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RESUMO

O milheto granifero é uma cultura importante nas regides aridas e semiaridas pois € uma planta
rastica, possui boa adaptabilidade a seca e desenvolve em solos com baixa fertilidade. O destino
do cereal é para alimentacdo animal, humana e é muito utilizado como cobertura morta no
sistema plantio direto. Entre os fungos que ocorrem em associacao com a cultura, sdo espéecies
de Fusarium que podem causar doenca ou comprometer a qualidade e segurancga dos grdos. A
literatura priméria sobre a associacdo milheto — Fusarium é escassa, enquanto ocorreu
consideravel expansdo da cultura no Brasil em tempo recente. Nesse estudo, foi investigado
quais espécies de Fusarium estdo associadas ao milheto granifero no Brasil, quais espécies
induzem o mofo da panicula e a podriddo do colmo. Cerca de 160 isolados, obtidos de paniculas
e colmos com e sem sintomas ou sinais, provenientes de diferentes regides produtoras do Brasil,
foram caracterizados por meio de avaliacdo de seus marcadores morfoldgicos, anélise de
filogenia molecular de sequéncias da regido génica tefl, teste de patogenicidade e bioensaio.
Foi possivel identificar 13 diferentes espécies de Fusarium, que pertencem a dois complexos
distintos. Fusarium neosemitectum e outras espécies do Fusarium incarnatum-equiseti species
complex FIESC induzem mofo da panicula no milheto. As espécies de Fusarium fujikuroi
species complex FFSC podem eventualmente produzir micotoxinas e ndo induzir o sinal do
mofo, enquanto espécies de FFSC e FIESC podem induzir podriddao do colmo. A partir do
conhecimento obtido é possivel identificar e monitorar os agentes etiologicos, desenvolver
estratégias para mitigar o possivel dano e contribuir para 0 manejo fitossanitario. Sera possivel,
ainda, subsidiar programas de melhoramento que visam a selecéo de hibridos resistentes.

Palavras-chave: Doenca de planta. Filogenia molecular. Mofo da panicula. Pennisetum
glaucum. Podrid&o do colmo.



ABSTRACT

Grain millet is an important crop in arid and semi-arid regions, as it is a rustic plant that is
resistant to drought and grows in soils with low fertility. The destination of the cereal is for
animal and human food. Among the fungi that occur in association with the crop are Fusarium
species that can cause disease or compromise the quality and safety of grains. The primary
literature on the millet-Fusarium association is scarce, while there has been considerable
expansion of the culture in Brazil in recent times. In this study, it was investigated which
Fusarium species are associated with grain millet in Brazil, which species induce panicle mold
and stem rot. About 160 isolates, obtained from panicles and stems with and without symptoms
or signs, from different producing regions of Brazil, were characterized by evaluating their
morphological markers, analysis of molecular phylogeny of sequences from the tefl gene
region, pathogenicity test and bioassay. It was possible to identify 13 different species of
Fusarium, which belong to two distinct complexes. Fusarium neosemitectum and other species
of the Fusarium incarnatum-equiseti FIESC species complex induce panicle mold in millet.
Species from the Fusarium fujikuroi FFSC species complex may eventually produce
mycotoxins and not induce the mold signal, while FFSC and FIESC species can induce stem
rot. Based on the knowledge obtained, it is possible to identify and monitor the etiological
agents, develop strategies to mitigate possible damage and contribute to phytosanitary
management. It will also be possible to subsidize breeding programs aimed at selecting resistant
hybrids.

Key Words: Head mould. Molecular phylogeny. Pennisetum glaucum. Plant disease. Stem rot.
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Capitulo 1
1 Introdugéo

A cultura do milheto granifero (Pennisetum glaucum (L.) R.Br.) é milenar nas regides
aridas e semiaridas dos continentes Asiatico e Africano devido a sua rusticidade, resisténcia a
seca e tolerdncia a solos com baixa fertilidade. Nessas partes do mundo, o grdo se destina a
alimentacdo humana e animal (Yadav e Rai 2013). Outras espécies que compdem o grupo dos
milhetos ou “millets” sdo Setaria italica (foxtail millet), Eleusine carocana (finger millet) e
Panicum miliaceum (proso millet). A expansdo da cultura no territorio brasileiro se deu mais
recentemente, mas o milheto granifero ocupa atualmente area plantada de 500.000 hectares por
ano (ATTO 2022). O gréo se destina a alimentacdo de animais como ingrediente de ragdo ou
como silagem, mas também é utilizado como cobertura do solo no sistema plantio direto (Bastos
et al. 2002; Santos et al. 2017). Neste sistema, o plantio do milheto traz vantagens, como por
exemplo a cobertura morta, manutencéo de 4gua e matéria orgénica no solo, evita erosao, além
da supressao da densidade e diversidade de plantas daninhas (Aradjo et al. 2021), e oferece uma
excelente op¢do para a rotacdo de cultura, elevando o potencial produtivo dos plantios do
Cerrado (Corréa e Sharma 2004). Recentemente o seu uso na alimentacdo humana foi
regulamentado no Brasil com a Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) 493/2021 na qual foi
autorizado o uso do milheto como ingrediente para produzir diversos produtos alimenticios tais
como biscoitos e massas (ANVISA 2021). Os beneficios do uso de milheto na fabricacdo de
produtos alimenticios e na alimentacdo humana foi instruido pelo trabalho de Dias-Martins et
al. (2018).

Entre os desafios para alcancar boa produtividade e qualidade do milheto, coloca-se o
manejo fitossanitario. Varios fungos foram registrados em associagdo com o milheto, que
requerem controle e manejo. Doencas foliares economicamente relevantes sdo causadas por
Bipolaris setariae (mancha foliar), Pyricularia grisea (brusone), Puccinia substriata
(ferrugem) e Sclerospora graminicola (mildio). Como doencas fangicas secundarias s&o
consideradas a mancha foliar causada por Cercospora penniseti, ergot ou mela causado por
Claviceps fusiformis e o carvao Tolyposporium penicillariae (Kaurav et al. 2018). Por se tratar
de cultura em expansdo, a ocorréncia e frequéncia dessas doencas em plantagdes Brasileiras
ainda precisam ser avaliadas. N&o existe literatura priméria disponivel.

Assim como em outras gramineas, existe uma elevada diversidade de espécies de

Fusarium em associagdo com o milheto, como patdgeno, enddfito, saprofita na panicula ou
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potencial produtor de micotoxinas. Uma das doengas documentadas é a podriddo do
colmo e da panicula (Oniyke 1991; Wilson 2002).

Vérias espécies de Fusarium, que pertencem principalmente aos complexos Fusarium
fujikuroi FFSC e Fusarium incarnatum-equiseti FIESC colonizam a panicula e os graos de
gramineas onde podem causar podriddo e mofo (Houissa et al. 2019; Leslie et al. 2005; Vismer
et al. 2019; Wilson et al. 2006). As espécies de Fusarium s&o conhecidas por produzir diversas
micotoxinas, metabdlitos secundarios altamente toxicos a vertebrados, que podem acumular no
organismo, mesmo quando ingeridos em quantidades muito baixas (Leslie et al. 2005; Proctor
et al. 2009; Villani et al. 2016).

As principais micotoxinas produzidas por Fusarium s&o fumonisinas, tricotecenos e
zearalelona. A ocorréncia de uma espécie potencialmente micotoxigénica em gréos é sempre
um alerta sobre uma possivel contaminacdo do produto e seus derivados. Um estudo realizado
na Etiopia evidenciou que a micotoxina zearalenona prevaleceu em maiores concentragdes nas
amostras de sorgo e do grupo do milheto, finger millet (Chala et al. 2014). Em associa¢do com
0 grupo dos millets ocorre aparentemente grande diversidade de espécies de Fusarium dos
complexos FFSC e FIESC, mas gue nao foram identificadas nesse estudo (Chala et al. 2019).
Na Coréia foram encontradas as toxinas zearalenona, deoxinivalenol e nivalenol em proso
millet, do grupo dos milhetos (Choi et al. 2021).

