

Entre as espécies de Fusarium que causam doencas no milho, destaca-se F.
verticillioides (sindbnimo, F. moniliforme; teleomorfo, Gibberella moniliformis Wineland),
agente causal da podriddo rosada do milho. A espécie apresenta uma distribuicdo ampla,
ocorrendo tanto nas zonas temperadas Umidas e sub-Umidas como nas tropicais e subtropicais,
citando-se a América Central, Alemanha, Australia, Canada, EUA, Filipinas, Indonésia, Japdo,
Nova Zelandia Peru e Sul da China (BURGESS; SUMMERELL, 1992). F. verticillioides ndo
€ um patogeno exclusivo de milho, ja& foi relatado em mais de 31 espécies de plantas
(UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2013).

A especie pertence a secdo Liseola que corresponde aproximadamente ao complexo
Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw (GFSC). O termo GFSC deve ser dado preferéncia
nas citacdes, pois representa um agrupamento natural monofilético (LESLIE; SUMMERELL,
2006). Este complexo de espécies é subdivido em pelo menos 12 espécies biologicas (“mating
populations”), geneticamente distintas (F. circinatum Nirenberg e O'Donnell, F. fujikuroi
Nirenberg, F. konzum Zeller, Summerell e Leslie, F. mangiferae Britz, Wingf. e Marasas, F.
nygamai Burgess e Trimboli, F. proliferatum, F. sacchari (Butler e Hafiz Khan) Gams, F.
sterilinyphosum Britz, Marasas e Wingf., F. subglutinans (Wollenw. e Reinking) Nelson,
Toussoun e Marasas, F. thapsinum Kilittich, Leslie, Nelson e Marasas, F. tupiense Lima, F.
verticillioides) (LIMA et al., 2012). Que se agrupam em mesmo clado filogenético, quando
comparado com outras espécies de Fusarium de acordo com Watanabe et al. (2011).

O’Donnell; Cigelnik e Niremberg, (1998) reconheceram 46 espécies dentro do GFSC
distribuidas em oito “mating populations” designadas de A, B, C, D, E, F, G e H. As “mating
populations” A e D produzem elevado nivel de fumonisinas, enquanto que as outras
produzem pouco, ou ndo sdo produtoras. Espécies bioldgicas pertencentes as populaces A, D
e E sdo encontradas no milho, com predominancia da populacdo A (F. verticillioides) e D (F.
proliferatum) (LESLIE et al., 1992).

Fusarium verticillioides possui microconidiéforos sem ramificacbes formadas no

micélio aéreo, com 1-3 alongamentos simples de fidlides. Apresenta duas formas de esporos,



0s microconidios e os macroconidios. Os microconidios sdo unicelulares, clavados com base
redonda ou truncada e os macroconidios sdo delgados e septados (3-7 septos), retos ou
ligeiramente curvos, fusiformes com célula apical alongada frequentemente curvada e célula
basal pediculada (célula pé) (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

A temperatura Otima para crescimento de F. verticillioides situa-se entre 22,5 e
27,5°C, ficando a maxima entre 32 e 37°C e a minima entre 2,5 e 5,0°C, porém deve-se
ressaltar que existem variagcbes marcantes entre os isolados, sendo que alguns ndo crescem
abaixo de 6°C e acima de 30°C (BACON; NELSON, 1994). Apesar de crescerem em
diferentes faixas de temperatura, necessitam de alta atividade de dgua e de teores de umidades
acima de 18%. As condicGes 6timas para o desenvolvimento de F. verticillioides em milho
sdo temperatura de 25°C e atividade de agua (aw) de 0,98 (TORRES et al., 2003).

O ciclo de vida de F. verticillioides em milho se inicia com a sua permanéncia restos
de cultura. Os micelios desenvolvidos podem infectar as sementes no solo, desencadeando
infeccdo sistémica, atingindo a espiga. Entretanto, a via de contamina¢do mais efetiva consiste
na disseminacdo de macro e microconidios através do ar e goticulas de chuva, que possibilita
entrada de conidios pelos tecidos ou estigmas florais, atingindo diretamente o gréo
(MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).

Pode ocorrer também infeccéo sistémica, que se inicia a partir de conidios ou micélio
que sdo transportados no interior, ou sobre a superficie da semente. O fungo se desenvolve
dentro da planta jovem, movendo-se das raizes para o caule, e finalmente, para a espiga e
grdos (MUNKVOLD; HELMICH; SHOWERS, 1997).

Embora a colonizacdo fangica ocorra facilmente atraves de aberturas naturais ou
regibes ndo celuloliticas, a estratégia de invasdo nas plantas consiste na secre¢do de enzimas
hidroliticas com énfase a quitinases, celulases, pectinases e proteases (KNOGGE, 1996). A
infeccdo ocorre também através de lesGes na semente, provocadas por passaros ou insetos
(WICKLOW et al., 1988).

Os sintomas provocados por F. verticillioides em grdos de milho variam desde grdos
descoloridos, estrias brancas no pericarpo até severa podridao. Além disso, também é possivel
observar sinais do patégeno como a ocorréncia de um micélio réseo cotonoso sobre a espiga
(DESJARDINS et. al., 1998).

Fusarium verticillioides causa doencas em todos os estadios de desenvolvimento da
cultura do milho, infectando raizes, caule e grdos, e em muitos casos a sua presenca €

ignorada por ndo causar danos visiveis. A infec¢do assintomatica existe na planta e cepas do



fungo transmitidas pela semente séo capazes de se desenvolver sistemicamente afetando os
gréos (BACON et al., 1992).