Na fase pds-colheita, as condi¢des adequadas de armazenamento do milheto granifero
em baixo teor de umidade, sdo decisivas para evitar a contaminacao por zearalenona e outras
micotoxinas (Jurjevic et al. 2007). Essa toxina tem a capacidade de causar danos ao sistema
reprodutivo de animais (Rai et al. 2019). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) determina limites méaximos toleraveis (LMT) para esses contaminantes em
alimentos. No ultimo documento publicado em fevereiro de 2021 em alimentos destinados a
alimentacdo infantil o LMT para zearalenona (ZEA) foi de 20 mcg/kg nos alimentos (ANVISA,
2021). Portanto, considerando o destino do milheto granifero a alimentacdo humana e animal,
a qualidade e seguranca dos gréos requer atencdo especial.

Esse estudo tem por objetivo responder as seguintes questdes: i. quais espécies de
Fusarium podem ser encontradas em associa¢do com o milheto granifero no Brasil? ii. quais
espéecies causam mofo da panicula? iii. quais espécies de Fusarium em associagdo com a
panicula podem produzir micotoxinas? iv. quais espécies causam a podriddo do colmo? A partir

do conhecimento obtido é possivel desenvolver estratégias para mitigar o possivel dano e
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contribuir para 0 manejo fitossanitario. Serd possivel, ainda, subsidiar programas de

melhoramento para a sele¢do de hibridos resistentes.

2 Estado da arte
2.1 A cultura do milheto granifero

O Pennisetum glaucum, milheto granifero, é originario do Oeste Africano, mas a india
é o maior produtor mundial. Apesar de ser o sexto cereal mais produzido no mundo, o milheto
é nutricionalmente superior ao trigo, arroz, milho e sorgo (Oumar et. al. 2008; ICAR. 2021). O
milheto faz parte de um grupo denominado “millets”, no qual os membros possuem
caracteristicas em comum como a morfologia da inflorescéncia e das folhas, porém algumas
espécies dentro deste grupo sdo consideradas plantas selvagens ou daninhas, que crescem
espontaneamente, sem a interferéncia do homem, sdo plantas menores e que cruzam entre si
formando novos gendtipos (Brunken et al. 1977).

Os principais integrantes do grupo dos “millets” s&o Setaria italica (foxtail millet),
Eleusine carocana (finger millet) e Panicum miliaceum (proso millet). No mundo essas
gramineas sao destinadas principalmente a alimentacdo humana, no preparo de mingau,
farinhas para confeccdo de pées e bolos, e também para producédo de bebidas sem alcool (Girgi
e O’Kennedy 2007). Entre as plantas cultivadas deste grande grupo dos “millets ”, destaca-se
Pennisetum glaucum, conhecido por ser uma planta rastica que se adapta a condi¢des adversas
como a seca, tolera solos salinos, possui elevada capacidade fotossintética, entre outras
caracteristicas (Yadav e Rai 2013).

No Brasil o milheto é utilizado principalmente para alimentacdo animal, sendo
consumido de forma direta, no pastejo dos animais nos piquetes, por meio do corte das plantas
e distribuicdo no cocho, preparo da silagem ou pode ser fornecido como ingrediente da
composicdo de racdo animal (Bastos et al. 2002; Santos et al. 2017). Contudo, o milheto
também é uma importante cultura quando se trata de sistema de plantio direto, é utilizado como
planta de cobertura na entressafra, sendo benéfico para producéo de palhada, e possui sistema
radicular profundo mantendo os solos protegidos dos possiveis danos causados por erosdo
(Priesnitz et al. 2011; Marcelo et al. 2012). Nao somente isto, a cultura também pode reduzir a
densidade de algumas espécies de nematoides (MacGuidwin et al. 2012).

O uso do milheto para alimentagdo humana encontra-se em forte expansdo no Brasil,
devido a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa ter liberado o uso de milheto como

ingrediente integral no preparo de diversos alimentos como massas e paes, por uso da farinha
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integral (ANVISA 2021). Ainda existe a possibilidade do consumo sem muitos preparos, como
opcao existe a pipoca, graos cozidos ou germinados. Essa expanséo se deu a partir do trabalho
de Dias-Martins et al. (2018) que trata a respeito dos beneficios do cereal e também as possiveis

formas de consumo do mesmao.

2.2 Fusarium associado a panicula de gramineas

Espécies de Fusarium podem estar associadas a uma diversidade de gramineas de
importancia econémica, como o milho, sorgo, arroz, trigo e cevada (Chala et al. 2014; Jurjevic
et al. 2005; Beccari et al. 2018; Nicolli et al. 2020; Spanic et al. 2020). Nessa associacao, a
doenca documentada é a podriddo ou mofo, da panicula ou espiga, que compromete a qualidade
do gréo e potencialmente produz micotoxina (Wilson et al. 2006). No grupo dos “millets” ja foi
relatada a colonizacdo por varias espécies de Fusarium no Leste Asiatico, Estados Unidos e
Africa (Choi et al. 2021; Vismer et al. 2019; Jurjevic et al. 2005) em Pennisetum glaucum,
Pennisetum typhoides, Panicum miliaceum, Setaria italica e Eleusine carocana também
acontece (Onyike e Nelson 1991; Chala et al. 2014).

Os complexos de Fusarium que ja foram relatados em associacdo com os “millets” sdo
Fusarium incarnatum-equiseti, F. fujikuroi, F. sambucinum, F. graminearum, F. oxysporum,
F. solani, F. tricinctum e F. burgessii (Oniyke e Nelson 1991; Beccari et al. 2018; Nor et al.
2019; Choi et al. 2021). Espécies desses complexos sao conhecidas por produzir micotoxinas,
gue sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos, e sua producdo depende de condicdes
ambientais favoraveis (Stepien et al. 2019; Desjardins e Proctor 2007). Entende-se que as
micotoxinas mais prejudiciais & salde humana e animal estd dentro dos tricotecenos,
fumonisinas e zearalenona (Antonissen et al. 2014).

O tricoteceno é um grupo de toxinas que abrange uma série de compostos, entre eles,
diacetoxiscirpenol, toxina T-2, nivalenol, e desoxinivalenol sdo o0s mais comumente
encontrados em paniculas de gramineas (Desjardins e Proctor 2007). O complexo de espécies
F. incarnatum-equiseti € um dos produtores de tricotecenos e zearalenona (Avila et al. 2019;
Villani et al. 2016). Os membros do complexo F. fujikuroi principalmente F. verticillioides, F.
proliferatum e F. fujikuroi séo conhecidos por produzir fumonisinas do tipo FB1, FB2 e FB3
(Rheeder et al. 2002; Nicolli et al. 2020). O efeito da toxina zearalenona, causando disturbios
no trato reprodutivo de animais, principalmente suinos, apos ingestdo, é bem documentado
(Desjardins e Proctor 2007; Rai et al. 2019).
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2.3 Fusarium associado ao colmo de gramineas

Espécies de Fusarium causam podriddo do colmo em muitas gramineas como milho e
sorgo, mas também no milheto (Bandara et al. 2019; Kim et al. 2018; Wilson 2002). A doenca
¢ caracterizada por escurecimento avermelhado a necrético no interior do colmo,
especificamente nos vasos condutores. Em condi¢Ges mais severas, o0s tecidos do caule séo
desintegrados podendo levar ao acamamento da planta (Lal e Singh 1984). No grupo dos
“millets”, somente o Pennisetum glaucum ja foi relatado com podriddo do colmo na Georgia,
EUA (Wilson 2002).

Comumente, as espécies isoladas a partir da lesdo no colmo sdo pertencentes ao
complexo F. fujikuroi (Bandara et al. 2019). Dentro do complexo FFSC, F. verticillioides é
conhecido por induzir a podriddo do colmo em milho (Naz et al. 2021), enquanto F. madaense
induz podriddo em milho e também em outras gramineas como sorgo e o milheto (Costa et al.
2022). Fusarium thapsinum e F. andiyazi induzem a podriddo em sorgo (Marasas et al. 2001).
No entanto, além da colonizacdo de FFSC em colmos de gramineas, ja houve o indicio do
morfotipo F. semitectum sendo isolado de colmos de Pennisetum glaucum, espécie de fungo
pertencente ao complexo F. incarnatum-equiseti, porém, este é o Unico relato até entdo (Wilson
2002).

O complexo de espécies F. incarnatum-equiseti € conhecido por ser oportunista,
patdégeno humano, saprdéfita (Jurado et al. 2005; O'Donnell et al. 2009). Mas, no Brasil espécies
do complexo F. incarnatum-equiseti ja& foram relatadas em associacdo com gramineas
forrageiras Brachiaria e Panicum provenientes dos estados de Goias, Mato Grosso do Sul e
Minas Gerais (Costa et al. 2021). A etiologia da podriddo do colmo do milheto nédo foi
investigada ainda no Brasil. Essa informacdo é importante para a elaboracéo de estratégias de

manejo e selecdo de plantas resistentes em programas de melhoramento.
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RESUMO

O milheto granifero é uma cultura importante nas regides aridas e semiaridas pois € uma planta
rastica, possui boa adaptabilidade a seca e desenvolve em solos com baixa fertilidade. O destino
do cereal é para alimentacdo animal, humana e é muito utilizado como cobertura morta no
sistema plantio direto. Entre os fungos que ocorrem em associa¢do com a cultura, sdo espécies
de Fusarium que podem causar doenga ou comprometer a qualidade e seguranca dos grdos. A
literatura priméria sobre a associacdo milheto — Fusarium €é escassa, enquanto ocorreu
consideravel expansdo da cultura no Brasil em tempo recente. Nesse estudo, foi investigado
quais espécies de Fusarium estdo associadas ao milheto granifero no Brasil, quais espécies
induzem o mofo da panicula e a podriddo do colmo. Cerca de 160 isolados, obtidos de paniculas
e colmos com e sem sintomas ou sinais, provenientes de diferentes regides produtoras do Brasil,
foram caracterizados por meio de avaliacdo de seus marcadores morfoldgicos, andlise de
filogenia molecular de sequéncias da regido génica tefl, teste de patogenicidade e bioensaio.
Foi possivel identificar 13 diferentes espécies de Fusarium, que pertencem a dois complexos
distintos. Fusarium neosemitectum e outras espécies do Fusarium incarnatum-equiseti species
complex FIESC induzem mofo da panicula no milheto. As espécies de Fusarium fujikuroi
species complex FFSC podem eventualmente produzir micotoxinas e ndo induzir o sinal do
mofo, enquanto que espécies de FFSC e FIESC podem induzir podriddo do colmo. A partir do
conhecimento obtido é possivel identificar e monitorar os agentes etioldgicos, desenvolver
estratégias para mitigar o possivel dano e contribuir para o manejo fitossanitario. Sera possivel

subsidiar programas de melhoramento que visam a selecdo de hibridos resistentes.

Palavras-chave: Pennisetum glaucum, Doenga de planta, filogenia molecular, mofo da

panicula, podriddo do colmo.
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ABSTRACT

Grain millet is an important crop in arid and semi-arid regions, as it is a rustic plant that
is resistant to drought and grows in soils with low fertility. The destination of the cereal is for
animal and human food. Among the fungi that occur in association with the crop are Fusarium
species that can cause disease or compromise the quality and safety of grains. The primary
literature about the association millet-Fusarium is scarce, while there has been considerable
expansion of the culture in Brazil in recent times. In this study, it was investigated which
Fusarium species are associated with grain millet in Brazil, which species induce head mold
and stem rot. About 160 isolates, obtained from panicles and stems with and without symptoms
or signs, from different producing regions of Brazil, were characterized by evaluating their
morphological markers, analysis of molecular phylogeny of sequences from the tefl gene
region, pathogenicity test and bioassay. It was possible to identify 13 different species of
Fusarium, which belong to two distinct complexes. Fusarium neosemitectum and other species
of the Fusarium incarnatum-equiseti species complex FIESC induce head mold in millet.
Species of the Fusarium fujikuroi species complex FFSC may eventually produce mycotoxins
and not induce the mold signal, while species of the FFSC and FIESC can induce stem rot.
Based on the knowledge obtained, it is possible to identify and monitor the etiological agents,
develop strategies to mitigate possible damage and contribute to phytosanitary management. It
will also be possible to subsidize breeding programs aimed at selecting resistant hybrids.

Key Words: Pennisetum glaucum, head mould, molecular phylogeny, plant disease, stem rot.
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Figura 1. Arvore filogenética de maxima parcimonia (MP) inferida a partir de fragmentos do
gene EF-1a mostrando a relacdo de Fusarium associada ao mofo da panicula e podriddo do
colmo com outras espécies dentro do Fusarium incarnatum-equiseti species complex FIESC.
Os valores de bootstrap (1000 réplicas) de MP > 70% sdo mostrados nos entrenos. Isolados ex-
tipo e ex-epitipo sdo indicados com T e ET, respectivamente.

Figura 2. Arvore filogenética de maxima parcimonia (MP) inferida a partir de fragmentos do
gene EF-1a mostrando a relacdo de Fusarium associada ao mofo da panicula e podridao do
colmo com outras espécies dentro do Fusarium fujikuroi species complex FFSC. Os valores de
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bootstrap (1000 réplicas) de MP > 70% s3o mostrados nos entrends. Isolados ex-tipo e ex-
epitipo sdo indicados com T e ET, respectivamente.

Figura 3. Fusarium neosemitectum. A-B. Colonias em BDA,; A. superficie da coldnia; B. verso
da colbnia; C-G. Fotomicrografias de estruturas reprodutivas; C. macroconidios no micélio
aéreo; D-E. polifialides; F-G. macroconidios formados no micélio aéreo.

Figura 4. Paniculas de milheto ADRG 9060 inoculadas com espécies de Fusarium. A.
tratamento controle, sem sinal de mofo. B. panicula inoculada com F. neosemitectum, com sinal
de mofo. C. panicula inoculada com F. caatingaense, com sinal de mofo. D. panicula inoculada
com F. sulawesiense, com sinal de mofo. E. panicula inoculada com F. brachiariae, sem sinal
de mofo.

Figura 5. Colmos de milheto ADRG 9070 inoculadas com espécies de Fusarium fujikuroi
species complex FFSC e Fusarium incarnatum-equiseti species complex FIESC. A-B.
tratamento controle perfurado com palito estéril; C-D. colmo inoculado com F. madaense; E-
F. colmo inoculado com F. brachiariae; G-H. colmo inoculado com F. hainanense; 1-J. colmo
inoculado com espécie representante de “FIESC sp.”.

Figura 6. Severidade da podriddao do colmo em milheto, induzida por espécies de Fusarium.
Os dados sdo notas relacionadas com a porcentagem do entren6 com sintomas da doenca.
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INTRODUCAO

A cultura do milheto granifero (Pennisetum glaucum (L.) R.Br.) é milenar nas regides
aridas e semiaridas dos continentes Asiatico e Africano devido a sua rusticidade, resisténcia a
seca e tolerancia a solos com baixa fertilidade. Nessas partes do mundo, o gréo se destina a
alimentacdo humana e animal (Yadav e Rai 2013). Outras espécies que compdem o grupo dos
milhetos ou “millets” sdo Setaria italica (foxtail millet), Eleusine carocana (finger millet) e
Panicum miliaceum (proso millet). A expansdo da cultura do milheto granifero no territorio
brasileiro se deu mais recentemente e atualmente ja ocupa uma area plantada de 500.000
hectares por ano (ATTO 2022). O grdo se destina a alimentacao de animais como ingrediente
de racdo ou como silagem, mas também é utilizado como cobertura do solo no sistema plantio
direto (Bastos et al. 2002; Santos et al. 2017). Neste sistema, 0 milheto tem resultados positivos,
como por exemplo a supressdo da densidade e da diversidade de plantas daninhas (Araudjo et al.
2021). Além de oferecer excelente opgdo para a rotagdo de cultura, elevando o potencial
produtivo de grandes culturas do Cerrado (Corréa e Sharma 2004). Recentemente 0 seu uso na
alimentacdo humana foi regulamentado no Brasil com a Resolucdo de Diretoria Colegiada
(RDC) 493/2021 na qual foi autorizado o uso do milheto como ingrediente para produzir
diversos produtos alimenticios, tais como biscoitos e massas (ANVISA 2021). Os beneficios
do uso de milheto na fabricacdo de produtos alimenticios e na alimentagdo humana foi instruido
a partir do trabalho de Dias-Martins et al. (2018).