No final do ciclo da cultura, ap6s a colheita do milho, o fungo pode sobreviver no
periodo de entre safras, colonizando sementes armazenadas. A intensificacdo do cultivo de
milho, com mais de uma safra por ano, principalmente quando sdo realizados cultivos
sucessivos, permite a perpetuacdo e o acumulo de in6culo do patdgeno e assim aumentar
grandemente a incidéncia e severidade da doenga (OLIVEIRA et al., 2009).

Fusarium verticillioides produz vérias toxinas que possuem potencial toxicidade para
seres humanos e animais domesticados. As mais significativas dessas toxinas produzidas por
F. verticillioides sdo as fumonisinas. Uma vez que estas toxinas podem ser detectadas em
grdos de milho, sintomaticos e assintomaticos (NELSON et al., 1993; DESJARDINS et al.,
1995).

As fumonisinas pertencem ao grupo de fusariotoxinas descoberto em 1988
(GELDERBLOM et al., 1998), e constituem metabolito de F. verticillioides de maior
toxicidade envolvido em intoxicagdes de animais (MARASAS, 1995).

A ingestdo de milho e derivados contaminados com fumonisinas é preocupante,
devido a sua associacdo com doencas no homem e em animais. Pois estas podem causar
leucoencefalomalacia em equinos (ELEM), edema pulmonar em suinos e reducdo no
desenvolvimento e imunossupressdo em aves. Em ratos, foi comprovada a acéo hepatotdxica
e hepatocarcinogénica (GELDERBLOM et al.,, 1991). Em seres humanos, estudos
epidemiologicos indicam a provavel associacdo com cancer esofagico e cancer hepatico
primario (UENO et al., 1997).

De acordo com Pinto; Vergas e Preis (2007), o controle da podriddo de espiga em
lavouras comerciais se da principalmente através do uso de genoétipos resistentes e de
arquitetura desfavoravel a infeccdo, como espigas que dobram para baixo ap6s sua maturacéo.
Mas também envolve a utilizacdo de cultivares resistentes, de sementes livres dos patdgenos,
a destruicdo de restos culturais de milho infectados e a rotacdo de culturas (OLIVEIRA et al.,
2009).



2.1. Compatibilidade sexual e sua importéncia no estudo de populagdes de Fusarium

verticillioides

Membros do GFSC sdo geralmente heterotalicos, como por exemplo, F. verticillioides.
Para que ocorra reproducdo sexual é necessaria a interacdo entre dois esporos
morfologicamente indistinguiveis, mas fisiologicamente distintos, sendo a reproducédo
governada por dois alelos em um mesmo loco MAT-1 e MAT-2. Para o sucesso de um
cruzamento, um isolado deve possuir o alelo MAT-1 e o outro isolado sexualmente compativel
deve conter o alelo MAT-2 (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Sendo assim, fungos
heterotalicos s6 podem se reproduzir sexualmente, se isolados do tipo de acasalamento oposto
estiverem presentes (KRONSTAD; STABEN, 1997).

Alem do tipo de acasalamento, a natureza do sexo: masculino/ feminino/ hermafrodita,
dos participantes no acasalamento, confere uma maior complexidade a interacdo de
acasalamento. O progenitor a partir do qual se originou o gameta masculino é denominado o
progenitor masculino, enquanto o micélio parental sobre o qual se desenvolve a estrutura
reprodutiva feminina é denominado o progenitor feminino. O gameta masculino pode ser um
esporo produzido assexuadamente, sexuadamente, ou um fragmento de micélio. A estrutura
fémea € geralmente muito mais elaborada, exigindo um alto grau de especializacdo celular e o
desenvolvimento de uma estrutura altamente organizada. A estrutura reprodutiva feminina
geralmente tem funcdo limitada a reproducdo sexual, enquanto o gameta masculino
geralmente ndo é tdo limitada. O hermafrodita autoestéril é capaz de produzir gametas
masculinos e formar a estrutura reprodutiva feminina. Quando a estrutura feminina é
fertilizada por um gameta masculino, em seguida, a estrutura amadurece produzindo
ascosporos que sdo derivados a partir dos produtos da meiose de um nucleo dipldide
(LESLIE; KLEIN, 1996).

Em teoria, as fungdes do sexo masculino ou do sexo feminino podem ser perdidas
independentemente para gerar isolados que sdo apenas macho, fémea, ou a geracdo de
hermafroditas em equilibrio, dependendo da histéria da populacdo e da estabilidade
ambiental (NAUTA; HOEKSTRA, 1992).

A diversidade genética é geralmente mais prevalente em populacBes que sofrem
reproducdo sexual, do que em populacbes que se reproduzem predominantemente de forma
assexual (MILGROOM; PEEVER, 2003). Populacdes de patdgenos que sofrem frequente

recombinacdo apresentam uma maior chance de superar os genes de resisténcia do
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hospedeiro, do que os patdgenos estritamente assexuados, assim como maior capacidade de
desenvolver resisténcia a fungicidas (MCDONALD; LINDE, 2002).

Comparar o tamanho de diferentes popula¢bes de fungos no campo pode ser dificil.
Mas, o tamanho efetivo da populacdo (Ne) pode fornecer uma estimativa do tamanho relativo
de uma populacédo, para uma populacdo de acasalamento aleatério (CABALLERO, 1994).