Entre os desafios para alcancar boa produtividade e qualidade do milheto, coloca-se o
manejo fitossanitario. Varios fungos foram registrados em associacdo com o milheto, que
requerem controle e manejo. Doengas foliares economicamente relevantes sdo causadas por
Bipolaris setariae (mancha foliar), Pyricularia grisea (brusone), Puccinia substriata
(ferrugem) e Sclerospora graminicola (mildio). Como doencas fungicas secundarias séo
consideradas a mancha foliar causada por Cercospora penniseti, ergot ou mela causado por
Claviceps fusiformis e o carvado Tolyposporium penicillariae (Kaurav et al. 2018). Por se tratar
de cultura em expanséo, a ocorréncia e a frequéncia dessas doencas em plantagdes Brasileiras
ainda precisam ser avaliadas. Nao existe literatura primaria disponivel.

Assim como em outras gramineas, existe elevada diversidade de espécies de Fusarium
em associacdo com o milheto, como patdgeno, endoéfito, saprofita na panicula ou potencial
produtor de micotoxinas. Uma das doencas documentadas é a podriddo do colmo e da panicula
(Oniyke 1991; Wilson 2002). Varias espécies de Fusarium, que pertencem principalmente aos

complexos Fusarium fujikuroi FFSC e Fusarium incarnatum-equiseti FIESC colonizam a
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panicula e os gréos de gramineas, onde podem causar podriddo e mofo (Houissa et al. 2019;
Leslie et al. 2005; Vismer et al. 2019; Wilson et al. 2006). As espécies de Fusarium sdo
conhecidas por produzir diversas micotoxinas, metabolitos secundarios altamente tdxicos a
vertebrados, que podem acumular no organismo, mesmo quando ingeridos em quantidades
muito baixas (Leslie et al. 2005; Proctor et al. 2009; Villani et al. 2016).

As principais micotoxinas produzidas por Fusarium s&o fumonisinas, tricotecenos e
zearalelona. A ocorréncia de uma espécie potencialmente micotoxigénica em gréos é sempre
um alerta sobre uma possivel contaminacdo do produto e seus derivados. Um estudo realizado
na Etiopia evidenciou que a micotoxina zearalenona prevaleceu em maiores concentragdes nas
amostras de sorgo e finger millet (Chala et al. 2014). Em associa¢do com o grupo dos millets
ocorre aparentemente grande diversidade de espécies de Fusarium dos complexos FFSC e
FIESC, mas que ndo foram identificadas (Chala et al. 2019). Em proso millet na Coreia foram
encontradas as toxinas zearalenona, deoxinivalenol e nivalenol (Choi et al. 2021). Na fase pés-
colheita, as condi¢des adequadas de armazenamento do milheto granifero em baixo teor de
umidade, sdo decisivas para evitar a contaminacdo por zearalenona e outras micotoxinas
(Jurjevic et al. 2007). Essa toxina tem a capacidade de causar danos ao sistema reprodutivo de
animais (Rai et al. 2019). Portanto, considerando o destino do milheto granifero a alimentacéo
humana e animal, a qualidade e seguranca dos gréos requer atencao especial.

Esse estudo tem por objetivo responder as seguintes questdes: i. quais espécies de
Fusarium podem ser encontradas em associacdo com o milheto granifero no Brasil? ii. quais
espécies causam mofo da panicula? iii. quais espécies de Fusarium em associacdo com a
panicula podem produzir micotoxinas? iv. quais espécies causam a podridao do colmo? A partir
do conhecimento obtido € possivel desenvolver estratégias para mitigar o possivel dano e
contribuir para 0o manejo fitossanitario. Sera possivel, ainda, subsidiar programas de

melhoramento que visam a selecdo de hibridos resistentes.

MATERIAL E METODOS

Isolamento, cultivo monosporico e preservagdo dos isolados

Os isolados foram obtidos a partir de amostras de colmos e paniculas, com e sem
sintomas ou sinais de Fusarium. As amostras eram provenientes de areas de producédo de
milheto granifero dos estados Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia, Tocantins, Goias e

Para. A partir do colmo foi realizado isolamento indireto de fungos, no qual as amostras com
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sintomas de podriddo foram lavadas em &gua corrente e os fragmentos de 5-10 mm foram
colocados em placas contendo meio extrato de malte 2% (MA2%) com antibiotico
estreptomicina (AB) e incubados na bancada, em temperatura ambiente. Quando observado o
crescimento de coldnias indicativas de Fusarium, estruturas do fungo foram transferidas para
placas de poliestireno de 60 mm, contendo meio MA2%, para obter culturas puras.

A partir das paniculas com sinal de Fusarium foi usado o método do isolamento direto,
com transferéncia do micélio presente na superficie do grdo para meio de cultura e também
isolamento indireto no qual os gréos foram submetidas ao blotter test. Nas paniculas sem sinal
de Fusarium, foi realizado somente blotter test. Os grdos submetidos ao blotter test foram
desinfestados superficialmente com alcool 70% e hipoclorito de sodio 1% e dispostos em
gerbox (10 x 10 cm, 50 gréos por recipiente) sobre trés folhas de papel filtro, umedecidos com
solugdo salina 1%. Os recipientes foram mantidos em bancada sob temperatura e fotoperiodo
ambiente. Os grdos foram analisados diariamente com o auxilio de um microscopio
estereoscopio e colbnias indicativas de Fusarium foram transferidas para placas contendo meio
de cultura MA2%. Os isolados obtidos foram preservados como culturas monospdéricas em agua
destilada e esterilizada, sob temperatura de 10°C no escuro e criopreservados em 15% de
glicerol e -80°C, na Colecao Micoldgica de Lavras (CML).

Caracterizacdo morfoldgica e determinacdo de morfotipos

Caracteristicas morfoldgicas como tipo de fialide, formato de conidios, presenca ou ndo
de clamiddsporos foram avaliadas e utilizadas como critérios para definicdo de morfotipos
(Leslie & Summerell 2006, O'Donnell et al. 2009). As avaliagdes das caracteristicas
morfologicas foram realizadas nos isolados cultivados em meio bata-dextrose-agar (BDA)
incubados em camara tipo BOD sob temperatura de 25 °C por 4 dias no escuro para avaliacdo
da taxa de crescimento das col6nias (Leslie e Summerell 2006).

Para avaliara morfologia foram utilizados os protocolos de Leslie e Summerell (2006).
As caracteristicas micromorfolégicas foram avaliadas em meio SNA com folhas de cravo
(Dianthus caryophyllus L.) para induzir a esporulagéo. Estes foram incubados em cdmara BOD
sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, por cerca de 10 a 15 dias nos quais as
dimenses dos conidios produzidos no micélio aéreo e esporoddquio foram medidas, bem como
a observacgdo de seu formato e septacdo. As caracteristicas dos conidioforos e a produgdo de

clamidosporos também foram observadas.
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Extracdo de DNA, PCR, sequenciamento e andlise filogenética

Os fungos foram cultivados em meio liquido de extrato de malte 2% durante 3 a 5 dias,
temperatura de 25 a 28°C e mantidos no agitador de mesa orbital sob agitacdo de 100 rpm. Em
seguida o micélio foi filtrado e macerado em nitrogénio liquido para o rompimento da parede
celular. A extracéo seguiu protocolo basico utilizando CTAB (O’Donnell 1992). Para verificar
a quantificacdo de DNA da extracdo, as amostras foram observadas em aparelho NanoDrop
2000 e o produto da extracdo visualizado em gel de agarose 1,2%.

O fragmento do genoma amplificado foi fator de elongacéo 1-o (EF-1a). Para o gene
EF-10, foram utilizados os primers Ef-3 e Ef-22 (O’Donnell et al. 1998). As reagdes de PCR
foram realizadas no aparelho termociclador MyCyclerTM (BIO-RAD). As condi¢es de ciclo
para EF-1a foram: 94°C, por 1 minuto; 34 ciclos: 94°C, por 30 segundos; 62°C, por 45
segundos; 72°C, por 1 minuto e 72°C, por 5 minutos (O’Donnell et al. 1998). Ao final, os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corados com GelRed
(Biotium®) para verificar o tamanho do fragmento amplificado e posteriormente visualizados
em um fotodocumentador da marca DNR Bio Imaging Systems e modelo MiniBIS. Os
fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se 0 PCR Products Purification Kit
(Ludwig Biotecnologia) para, posteriormente, serem sequenciados.

Os fragmentos amplificados foram sequenciados nos sentidos senso e antisenso pelo
laboratério da Psomagen (USA). Os eletroferogramas foram gerados e analisados com o
programa SegAssem® (Hepperle 2004) e as sequencias obtidas foram comparadas utilizando-
se dados do GenBank do National Center for Biotechnological Information (NCBI) com auxilio
da ferramenta BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). As sequéncias de referéncia de membros
pertencentes aos complexos FIESC e FFSC, correspondentes as regifes sequenciadas também
foram acrescentadas as analises. Os alinhamentos das sequéncias foram gerados com auxilio da
ferramenta CLUSTALW (Thompson et al. 1994) e implementada no programa MEGAX
(Kumar et al. 2018). As analises filogenéticas foram realizadas utilizando o método de Méxima

Maéxima Parcimonia, também no programa MEGAX.

Bioensaio da panicula
A inoculagdo foi realizada em paniculas de milheto hibrido ADRG 9060. Para o
bioensaio da panicula, sementes de milheto foram semeadas em 5 vasos de 5 L contendo solo,

areia e substrato Carolina soil (1:1:1) e mantidas em casa vegetagdo. O delineamento
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experimental foi inteiramente casualizado com 5 repeticbes de uma planta cada. Cada
tratamento consistiu em um isolado representante de uma espécie identificada, totalizando 6
espécies, mais o tratamento controle. A obtencdo do indculo consistiu no cultivo dos isolados
em placas de Petri contendo meio extrato de malte 2%, sob temperatura de 25°C e fotoperiodo
de 12 horas de luz fluorescente (Leslie & Summerell 2006). A suspensdo de esporos foi
preparada pela adigdo de agua destilada (10 mL) nas placas, e em seguida a amostra foi filtrada
em duas camadas de gaze com objetivo de separar fragmentos de micelio. Por fim, a
concentragéo da suspenséo de conidios foi ajustada em camara de Neubauer, para de 1 x 10°
conidios mL™,

No procedimento de inoculacdo das paniculas, foram borrifados 25 mL de suspenséo de
esporos no estadio de desenvolvimento 5 (ED 5), quando as mesmas ja apresentavam o estigma
emitido (Clements & Kleinschmidt 2003). Para ndo haver deriva do in6culo foram utilizados
sacos plasticos, cobrindo a panicula durante todo o processo, sendo mantidos na planta por
cerca de 15 horas ap6s a inoculagdo como camara Umida. As plantas controle foram tratadas
apenas com agua destilada. Ao final do ciclo da cultura as paniculas foram coletadas e avaliadas
visualmente quanto a presenca ou ndao de mofo, em seguida, foi realizada a quantificacdo da
incidéncia da espécie inoculada, no blotter. Cada tratamento foi submetido ao blotter test com
100 graos, sendo 4 repeticdes de 25 grdos cada (Michail 1985). Primeiramente os gréos foram
desinfestados com alcool 70% e hipoclorito 1%, na sequéncia foram lavados com &gua
esterilizada e distribuidos em placas contendo trés folhas de papel de filtro embebidas em
solucdo salina 1%. As amostras foram mantidas em bancada sob temperatura ambiente. Ao final
do bioensaio foi feito o reisolamento para verificar se os isolados obtidos correspondem aos
mesmos inoculados, de acordo com os postulados de Koch (Koch 1890).

Teste de patogenicidade do colmo

A inoculagdo foi realizada em colmos de milheto hibrido ADRG 9070. Para o teste em
colmo, palitos foram cortados com aproximadamente 2 cm, esterilizados e acondicionados
junto ao fungo em placas de Petri contendo meio extrato de malte 2%. Fragmentos do fungo
foram deslizados préximo aos palitos e mantido sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12
horas durante 15 dias. As sementes de milheto granifero foram semeadas em campo seguindo
o delineamento experimental de blocos casualizados, com 5 plantas por parcela em 3 blocos.

Os colmos foram inoculados quando apresentaram o terceiro entren6 expandido, no ED

4. Primeiramente o colmo foi desinfestado superficialmente com alcool 70% e entdo foi
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submetido a um ferimento com auxilio de um escupidor hellemback (material de uso
odontolégico), em seguida foi inserido o palito infestado que ficou mantido no colmo até o
momento da avaliacdo que ocorreu 25 dias apds a inoculacdo. As plantas controle foram
inoculadas com palitos estéreis (Damicone et al. 1988). A avaliacao da severidade da podridao
do colmo do milheto foi realizada com base na escala de notas proposta por Nicoli et al. (2015).
Os colmos foram cortados verticalmente e o terceiro entreno foi submetido a avaliagdo. A
identificacdo da frequéncia dos morfotipos de Fusarium foi avaliada com base na morfologia
descrita por Leslie & Summerell (2006). Ao final do teste de patogenicidade, foi feito o
reisolamento para verificar se os isolados obtidos correspondem aos mesmos inoculados, de

acordo com postulados de Koch (Koch 1890).

Anélise estatistica

Os dados gerados a partir da quantificacao da incidéncia da espécie inoculada no blotter
e os dados gerados do teste de patogenicidade do colmo, foram submetidos a analise de
variancia e as variaveis significativas foram submetidas ao teste de médias de Tukey a 5% de
significancia. Os pressupostos da normalidade e homogeneidade foram avaliados por meio dos
testes de Shapiro Wilk e Bartlett, respectivamente, ndo havendo transformacdo dos dados

quando 0s mesmos ndo atendiam aos pressupostos.

RESULTADOS

Identificacdo dos isolados, caracterizacdo morfoldgica e determinacdo de morfotipos

De 41 amostras recebidas em 2021 foi obtido um total de 167 isolados, em que 67 foram
isolados de paniculas e 31 isolados de colmos (Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5). Desses, 65, a maioria,
pertencem ao complexo Fusarium incarnatum-equiseti FIESC, enguanto 33 ao complexo
Fusarium fujikuroi FFSC. Contudo, existe um total de 69 isolados dos complexos FIESC
(n=40), FFSC (n=17) e Fusarium chlamydosporum FCSC (n=7) que ndo foram sequenciados.
Os isolados foram agrupados por morfotipo e uma subamostra foi selecionada para analise

filogenética.

Analise filogenética
A andlise da filogenia molecular baseada no gene tefl mostrou que 98 isolados (58,7%)

foram representantes dos complexos FIESC e FFSC. Os isolados agruparam com sequéncias



28

de referéncia de Fusarium sulawesiense (n=28), Fusarium caatingaense (n=6), Fusarium
incarnatum (n=4), Fusarium hainanense (n=14), Fusarium compactum (n=1), Fusarium
pernambucanum (n=1), Fusarium neosemitectum (n=10), Fusarium sp. 1 (n=1) (Fig. 1)
Fusarium verticillioides (n=19), Fusarium brachiariae (n=5), Fusarium madaense (n=6),

Fusarium gigantea (n=1) e Fusarium proliferatum (n=2) (Fig. 2).

Avaliacdo de marcadores morfologicos

O isolado CM 03 que ndo agrupou com nenhuma espécie de referéncia de acordo com
a analise filogenética (Fig. 1), foi observado e apresentou coloracdo de col6nia variando de
branca a bege. Em meio BDA e incubados a 25°C no escuro o crescimento micelial apresentou
1,66 cm de diametro por dia. Macroconidios formados no esporoddquio apresentaram de 1 a 5
septos, com 22,5-37,5 x 3,75 um, com formato falcado, célula apical curvada e célula pé em
forma de pé. Macroconidios formados no micélio aéreo a partir de polifialides apresentaram de
1 a 5 septos, com 30-50 x 3,75 um, com formato falcado, célula apical curvada e célula pé
pouco desenvolvida. Em meio SNA com folha de cravo, foi observada producdo de

esporoddquio de coloracdo marrom clara. Clamidosporo ausente.