Num contexto de genética de populacdo, o tamanho efetivo da populacdo é
normalmente utilizado na avaliacdo de populacdes de campo, devido, muitas vezes, ao
acasalamento ocorrer de forma aleatéria, e nem todos os membros da populacdo deixam o
mesmo numero de descendentes. As equacdes utilizadas para calcular o tamanho efetivo da
populacdo dependem das restricGes colocadas sobre a populacdo, devido a sua estratégia
reprodutiva (CABALLERO, 1994). A frequéncia relativa dos alelos dos tipos de
acasalamento e hermafroditas afeta a facilidade com que a populacdo pode passar pelo ciclo
sexual. Maximos de tamanhos efetivos nestes fungos ocorrem quando os alelos do tipo de
acasalamento estdo presentes numa razdo de 1:1, e todos os isolados sdo autoestéreis
hermafroditas (BRITZ et al., 1998).

Alguns estudos vém sendo realizados, com objetivo de conhecer o potencial de
reproducdo sexual de diferentes populacGes de F. verticillioides. Parametros, como frequéncia
do tipo de acasalamento e fertilidade feminina foram investigados em populacdes de F.
verticillioides na Argentina (CHULZE et al., 2000; REYNOSO; TORRES; CHULZE, 2006),
Costa Rica (DANIELSEN; MEYER; FUNCK, 1998), EUA (LESLIE; KLEIN, 1996),
Filipinas (CUMAGUN, 2007), Italia (VENTURINI, 2011) e Tanzania (MANSUETUS et al.,
1997), gerando o tamanho efetivo da populacdo e caracterizando a reproducdo sexual dentro
da populacdo do campo.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar por meio de cruzamentos, isolados
de F. verticillioides dos trés principais climas zonais que se cultiva milho no Brasil, através de
cruzamentos de isolados do campo de F. verticillioides, com testadores de Gibberella
moniliformis; determinar a frequéncia de hermafroditismo; distribuicdo de tipos de

acasalamento; e calcular o tamanho efetivo da populacéo.
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BRAZIL

RESUMO

O Brasil é um dos maiores produtores e consumidores de milho (Zea mays L.) do mundo e a
fusariose, causada por Fusarium verticillioides, seja em espigas ou no colmo, € um problema
recorrente quando condi¢des ambientes favorecem o surgimento de epidemias no campo ou
em armazenamento. O presente trabalho teve como objetivos caracterizar por meio de
cruzamentos sexuais, isolados de F. verticillioides dos trés principais climas zonais que se
cultiva milho no Brasil. Através de cruzamentos de isolados do campo de F. verticillioides,

com testadores de Gibberella moniliformis; e determinar a taxa de fertilidade, frequéncia de
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hermafroditismo, e tamanho efetivo da populagdo. Dos 300 isolados estudados, 231 tiveram
cruzamento fértil. Os tipos de acasalamento MAT-1 e MAT-2 segregaram numa proporcao
105:126. Entre os 231 isolados férteis, 96 se comportaram como hermafroditas e 135 como
fémeas estéreis. Na populacéo total, do Brasil, levando em consideracg&o o tipo de
acasalamento, o tamanho efetivo da populacdo Ne(n), foi de 99% da populacao total, e
tomando por base a frequéncia de hermafrodita , o tamanho efetivo N¢(s) foi de 83% da
populacdo total. Quando o nimero total de isolados é subdividido em trés populacbes
distintas, baseado nas condicdes de clima de local de coleta dos isolados, as frequéncias de
hermafroditas foram; 33 hermafroditas dentre 80 isolados férteis do Clima Zonal Tropical
Equatorial (ZTE), com 47 se comportando como fémea estéril; 14 hermafroditas dentre 78
isolados férteis do Clima Zonal Temperado (ZT), com 64 se comportando como fémea estéril;
e 49 hermafroditas dentre 73 isolados do Clima Zonal Tropical Brasil Central (ZTBC), com
apenas 24 se comportando como fémea estéril. O tamanho efetivo das populacées
representadas por isolados dos climas ZTE, ZT e ZTBC, foram Ne(m) =99, 100, 97 e Ne(y) =
83, 52, 96 respectivamente, expresso em porcentagem do nimero total de individuos de cada
populacdo. A populacdo brasileira de F. verticillioides analisada apresenta alto indice de
fertilidade e tamanho efetivo, sugerindo a possibilidade de frequente reproducéo sexuada no
campo. Aparentemente, existe uma tendéncia de maior fertilidade da populacdo em latitudes

menores, representadas pelo clima tropical.

Palavras-chave: Gibberella moniliformis, parametros de reproducéo sexual,

hermafroditismo.

ABSTRACT

Brazil is one of the biggest producers and consumers of maize (Zea mays L.) in the world and

the fusariosis caused by Fusarium verticillioides, on ears and or on stalk, is a recurrent
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problem when environmental conditions favor epidemics in the field or in storage. The
present study aimed to characterize through crosses the F. verticillioides isolates from the
three main climatic zones where maize is grown in Brazil. The fertility and effective
population size were calculated from data generated by crossing field isolates with female
fertile testers of F. verticillioides. For the entire population, 231 out of 300 isolates were
cross-fertile with tester isolates. MAT-1 and MAT-2 idiomorphs of the fertile isolates
segregated in a 105:126 rate. Female isolates (hermaphrodites) were 96 out of 231 fertile
isolates, while 135 were male only isolates. The Ne(mt) was 99% of the count for the Brazilian
population when the mating type idiomorphs were used as predictors in the estimative of the
population size. But when this calculation was made on the basis of the female fertile isolates
the Ne(r) was 83%. When the total population is divided into sub-populations representing
climatic zones, the frequencies of female fertile isolates were 33 out of 80 fertile isolates from
the Equatorial Tropical Zonal Climate (ETZC); 14 out of 78 fertile isolates from the
Temperate Zonal Climate (TZC); and 49 out of 73 fertile isolates from the Tropical Central
Brazil Zonal Climate (TCBZ). The effective population size expressed in percentage of the
total number of individual in each population for the three populations represented by isolates
from the ETZC, TZC and TCBZ were Ne(mt) = 99, 100, 97 and Ne(y) = 83, 52, 96
respectively. The Brazilian population of F. verticillioides shows high fertility and high
effective population size, suggesting the possibility of frequent sexual reproduction in the
field. Apparently there is a tendency of higher fertility in populations established at low

latitudes, represented by the tropical climate.