Bioensaio panicula

Baseado na analise filogenética do gene EF-1¢, neste estudo, os isolados dos complexos
FIESC e FFSC obtidos de paniculas com e sem sinais de Fusarium em milheto foram
identificados como as seguintes espécies filogenéticas F. sulawesiense, F. caatingaense, F.
hainanense, F. pernambucanum, F. neosemitectum, Fusarium sp. 1, F. brachiariae e F.
verticillioides.

Paniculas inoculadas com isolados de Fusarium neosemitectum, F. sulawesiense e F.
caatingaense em casa de vegetacdo, apresentavam sinal de mofo 15 dias ap6s inoculagéo, antes
que os grdos chegassem no seu estadio de maturidade fisiologica. No estadio de maturacdo dos
gréos, as paniculas foram coletadas e avaliadas quanto a presenca do mofo. O sinal de F.
neosemitectum foi caracterizado por crescimento micelial na coloragdo rosada, textura
pulverulenta e cobrindo quase toda panicula, isso ocorreu em 100% das paniculas inoculadas.
O isolamento dessa espécie na amostra recebida do campo, ocorreu de forma direta e 0s sinais
observados através do bioensaio foram iguais aos observados na amostra. O sinal de F.
sulawesiense apresentou coloragdo rosada, com presenca de esporodoquio laranjado e textura

pulverulenta em 40% das paniculas inoculadas. Semelhante a amostra que foi isolada essa



29

espécie, de forma direta. O sinal induzido por F. caatingaense apresentou coloracdo branca e
textura pulverulenta em 60% das paniculas inoculadas, porém esse isolado ndo foi obtido
diretamente do sinal na panicula (Fig. 4).

As paniculas inoculadas com as espécies de Fusarium sp.l, F. brachiariae e F.
verticillioides ndo apresentaram sinal de mofo. Somente o Fusarium sulawesiense e F.
neosemitectum foram obtidos através de isolamento direto do sinal na panicula, as demais
espeécies foram isoladas através do blotter test, de paniculas com e sem sinais. Contudo, apesar
de algumas ndo apresentarem sinal, todas as especies inoculadas foram observadas no
reisolamento realizado por blotter test. Nesse teste os percentuais de incidéncia da espécie
inoculada variaram de 22 no tratamento controle e 100% no tratamento com F. neosemitectum
(Tab. 6). As paniculas do tratamento controle apresentaram sinais de coloracao branca a rosada
em 40% das paniculas inoculas e apresentaram baixa incidéncia de Fusarium sp. no blotter test.

Apo6s verificar a homogeneidade e a normalidade dos tratamentos, foi realizado a
ANOVA. Realizamos teste de Tukey a 5% de significancia e observou-se que todos os isolados
representantes das espécies testadas diferiram do controle quanto as porcentagens atribuidas no
blotter test.

Tabela 1. Porcentuais de ocorréncia de espécies de Fusarium obtidos na avaliacéo de blotter

test.

Tratamentos Porcentagem
F. neosemitectum 100 a

F. sulawesiense 84 b
Fusarium sp. 1 80b

F. brachiariae 44 c

F. verticillioides 42 c

F. caatingaense 37c
Controle 22d

cv 7,5

Teste de patogenicidade do colmo

Baseado na analise filogenética do gene EF-/a, neste estudo, os isolados dos complexos
FIESC e FFSC obtidos de tecidos sintomaticos de colmos de milheto foram identificados como
as seguintes espécies filogenéticas F. sulawesiense, F. compactum, F. incarnatum, F.
hainanense, F. madaense, F. brachiariae, F. gigantea e F. proliferatum. No teste de
patogenicidade com o hibrido de milheto ADRG 9070, os isolados representantes das espécies

identificadas induziram sintomas de podriddo do colmo (Fig. 5).
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No campo, ap6s 10 dias da inoculagdo, os colmos inoculados apresentaram lesdes
necrdticas na parte externa do colmo do milheto hibrido ADRG 9070. Com 25 dias da
inoculacdo as espécies induziram sintomas de podriddo, caracterizada por coloragdo marrom
escuro a lesdes necroticas no interior do colmo. As espécies F. madaense e F. hainanense foram
isoladas de amostras de campo com sintomas de coloracdo avermelhada, ja F. brachiariae foi
isolado de amostra com lesBes necrdticas. No reisolamento dos tecidos infectados, foi
observado a espécie inoculada fechando assim os postulados de Koch e confirmando sua
patogenicidade. As plantas provenientes do tratamento controle ndo apresentaram sintomas de
podrid&o do colmo.

Apo6s verificar a homogeneidade e normalidade dos tratamentos foi realizada a
ANOVA. Realizou-se analises ndo paramétricas com os testes Kruskal-Wallis e Dunn (p <
0,05) pois ndo houve homogeneidade entre os dados, e observamos que a espécie de “FIESC
sp.” diferiu estatisticamente do controle quanto as notas dadas no interior do colmo. As espécies
F. madaense e F. brachiariae apresentaram as maiores médias em relacdo aos demais
tratamentos. Fusarium madaense, F. brachiariae e F. hainanense, apesar de induzir lesées, ndo
diferiram estatisticamente do controle. Fusarium hainanense e “FIESC sp.” foram menos

virulentos em relacdo as demais espécies (Fig. 6).

DISCUSSAO

As espécies retiradas de paniculas ja foram isoladas de outros hospedeiros. De acordo
com a literatura F. caatingaense e F. hainanense ja foram relatados em associa¢do com graos
de arroz, no Brasil (Avila et al. 2019; Santos et al. 2019). Fusarium verticillioides causa a
podridao da espiga em milho (Naz et al. 2021). Fusarium neosemitectum é uma espécie pouco
conhecida, foi isolada de plantas de bananeira, na Republica do Congo (Xia et al. 2019).
Fusarium pernambucanum foi relatado também como patdgeno de meldo, induzindo sintomas
de podriddo em frutos (Zhang et al. 2022).

O presente estudo evidencia que espécies dos complexos FIESC e FFSC colonizam
grdos de milheto, porém somente as espécies pertencentes ao FIESC induzem o mofo da
panicula. Isso pode ser explicado porque esse grupo de fungos é representado por patdégenos
oportunistas e saprofitas (Jurado et al. 2005; O'Donnell et al. 2009). Espécies do FFSC sdo bem
conhecidos como patdgenos de gramineas, causando podriddo do colmo e espiga de milho e
sorgo, mas também como patdgenos de fruteiras como mangueira e abacaxizeiro. (Dam e Rep
2017, Leslie 2008, Costa et al. 2022).
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Todas as espécies inoculadas na panicula do milheto, apresentaram nivel de viruléncia
maior quando comparadas com o controle, de acordo com a analise estatistica gerada com 0s
dados obtidos da avaliacdo do blotter test. As demais espécies ndo apresentaram diferencas
quanto ao nivel de viruléncia. As espécies de FIESC e FFSC aparentemente ndo induzem
sintomas de doencas nas paniculas, ndo diminuem rendimento, ndo afetam as caracteristicas
morfoldgicas da cultura e dos grdos, mas existe o risco de produgdo de micotoxinas.

As espécies retiradas de colmos ja foram isoladas de outros hospedeiros. De acordo com
a literatura F. incarnatum foi relatado como patdgeno de pos colheita no meléo, induzindo a
podridao dos frutos (Aradjo et al. 2020; Wonglom e Sunpapédo 2020), F. compactum induz
podridao de raizes em banana (Logrieco et al. 1994). Fusarium madaense e F. proliferatum
induz podridao do colmo em milho, sorgo e milheto (Leslie 2008, Costa et al. 2022). Fusarium
gigantea foi descrito recentemente a partir de isolados endéfitos de Panicum maximum (Maia
et al. 2020).