Keywords: Gibberella moniliformis, parameters of sexual reproduction, female fertility.
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Abreviacoes
GFSC, Complexo de espécie Gibberella fujikuroi; ZTBC, Zonal Tropical Brasil Central;

ZT, Zonal Temperado; ZTE, Zonal Tropical Equatorial.

Destaques
Parametros de reproducédo sexual em Fusarium verticillioides no Brasil.
Alta taxa de fertilidade sexual de populagdo de Fusarium verticillioides no Brasil.

Influencia do Clima na fertilidade feminina de Gibberella moniliformis.

1. Introducéo

O milho (Zea mays L.) € uma das principais culturas utilizadas na alimentacdo humana
e animal e seu cultivo ocupa uma area de mais de 150 milhdes de hectares distribuidos pelo
mundo (Food and Agriculture Organization, 2010). Sendo considerado um dos mais
importantes cereais cultivados e consumidos no mundo, devido ao seu potencial produtivo,
composicao quimica e valor nutritivo. Apresenta assim um papel importante na economia
mundial, além de constituir-se em indispensavel matéria-prima para inGmeros complexos
agroindustriais (Fancelli e Dourado-Neto, 2004).

O Brasil se caracteriza como o terceiro maior produtor mundial de milho (United
States Department of Agriculture, 2013). Sendo cultivado em diferentes sistemas de producéo
como o sistema de cultivo intensivo, com utilizacdo de varias tecnologias ligadas a cultura,
potencializando seu rendimento, como a utilizacdo de cultivares de alto potencial genético,
melhoria na qualidade das sementes, controle de doencas, correcdo da acidez e adubacédo do
solo, dentre outras, caracteristico das principais regides produtoras do pais, como as regifes
Sul e Centro Oeste; e o sistema de producdo voltado a agricultura familiar , que ndo dispdes
de técnicas avancadas de producao, fazendo o cultivo de variedades crioulas por exemplo,

caracteristica de cultivo na regido Nordeste do pais.
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A cultura pode ser afetada por diversas doencas, refletindo negativamente no
rendimento da cultura (Oerke, 2006). Dente estas, destaca-se a podridao rosada da espiga
causada por Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sinbnimo, Fusarium moniliforme
Sheldon; teleomorfo, Gibberella moniliformis Wineland; mating population A). A espécie
apresenta uma distribuicdo ampla, ocorrendo tanto nas zonas temperadas Umidas e sub-
Umidas como nas tropicais e subtropicais (Burgess e Summerell, 1992).

A espécie pertence ao complexo Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw (GFSC). Que
corresponde aproximadamente & secdo Liseola. O GFSC contém pelo menos 12 espécies
bioldgicas (“mating populations™) geneticamente distintas (F. circinatum Nirenberg e
O'Donnell, F. fujikuroi Nirenberg, F. konzum Zeller, Summerell e Leslie, F. mangiferae Britz,
Wingf. e Marasas, F. nygamai Burgess e Trimboli, F. proliferatum, F. sacchari (Butler e
Hafiz Khan) Gams, F. sterilihyphosum Britz, Marasas e Wingf., F. subglutinans (Wollenw. e
Reinking) Nelson, Toussoun e Marasas, F. thapsinum Kilittich, Leslie, Nelson e Marasas, F.
tupiense Lima, F. verticillioides) (LIMA et al., 2012).

Fusarium verticillioides produz vérias toxinas que possuem potencial de toxicidade
para seres humanos e animais domesticados. A mais significativa dessas toxinas sao as
fumonisinas. Uma vez que estas toxinas podem ser detectadas em grdos de milho,
sintomaticos e assintomaticos (Desjardins et al. 1995; Nelson et al. 1993). A ingestéo de
milho e derivados contaminados com fumonisinas é preocupante, devido a sua associacao
com doencas no homem e em animais (Gelderblom et al. 1991; Ueno et al. 1997).

Membros do GFSC séo geralmente heterotalicos, assim como F. verticillioides. Para
que ocorra reproducao sexual é necessaria a interacdo entre dois individuos morfologicamente
indistinguiveis, mas fisiologicamente distintos e representando dois tipos de acasalamento
compativeis com a reproducdo governada por dois alelos em um mesmo loco MAT-1 e MAT-
2. Para o sucesso de um cruzamento, um isolado deve conter o alelo MAT-1 e o outro isolado

0 alelo MAT-2 (Leslie e Summerell, 2006).
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Além do tipo de acasalamento, a natureza do sexo: masculino/ feminino/ hermafrodita,
dos participantes no acasalamento, confere uma maior complexidade & interacdo. O progenitor
a partir do qual se originou o gameta masculino é denominado o progenitor masculino,
enquanto o micélio parental sobre o qual se desenvolve a estrutura reprodutiva feminina é
denominado o progenitor feminino. O gameta masculino pode ser um esporo produzido de
forma assexual, sexual, ou um fragmento de micélio. A estrutura fémea é geralmente muito
mais elaborada, exigindo um alto grau de especializacédo celular e o desenvolvimento de uma
estrutura altamente organizada. A estrutura reprodutiva feminina geralmente tem fungéo
limitada a reproducdo sexual, enquanto o gameta masculino geralmente ndo é tdo limitado. O
hermafrodita, autoesteéril, é capaz de produzir gametas masculinos e elaborar a estrutura
reprodutiva feminina (Leslie e Klein, 1996).

A diversidade genética € geralmente mais prevalente em populacdes que sofrem
reproducdo sexual, do que em populagdes que se reproduzem predominantemente de forma
assexual (Milgroom e Peever, 2003). PopulacGes de patdgenos que sofrem frequente
recombinacdo apresentam uma maior chance de superar 0s genes de resisténcia do
hospedeiro, do que os patdgenos estritamente assexuados, assim como, maior capacidade de
desenvolver resisténcia a fungicidas (Mcdonald e Linde, 2002).

Comparar o tamanho de diferentes populac6es de fungos no campo pode ser dificil,
mas, o tamanho efetivo da populacdo pode fornecer uma estimativa do tamanho relativo de
uma populacédo, para populacfes que o acasalamento ocorre de forma aleatéria no campo
(Caballero, 1994).

Num contexto de genética de populacdo, o tamanho efetivo da populacéo é
normalmente utilizado na avaliacdo de populacdes de campo, devido, muitas vezes ao
acasalamento ocorrer de forma aleatéria, e nem todos os membros da populacdo deixarem o
mesmo nimero de descendentes. As equacdes utilizadas para calcular o tamanho efetivo da

populacdo dependem das restricbes colocadas sobre a populacéo, devida a sua estratégia
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reprodutiva (Caballero, 1994). A frequéncia relativa dos alelos do tipo de acasalamento e
hermafroditas, afeta a facilidade com que a populagéo pode passar pelo ciclo sexual. Maximos
de tamanhos efetivos nestes fungos ocorrem quando os alelos do tipo de acasalamento estéo
presentes numa razdo de 1:1, e todos os isolados sdo hermafroditas autoestéreis (Britz et al.
1998).

Alguns estudos vém sendo realizados com objetivo de conhecer o potencial de
reproducdo sexual de diferentes populagdes de F. verticillioides. Parametros, como frequéncia
do tipo de acasalamento e fertilidade feminina foram investigados, em populagdes de F.
verticillioides na Argentina (Chulze et al., 2000; Reynoso et al., 2006), Costa Rica (Danielsen
et al., 1998), EUA (Leslie e Klein, 1996) Filipinas (Cumagun, 2007), Italia (Venturini, 2011)
e Tanzénia (Mansuetus et al., 1997), gerando o tamanho efetivo da populacdo e
caracterizando a reproducéao sexual dentro da populagdo do campo.

O trabalho teve como objetivo caracterizar por meio de cruzamentos, isolados de F.
verticillioides dos trés principais climas zonais que se cultiva milho no Brasil, através de
cruzamentos de isolados do campo de F. verticillioides, com testadores de Gibberella
moniliformis; determinar a frequéncia de hermafroditismo; distribuicdo de tipos de
acasalamento; e calcular o tamanho efetivo da populacdo. A hipotese de trabalho é que os
diferentes sistemas de cultivo ou zonas climaticas do Brasil podem influenciar na frequéncia
de mating types, fertilidade e tamanho efetivo da populacdo de F. verticillioides associado ao

milho no Brasil.

2. Material e Métodos

2.1. Isolados utilizados

Utilizou-se 300 isolados de F. verticillioides, isolados a partir de graos de milho

oriundos de varias regides de cultivo de milho no Brasil. Os isolados foram recuperados da
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Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos de Garanhuns (CCG), do Laboratorio de
Sistematica e Biologia de Fungos Fitopatogénicos, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns, Garanhuns, PE. Cem isolados foram
oriundos do clima Zonal Tropical Brasil Central (ZTBC), distribuidos entre os estados de
Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul; cem isolados do clima Zonal Temperado (ZT),
distribuidos entre os estados do Parana e Santa Catarina; e cem do clima Zonal Tropical
Equatorial (ZTE) distribuidos entre os estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhéo,
Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte (Figura 1), representando trés diferentes
populacdes de F. verticillioides. Os isolados foram previamente identificados a nivel
especifico, através de PCR com os primers VER1 e VER2 (Mulg, et al., 2004). De todos os
isolados, foram preparadas subculturas monosporicas.

Como isolados testadores padréo, com tipo de acasalamento conhecido, para G.
moniliformis, foram utilizados os isolados KSU 00149 (MAT-1) e KSU 00999 (MAT-2),
cedidos pelo Department of Plant Pathology, Throckmorton Plant Sciences Center, Kansas
State University, Manhattan, Kansas, USA e Fungal Genetics Stock Center do Department of

Microbiology, University of Kansas Medical Center, Kansas City, Kansas, USA.