Espécies do complexo FFSC podem ser encontradas com frequéncia em colmos
sintomaticos de gramineas (Naz et al. 2021). Neste trabalho, além de testarmos a patogenicidade
de espécies do complexo FFSC, testamos também a patogenicidade de espécies de FIESC, pois
essas espécies foram isoladas individualmente de colmos sintomaticos, foram submetidas ao
teste de patogenicidade e reisoladas das plantas inoculadas. Considerando que FIESC ainda néo
é reconhecido como um fitopatégeno e para confirmar os resultados, torna-se necessario
realizar nova metodologia para confirmara patogenicidade de isolados de FIESC (Jurado et al.
2005; O'Donnell et al. 2009).

Dentre as espécies inoculadas no colmo do milheto, apenas “FIESC sp.” apresentou
nivel de viruléncia maior em comparacdo ao controle e as demais espécies de acordo com a
analise estatistica gerada com as notas de severidade atribuidas no interior do colmo. As demais
espécies ndo apresentaram diferencas no nivel de viruléncia. 1sso sugere novamente que se teste
outra metodologia para confirmar os niveis de severidade. Fusarium sulawesiense e F.
brachiariae espécies dos complexos FIESC e FFSC foram comuns tanto no colmo como na
panicula. De acordo com a literatura, Fusarium sulawesiense foi relatado como patdgeno do
meldo, assim como F. incarnatum, ambos induzindo podriddo dos frutos (Aradjo et al. 2020;
Wonglom e Sunpapéo 2020), enquanto F. brachiariae foi encontrado a partir de amostras de
sementes de Brachiaria spp. e Panicum maximum (Costa et al. 2021).
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CONCLUSAO

Fusarium neosemitectum é o principal agente causal de mofo em paniculas de milheto
granifero. Fusarium sulawesiense e F. caatingaense representantes e FIESC, eventualmente
podem induzir sinais de mofo. Fusarium verticillioides e F. brachiariae, representantes de
FFSC ndo induzem sinais de mofo. Espécies do complexo FFSC e FIESC induzem sintomas de
podriddo do colmo em milheto granifero. Como perspectiva futura, existe a necessidade de
avaliar outra metodologia para testar a patogenicidade no colmo, com o objetivo de confirmar
os resultados obtidos nesse trabalho e avaliar se a metodologia do palito infestado é drastica as

plantas, ao ponto de favorecer os sintomas induzidos por espécies de FIESC.
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Tabela 2. Isolados do complexo Fusarium incarnatum-equiseti FIESC, obtidos de paniculas
de Pennisetum glaucum. Em negrito, isolados obtidos por isolamento direto.

Espécie Cod.? Obs.” Origem® Ano Seq. TEF
F. caatingaense ACB 45 SIS Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 189 S/S Primavera do leste MT 1 2021 X
ACB 599 C/S  Primaverado Leste MT 2 2021 X
ACB 600 C/S  Primaverado Leste MT 2 2021 X
CM 01 Alto Gargas MT 2020 X
CM 19 Nao identificado 2020 X
F. hainanense ACB 12 S/S Lucas do Rio Verde MT 1 2021 X
ACB 16 SIS Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 44 S/S Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 172 SIS Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 177 S/S Lucas do Rio Verde MT 1 2021 X
ACB 194 C/S AguaBoaMT 2021 X
ACB 513 C/S  Sinop MT 2021 X
CM 05 Nova Ubiratd MT 2020 X
F. pernambucanum ACB 523 C/S  Alianga do Tocantins TO 2021 X
F. sulawesiense ACB 02 SIS Lucas do Rio Verde MT 1 2021 X
ACB 20 SIS Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 21 SIS Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 25 S/S Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 43 SIS Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 47 S/S Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 50 SIS Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 171 S/S Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 337 C/S  Nova Ubiratd MT 1 2021 X
ACB 344 S/S Nova Ubiratd MT 2 2021 X
ACB 360 C/S  Ipiranga do Norte MT 2021 X
ACB 377 C/S  Alianga do Tocantins TO 2021 X
ACB 488 C/S Brasnorte MT 2021 X
ACB 509 C/S  Sinop MT 2021 X
ACB 530 C/S  Alianga do Tocantins TO 2021 X
ACB 555 S/S  AguaBoaMT 2021 X
ACB 181 S/S Primavera do leste MT 1 2021 X
ACB 186 S/S Primavera do leste MT 1 2021 X
CM 04 Nova Ubiratd MT 2020 X
CM 08 Sorriso MT 2020 X
CM 14 Sorriso MT 2020 X



F. neosemitectum

Fusarium sp. 1

“F. neosemitectum”

“FIESC sp.”

ACB 406
ACB 459
CM 07
CM 09
CM 10
CM11
CM 12
CM 15
CM 17
CM 18
CM 03

ACB 53

ACB 155
ACB 326
ACB 499
ACB 19

ACB 32

ACB 489
ACB 38

ACB 05

ACB 336
ACB 595
ACB 622
ACB 579
ACB 511
ACB 613
ACB 85

ACB 585
ACB 612
ACB 03

ACB 505
ACB 231
ACB 538
ACB 534
ACB 64

ACB 590
ACB 565
ACB 602
ACB 568
ACB 520
ACB 421
ACB 517

CIs

SIS

SIS
SIS
SIS
SIS
SIS
C/S
C/S
SIS
SIS
C/S
C/S
SIS
C/s
C/S
SIS
SIS
SIS
SIS
SIS
C/S
SIS
C/S
C/s
SIS
S/S
C/S
CIS
C/S
CIS
C/S
S/S

Ipiranga do Norte MT
Nova Canaa do Norte MT
Sorriso MT

Sorriso MT

Sorriso MT

Sorriso MT

Sorriso MT

Sorriso MT

Sorriso MT

Sorriso MT

Nova Ubiratd MT

Lucas do Rio Verde MT 1
Lucas do Rio Verde MT 2
Alta Floresta MT

Alta Floresta MT

Lucas do Rio Verde MT 2
Nova Ubiratd MT 1
Brasnorte MT

Lucas do Rio Verde MT 2
Lucas do Rio Verde MT 1
Nova Ubiratd MT 1
Primavera do Leste MT 2
Jatai GO 3

Nova Ubiratd MT 1
Sinop MT

Formosa do Rio Preto BA
Lucas do Rio Verde MT 2
Ribeirdo Cascalheira MT
Formosa do Rio Preto BA
Lucas do Rio Verde MT 1
Redencéo PA

Lucas do Rio Verde MT 2
Jatai GO 4

Alianca do Tocantins TO
Lucas do Rio Verde MT 1
Ribeirdo Cascalheira MT
Poxoréu MT

Primavera do Leste MT 2
Poxoréu MT

Nova Canaa do Norte MT
Nova Canad do Norte MT
Nova Canaa do Norte MT

2021
2021
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020

2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021
2021

X X X X X X X X X X X
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a ACB: Ana Caroline Barros, CM: Caroline Marchi; ° Sinal de mofo na panicula: C/S: com sinal, S/S:

sem sinal; ¢ Estados brasileiros: BA: Bahia, GO: Goias, MT: Mato Grosso, PA: Para, TO: Tocantins,

PA: Para.



Tabela 3. Isolados do complexo Fusarium fujikuroi FFSC, obtidos de paniculas de
Pennisetum glaucum.