2.2. Estudos de Fertilidade

Os isolados de F. verticillioides oriundos dos trés climas zonais foram submetidos a
cruzamentos com isolados testadores KSU 00149 (MAT-1) e KSU 00999 (MAT-2). Os
cruzamentos foram realizados de acordo com Leslie e Summerell (2006). Inicialmente, os
isolados testadores com tipo de acasalamento conhecido, foram utilizados como parental
feminino, e os isolados oriundos do campo, cujo tipo de acasalamento era desconhecido,
foram utilizados como parental masculino no cruzamento. Cada isolado do campo foi cruzado

com os dois isolados testadores.
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Os isolados utilizados como parental feminino, foram cultivados em placa de Petri (60
x 15 mm) contendo meio de cultura cenoura agar, e incubados a temperatura de 25° C no
escuro, durante sete dias. Os isolados utilizados como parental masculino foram cultivados
em tubos de ensaio contendo BDA + polivitaminico (vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6,
vitamina B12, vitamina C 600, vitamina E, pantotenato de célcio, acido félico, nicotinamida,
cobre e zinco), e foram incubados a 20° C, com fotoperiodo de 12h, durante sete dias.

Apos o periodo de incubacéo, os conidios dos isolados do parental masculino foram
suspensos em 2 mL de solucdo Tween 60 a 2,5% e a suspensdo de conidios formada foi
aplicada e espalhada na superficie da colénia do parental feminino, de forma suave utilizando
alca de Drigalski. Os isolados, ja fertilizados, foram incubados a 20° C com fotoperiodo de
12 h ateé a formacé&o de peritécios e exsudacdo de um cirro de ascosporos, sendo avaliados até
28 dias apos o cruzamento. Como controle positivo, foram realizados cruzamentos com
isolados testadores cultivados em Cenoura Agar servindo como parental feminino, que foram
fertilizados com o testador que apresenta tipo de acasalamento oposto (fertilizacdo cruzada).
O controle negativo foi feito com H,O destilada autoclavada, no lugar da suspenséo de
conidios (auto-cruzamento). O cruzamento foi considerado fertil, quando se observou cirro
(massa de ascasporos) exsudando a partir de um peritécio maduro.

Uma vez que o tipo de acasalamento foi identificado, os papeis de macho e fémea
foram invertidos, e o isolado testador de tipo de acasalamento apropriado foi utilizado como
parental masculino, e os isolados do campo como parental feminino.

Cada cruzamento considerado fértil foi repetido duas vezes, e 0s ndo férteis trés vezes.

2.3. Calculo do tamanho efetivo da populacao
As equac0es utilizadas para calcular o tamanho efetivo da populacdo (Ne) foram
propostas por Leslie e Klein (1996), com base na razdo de tipo de acasalamento dentro da

populacdo [Ne(mi)], € na frequéncia relativa de isolados fémea esteril e hermafrodita [Ne(s)].


http://sovereign.actcenter.com.br/Products/641-alas-de-drigalski.aspx
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O [Ne(mi)] foi determinado pela equagdo Ne(m) = (4 Nmat-1 Nmat-2)/(Nmat-1 + Nmat-2),
onde Nyat-1 foi 0 nimero de isolados com o idiomorfo MAT-1 e Nyar-2 foi 0 nimero de
isolados que possuem o outro idiomorfo MAT-2. Esta equacgéo, primeiramente, foi proposta
por Wright (1931) para diploides com dois sexos distintos, e € usada para diminuir o tamanho
da populagdo em fungos ascomicetos se ambos tipos de acasalamento ndo forem igualmente
frequentes.

E 0 [Ne(r)] foi calculado pela equag&o Ne()) = (4N?Ni)/(N + Ni)?, onde N foi 0 nlimero
total de isolados e Ny foi 0 nimero de hermafroditas. Esta equagdo tem por base que, em
populagbes no campo, muitos isolados sdo férteis como macho, mas ndo como fémeas, devido
a mutacdes e selecdo contra hermafroditismo durante a propagacao vegetativa. Em
populacdes em que a reproducédo sexual € importante, isolados fémeas estéreis que se
comportam apenas como machos sdo rapidamente perdidos por causa de sua desvantagem
seletiva em relacdo aos hermafroditas que podem contribuir tanto com gametas masculinos
como com gametas femininos para a proxima geracao. Se a populagéo se reproduz
assexuadamente por grande parte do seu ciclo de vida, é provavel a predominancia de isolados
com caracteristicas de fémea estéril. Quando uma populacao se reproduz sexualmente, a
relativa falta de isolados com caracteristicas de fémea férteis limita o tamanho efetivo da

populacdo (Leslie e Summerell, 2006).

3. Resultados

Os isolados deste estudo foram cruzados com isolados testadores padrao. Dos 300
isolados estudados, 231 tiveram cruzamento fértil com um dos tipos de acasalamento testados,
produzindo peritécio fértil com exsudacéo de cirro de ascdsporos, entre duas a trés semanas
apos o cruzamento. Os tipos de acasalamento MAT-1 e MAT-2 segregaram numa proporgao

105:126 (Tabela 1).
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Quando se subdivide o nimero total de isolados em trés populacGes distintas, baseadas
nas condicdes de clima de origem dos isolados, a proporcéo de segregacdo de MAT-1 e MAT-
2 foi de 36:44 para isolados oriundos da ZTE, 39:39 para isolados oriundos da ZT, e 30:43
para isolados da ZTBC.

Entre os 231 isolados férteis, 96 se comportaram como hermafroditas e 135 como
fémeas estéreis. Ja entre as populacées, dentro do pais, as frequéncias de hermafroditas foram;
33 hermafroditas dentre 80 isolados férteis da ZTE, com 47 se comportando como fémea
esteril; 14 hermafroditas dentre 78 isolados ferteis da ZT, com 64 se comportando como
fémea estéril; e 49 hermafroditas dentre 73 isolados da ZTB, com apenas 24 se comportando
como fémea estéril (Tabela 1).