ACB 345 S/S Formosa do Rio Preto BA 2021
ACB 378 C/S Ribeirdo Cascalheira MT 2021
ACB 441 S/S Sinop MT 2021
ACB 449 C/S Aliangado Tocantins TO 2021
ACB 450 C/S Aliangado Tocantins TO 2021
ACB 455 C/S Nova Canaado Norte MT 2021
ACB 460 C/S Nova Canaado Norte MT 2021

Espécie Cod.? Obs.” Origem® Ano Seq. TEF
F. brachiariae ACB 230 S/S Lucasdo RioVerde MT 1 2021 X
F. verticillioides ACB 185 S/S Primaveradoleste MT1 2021 X
ACB 190 C/S Poxoréu MT 2021 X
ACB 191 C/S Poxoréu MT 2021 X
ACB 203 S/S JataiGO1 2021 X
ACB 213 S/S JataiGO 3 2021 X
ACB 298 C/S Jatai GO 4 2021 X
ACB 311 C/S Brasnorte MT 2021 X
ACB 319 S/S AltaFloresta MT 2021 X
ACB 333 C/S Nova Ubiratd MT 1 2021 X
ACB 339 C/S NovaUbirata MT 2021 X
ACB 340 C/S NovaUbirata MT 2 2021 X
ACB 341 S/S Nova Ubirata MT 2 2021 X
X
X
X
X
X
X
X

“F. proliferatum”  ACB 367 C/S Ipiranga do Norte MT 2021
ACB 258 C/S Lucasdo Rio Verde MT 2 2021
ACB 309 C/S Brasnorte MT 2021
ACB 188 C/S Primaverado Leste MT 1 2021

“F. subglutinans”  ACB 486 C/S  Brasnorte MT 2021
ACB 352 S/S Formosado Rio Preto BA 2021
ACB 278 S/S  AguaBoaMT 2021
“F. verticillioides” ACB 277 C/S  AguaBoaMT 2021
ACB 358 C/S Ipiranga do Norte MT 2021
ACB 325 S/S  AltaFloresta MT 2021
ACB 197 S/S Jatai GO 1 2021
ACB 205 S/S Jatai GO 2 2021
“FFSC sp.” CM 02 Alto Gargas MT 2020

2 ACB: Ana Caroline Barros, CM: Caroline Marchi;
b Sinal de mofo na panicula: C/S: com sinal, S/S: sem sinal;
¢ Estados brasileiros: BA: Bahia, GO: Goias, MT: Mato Grosso, TO: Tocantins.



Tabela 4. Isolados do complexo Fusarium chlamydosporum FCSC, obtidos de paniculas
de Pennisetum glaucum.

Espécie Cod.? Obs.” Origem® Ano Seq. TEF
“FCSC sp.” ACB200 S/S Jatai GO 1 2021

ACB 443 C/S Aliangado Tocantins TO 2021

ACB 7 S/S Lucas do Rio Verde MT 1 2021

ACB 147 S/S Lucas do Rio Verde MT 2 2021

ACB 305 C/S Brasnorte MT 2021
ACB 312 C/S Brasnorte MT 2021
ACB506 C/S RedencdoPA 2021

aACB: Ana Caroline Barros;
b Sinal de mofo na panicula: C/S: com sinal, S/S: sem sinal;
¢ Estados brasileiros: GO: Goias, MT: Mato Grosso, PA: Para, TO: Tocantins.



Tabela 5. Isolados do complexo Fusarium incarnatum-equiseti FIESC, obtidos
de colmos de Pennisetum glaucum com sintomas de podridao.

Espécie Cod.2 OrigemP Ano Seq. TEF
F. compactum ACB 481 Jatai GO 2 2021 X
F. hainanense ACB 107  Brasnorte MT 2021 X
ACB 108  Brasnorte MT 2021 X
ACB 127 Jatai GO 5 2021 X
ACB 129 AguaBoa MT 2021 X
ACB 131  AguaBoaMT 2021 X
ACB 468  Alta Floresta MT 2021 X
F. incarnatum ACB 86 Formosa do Rio Preto BA 2021 X
ACB 88 Jatai GO 2 2021 X
ACB 95 Jatai GO 4 2021 X
CM 20 Nao identificado 2020 X
F. sulawesiense ~ ACB 78 Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 103  Nova Ubiratd MT 1 2021 X
ACB 105 Nova Ubiratd MT 1 2021 X
ACB 106  Brasnorte MT 2021 X
ACB 126  Poxoréu MT 2021 X
ACB 140 Ribeirdo Cascalheira MT 2021 X
ACB 462  Lucas do Rio Verde MT 1 2021 X
“FIESC sp.” ACB 120 Primaverado Leste MT 1 2021
ACB 73 Lucas do Rio Verde MT 2 2021
ACB 96 Rondonopolis MT 2021
ACB 79 Lucas do Rio Verde MT 2 2021
ACB 476  Rondonopolis MT 2021

ACB 66 Lucas do Rio Verde MT 1 2021
ACB 98 Sao Gabriel do Oeste MS 2021
ACB 472  Rondonopolis MT 2021
ACB 101  Sdo Gabriel do Oeste MS 2021

2 ACB: Ana Caroline Barros, CM: Caroline Marchi;
b Estados brasileiros: BA: Bahia, GO: Goiés, MT: Mato Grosso, MS: Mato Grosso do Sul.




Tabela 6. Isolados do complexo Fusarium fujikuroi FFSC, obtidos de colmos de
Pennisetum glaucum com sintomas de podridéo.

Espécie Cod.2 Origem® Ano Seq. TEF
F. brachiariae ACB 81 Lucas do Rio Verde MT 2 2021 X
ACB 113 Ipiranga do Norte MT 2021 X
ACB 122 Ipiranga do Norte MT 2021 X
ACB 124 Ipiranga do Norte MT 2021 X
F. gigantea ACB 473 Rondonopolis MT 2021 X
F. madaense ACB 93 AguaBoa MT 2021 X
ACB 115 S&o Gabriel do Oeste MS 2021 X
ACB 132 Luis Eduardo Magalhdes BA 2021 X
ACB 134 Luis Eduardo Magalhdes BA 2021 X
ACB 465 Primavera do leste MT 1 2021 X
ACB 466 Primaverado leste MT 1 2021 X
F. proliferatum ACB 464 Lucas do Rio Verde MT 1 2021 X
ACB 471 Rondonopolis MT 2021 X

“F. subglutinans” ACB 475 Rondondpolis MT 2021
ACB 118 S&o Gabriel do Oeste MS 2021

“F. proliferatum” ACB 133 Luis Eduardo Magalhdes BA 2021

“F. nygamai” ACB 479 Formosa do rio Preto BA 2021

2 ACB: Ana Caroline Barros;
b Estados brasileiros: BA: Bahia, MT: Mato Grosso, MS: Mato Grosso do Sul.




43

7 s m B s

t— ¥ 0 WIESS 17)
o
| acrses
o
P - o cnanagoensew
e PG 30}
cwe
povisios
Tonre. e
| Y | Pinmmun a4
l .- ey —
|- acna
| I — £ moamat
| acem
cmre
l-n“l
R M

__rsc

FCAMSC

BT O e T

Figura 1. Arvore filogenética de méaxima parciménia (MP) inferida a partir de fragmentos do gene
EF-1a mostrando a relagdo de Fusarium associada ao mofo da panicula e podriddo do colmo com outras
espécies dentro do Fusarium incarnatum-equiseti species complex FIESC e Fusarium camptoceras
species complex FCAMSC. Os valores de bootstrap (1000 réplicas) de MP > 70% sdo mostrados nos
entrends. Isolados ex-tipo e ex-epitipo sdo indicados com T e ET, respectivamente.
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Figura 2. Arvore filogenética de maxima parciméonia (MP) inferida a partir de fragmentos do gene
EF-1lo mostrando a relagao de Fusarium associada ao mofo da panicula e podriddo do colmo com outras
espécies dentro do Fusarium fujikuroi species complex FFSC. Os valores debootstrap (1000 réplicas) de
MP > 70% sdao mostrados nos entrends. Isolados ex-tipo e ex- epitipo sdo indicados com T e ET,
respectivamente.
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Figura 3. Fusarium neosemitectum. A-B. Coldnias em BDA,; A. superficie da col6nia; B. verso da
colbnia; C-G. Fotomicrografias de estruturas reprodutivas; C. macroconidios no micélio aéreo; D-E.
polifidlides; F-G. macroconidios formados no micélio aéreo.

Figura 4. Paniculas de milheto ADRG 9060 inoculadas com espécies de Fusarium. A. tratamento
controle, sem sinal de mofo. B. panicula inoculada com F. neosemitectum, com sinal de mofo. C.
panicula inoculada com F. caatingaense, com sinal de mofo. D. panicula inoculada com F. sulawesiense,
com sinal de mofo. E. panicula inoculada com F. brachiariae, sem sinal de mofo.
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Figura 5. Colmos de milheto ADRG 9070 inoculadas com espécies de Fusarium fujikuroi species
complex FFSC e Fusarium incarnatum-equiseti species complex FIESC. A-B. tratamento controle
perfurado com palito estéril; C-D. colmo inoculado com F. madaense; E-F. colmo inoculado com F.
brachiariae; G-H. colmo inoculado com F. hainanense; 1-J. colmo inoculado com espécie representante

de “FIESC sp.”.