O tamanho efetivo da populagéo foi calculada em fungéo do tipo de acasalamento
[Ne(mo)], € na frequéncia relativa de isolados fémea estéril e hermafrodita [Ne(r)]. Na
populacdo do Brasil, levando em consideracgéo o tipo de acasalamento, 0 Ne(n:)] foi de 99%
(considerando-se a populacdo total), e tomando por base a frequéncia de hermafrodita [Ne(s)]
foi de 83% da populacgéo total.

O tamanho efetivo das populactes representadas por isolados do Clima Zonal Tropical
Equatorial, Clima Zonal Temperado, e Clima Zonal Tropical Brasil Central, foram [Ne(m)] =
99, 100 e 97 respectivamente, expresso em porcentagem do nimero total de individuos de
cada populacéo, baseando-se no tipo de acasalamento. Quando o tamanho efetivo foi
calculado em funcéo da frequéncia de hermafroditas [Ne(s)], 0 tamanho foi de 83, 52 e 96, das
respectivas populagdes, expresso em porcentagem do nimero total de individuos de cada

populacéo.

4. Discussao
Os cruzamentos realizados neste estudo mostraram que as populacdes de F.

verticillioides analisadas do Brasil, apresentam uma alta taxa de fertilidade, pois 231 (77%)
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dos isolados foram férteis. Resultado préximo ao observado por Cumagun (2007) nas
Filipinas, ao cruzar isolados de F. verticillioides com isolados testadores padréo, que
constatou 62,5% de fertilidade. Diferindo do resultado encontrado por Mohammadian et al.
(2011), onde isolados de F. verticillioides de arroz no Iran ndo formaram peritécios em
cruzamentos com isolados testadores.

Dos 231 isolados férteis, os tipos de acasalamento, MAT-1 e MAT-2, segregaram na
propor¢do 105:126, originando nimero de tamanho efetivo da populacdo [Ne(mi)] = 99% da
populacdo total, em funcdo do tipo de acasalamento. Valor proximo do maximo de tamanho
efetivo da populagéo, que ocorre quando os alelos do tipo de acasalamento estdo presentes
numa proporcao de 1:1 (Britz et al. 1998). Fen6meno que ocorreu na populagdo formada com
isolados oriundos da ZT, cuja segregacédo do tipo de acasalamento foi na propor¢édo de 39:39.
Em teoria, o tipo de acasalamento segrega na proporcdo de 1: 1, devido esta caracteristica ser
controlada por um unico loco mendeliano em ascomicetos heterotalicos (Leslie e Summerell,
2006).

Ambos os tipos de acasalamento, MAT-1 e MAT-2, foram detectados nas populacGes
de F. verticillioides estudadas no Brasil (Figura 1), sugerindo que a recombinacdo sexual pode
ocorrer no campo, devido a presenca dos dois tipos de acasalamento na mesma area (Leslie,
1995). Estudos conduzidos na Italia (Venturini, 2011), Filipinas (Cumagun, 2007), Argentina
(Reynoso et al., 2006), Costa Rica (Danielsen et al., 1998) e nos EUA (Leslie e Klein, 1996),
também detectaram a presenca dos dois tipo de acasalamento, onde 0 [Ne(m)] também foi
superior a 80%, mostrando um equilibrio na frequéncia de tipo de acasalamento.

Quanto ao tamanho efetivo da populacdo em funcdo da frequéncia de isolados fémeas
estéreis e hermafroditas, a populacdo amostrada do Brasil de F. verticillioides, apresentou
[Ne()] =83%, cujo alto valor sugere que a reproducdo sexual no campo é relativamente
frequente, devido a alta frequéncia de isolados hermafroditas, pois esses, durante a reproducao

sexual, apresentam vantagem seletiva em relagdo aos isolados fémea estéril, por contribuirem
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tanto com gametas masculinos como com femininos para a proxima geracao (Leslie e Klein,
1996). A comparacéo entre o valor de [Ne(r)] obtido nesse estudo, com valores obtidos por
outros autores, aponta que a estrutura da populacao brasileira examinada de F. verticillioides,
assemelha a populacdo da Argentina, Costa Rica, Tanzénia e EUA, avaliadas por Reynoso et
al. (2006), Danielsen et al. (1998), Mansuetus et al. (1997) e Leslie e Klein (1996)
respectivamente, que apresentam grande diversidade genética. Segundo Milgroom e Peever
(2003), a diversidade genética é geralmente mais prevalente em populagcdes que sofrem
reproducdo sexual, do que em populagdes que se reproduzem predominantemente de forma
assexual.

Quando calculado os valores de [Ne(r)] entre as populacGes dentro do Brasil,
subdivididas pelas diferencas climaticas, observa-se que a populagéo referente a ZT difere das
demais, por apresentar relativamente menor frequéncia de hermafroditas, originando assim
baixo valor de [Ne(r)] = 52%, mesmo apresentando alto valor de [Ne(m:)] = 100%, assim como
as populacdes das ZTE [Ne(mi) = 83%] e ZTBC [Ne(mi) = 96%]. Estes resultados indicam que
a mera ocorréncia dos dois tipos de acasalamento opostos, com altos valores de [Ne(mi)], ndo
implica por si s6 em uma alta frequéncia de reproducdo sexual, pois essa esta também
relacionada a frequéncia de individuos hermafroditas dentro da populacdo, demostrado
também em estudos com isolados das Filipinas (Cumagun, 2007). Apesar do sistema de
cultivo de milho serem semelhantes nas ZT e ZTBC, existe diferencas entre o tamanho efetivo
[Ne(r)] dessas populagdes, sugerindo que existe algum fator, que ndo seja o sistema de manejo
da cultura hospedeira, influenciando para um baixo valor de [Ne(s)] na ZT, valor esse que esta
diretamente ligado a frequéncia de hermafrodita e logo na facilidade que esta populacdo passa
pela fase sexual. Parametros climaticos, como temperatura ambiente e precipitacdo, diferentes
entre a populacdo ZT e as populacbes ZTE e ZTBC, podem estar influenciando na baixa
frequéncia de hermafroditas em ZT. O clima ZT apresenta média anual de temperatura

inferior, quando comparado com os climas ZTE e ZTBC, além de apresentar invernos frios,
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com chuvas distribuidas durante o ano todo, diferindo de ZTE e ZTBC onde as maiores
medias de precipitagdo ocorrem no verdo, e apresentando invernos secos, ou com pouca
chuvas. Estudos realizados em paises com clima temperado, semelhantes a ZT, como Itélia
(Venturini, 2011) e Argentina (Chulze et al. 2000), em populagdes de F. verticillioides
também apresentaram baixo [Ne(5)], 55% e 36% respectivamente. Assim como, estudos
realizados em paises tropicais como Costa Ria (Danielsen et al. 1998) e Tanzania (Mansuetus
et al. 1997), clima semelhante a ZTE e ZTBC, as populacdo de F. verticillioides
apresentaram altos valores de [Ne(s)] 98% e 88% respectivamente, semelhantes aos valores
encontrados em ZTE e ZTBC.

O fato de isolados de F. verticillioides obtidos nos EUA produzirem cruzamentos
ferteis com isolados obtidos de diversas regides do Brasil leva a crer que a disseminacéo dessa
espécie pelo mundo ocorreu recentemente na histdria evolutiva. Isto pode ser explicado pelo
fato de ndo ter sido detectado indicios de isolamento reprodutivo entre populacGes
geograficamente muito distantes.

Este estudo mostra que a populacdo brasileira de F. verticillioides analisada apresenta
alto indice de fertilidade, e tamanho efetivo alto, indicando uma grande capacidade dessa
populacdo de promover recombinacdo genética. Essas caracteristicas tornam essa populacéo
apta a realizar reproducdo sexual no campo, o que pode promover maior varia¢do genética
dentro da populacao, podendo propiciar maiores indices de patogenicidade, agressividade, e
maior capacidade de sintese de fumonisinas. Aparentemente, existe uma tendéncia da espécie
de se reproduzir sexuadamente com maior frequéncia a medida que a populacéo se localiza
em latitudes menores, onde predomina o clima tropical. Estudos posteriores poderiam ser
feitos, a fim de associar a fertilidade no campo com a sintese de fumonisinas, a fim de

elucidar o potencial de producdo dessa toxina por cada populagéo.
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Tabela 1

Tamanho efetivo da populacéo, e parametros de reproducdo sexual de Fusarium

verticillioides.
Populagio Total de Total de Proporgdo tipode N :Nn  Tamanho efetivo da populagio
isolados isolados
e, acasalamento
estudados férteis [Ne(no)] [Ne()]

ZTE! 100 80 36:44 47 :33 99 83
ZT? 100 78 39:39 64 : 14 100 52
ZTBC? 100 73 30:43 24 : 49 97 96
Brasil* 300 231 105: 126 135: 96 99 83

IClima Zonal Tropical Equatorial

%Clima Zonal Temperado

®Clima Zonal Tropical Brasil Central

Nt _ NUmero de isolados fémeas estéreis

Ny, _ Nimero de isolados hermafroditas

[Ne(me)] — Tamanho efetivo da populagdo, baseada no tipo de acasalamento, em porcentagem do nimero total de individuos
da populagdo;

[Ne(9)] - Tamanho efetivo da populagdo, baseada na frequéncia de isolados fémeas estéreis e hermafroditas, em porcentagem
do nimero total de individuos da populagéo.
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Figura 1

Distribuicdo de pardmetros de reproducéo sexuada, dos isolado de Fusarium verticillioides no
Brasil, em fungdo geogréafica.
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n = Numero total de isolados coletados por estado;

Nh = Numero de isolados hermafroditas;

MAT-1 = NUmero de isolados com tipo de acasalamento MAT-1;
MAT-2 = NUmero de isolados com tipo de acasalamento MAT-2.
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Conclusao Geral

Este estudo mostra que a populacéo brasileira de F. verticillioides analisada apresenta
alto indice de fertilidade, e tamanho efetivo alto, indicando uma grande capacidade dessa
populacdo de promover recombinacdo genética. Essas caracteristicas tornam essa populacdo
apta a realizar reproducdo sexual no campo, 0 que pode promover maior variacdo genética
dentro da populacdo, podendo propiciar maiores indices de patogenicidade, agressividade, e
maior capacidade de sintese de fumonisinas. Aparentemente, existe uma tendéncia da espécie
de se reproduzir sexuadamente com maior frequéncia a medida que a populagdo se localiza
em latitudes menores, onde predomina o clima tropical. Estudos posteriores poderiam ser
feitos, a fim de associar a fertilidade no campo com a sintese de fumonisinas, a fim de

elucidar o potencial de producdo dessa toxina por cada populacéo.



