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RESUMO

O milheto granifero ¢ uma planta adaptada a regides aridas por sua rusticidade e destinada a
alimentagdo animal e humana. No Brasil, a cultura ¢ voltada para o uso como cobertura em
sistemas de plantio direto, além da producao forrageira e granifera. Entre os aspectos que
limitam a producdo destas plantas, fungos causam doengas na cultura, e destes destacam-se
espécies do género Fusarium, que comprometem o rendimento da cultura e a seguranca
alimentar dos graos, através da producdo de micotoxinas. A literatura primaria sobre a
associacao milheto — Fusarium ¢ escassa, embora tenha ocorrido vasta expansao da cultura no
Brasil em tempo recente. Nesse estudo, foi investigado quais espécies do complexo Fusarium
Sfujikuroi FFSC podem ser encontradas em associacdo ao colmo de milheto granifero e quais
induzem sintomas de doenga. A partir de colmos sintomaticos e assintomaticos foi obtida uma
colecao de 18 isolados com caracteristicas morfologicas de Fusarium fujikuroi, provenientes
de diferentes regides produtoras no Brasil. Foram identificadas seis diferentes espécies do FFSC
por meio de andlise de filogenia molecular de sequéncias da regido génica tefl. Todas as
espécies causaram podridao do colmo no milheto quando inoculadas em plantas jovens. A partir
do conhecimento obtido ¢ possivel identificar e monitorar os agentes etioldgicos, desenvolver
estratégias para mitigar o possivel dano e contribuir para o manejo fitossanitario. Também sera
possivel subsidiar programas de melhoramento para selecdo de hibridos resistentes. A
possibilidade de que diversas gramineas servem como fonte de inoculo de patéogenos de

importantes culturas, principalmente gramineas, deve ser investigada.

Palavras chave: Doenca de planta; Filogenia molecular; Pennisetum glaucum.



ABSTRACT

Grain millet is a plant adapted to arid regions due to its rusticity and used for animal and human
consumption. In Brazil, the crop has its main use as cover in no tillage systems, but also to
forage and grain production. Among the aspects that limit the production of this crop are fungi
that cause diseases, including species of the genus Fusarium, which compromise crop yield and
grain food safety through the production of mycotoxins. The primary literature on the millet —
Fusarium association is scarce, although there has been a vast expansion of the culture in Brazil
in recent times. In this study, it was investigated which species of the Fusarium fujikuroi FFSC
complex can be found in association with grain millet stalks and which ones induce disease
symptoms. From symptomatic and asymptomatic stalks, a collection of 18 isolates with
morphological characteristics of Fusarium fujikuroi was obtained, from different producing
regions in Brazil. Six different FFSC species were identified through molecular phylogenetic
analysis of fefl gene region sequences. All species caused stalk rot in millet when inoculated
in young plants. Based on the knowledge obtained, it is possible to identify and monitor
etiological agents, develop strategies to mitigate possible damage and contribute to
phytosanitary management. It will also be possible to subsidize breeding programs to select
resistant hybrids. The possibility that various grasses serve as a source of inoculum for

pathogens of important crops, especially grasses, should be investigated.

Keywords: Molecular phylogeny; Plant Disease; Pennisetum glaucum.



IMPACTOS SOCIAIS, TECNOLOGICOS, ECONOMICOS E CULTURAIS
Estudamos a diversidade do género Fusarium, que ocorre em associagdo com plantas cultivadas
e da vegetacao natural. A identificagdao das espécies de acordo com conceitos modernos ¢ um
pré-requisito para o desenvolvimento de diversas tecnologias. Verificamos a distribuigdo em
territério nacional, identificamos seus hospedeiros e seu comportamento como patdogeno,
endofito ou produtor de micotoxinas. O fendmeno da patogenicidade ¢ resultado da interagao
entre o fungo e a planta hospedeira, influenciado ainda por solo e clima. A pratica de uma
agricultura tropical altamente diversificada, tecnoldgica e inovadora no Brasil resulta em
variacdes consideraveis e relevantes. Os resultados gerados dao suporte a diagnose e ao
monitoramento de doengas, a implementacdo de estratégias de controle, integrando uso de
produtos quimicos e biologicos, e ainda ao desenvolvimento de germoplasma vegetal com
resisténcia genética. Representam pré-requisito indispensavel para o desenvolvimento de

tecnologia de detecg@o por PCR, baseada em polimorfismo tinico de DNA do organismo alvo.

SOCIAL, TECHNOLOGICAL, ECONOMIC AND CULTURAL IMPACTS
We are investigating the diversity of the genus Fusarium, which occurs in association with
cultivated plants and natural vegetation. Species identification according to modern concepts is
a prerequisite for the development of various technologies. We verified its distribution
throughout the country, identified its hosts and its behavior as a pathogen, endophyte or
producer of mycotoxins. The phenomenon of pathogenicity is the result of the interaction
between the fungus and the host plant, also influenced by soil and climate. The practice of
highly diversified, technological and innovative tropical agriculture in Brazil results in
considerable and relevant variations. The results generated support the diagnosis and
monitoring of diseases, the implementation of control strategies, integrating the use of chemical
and biological products, but also the development of plant germplasm with genetic resistance.
They represent an indispensable prerequisite for the development of PCR detection technology,

based on unique DNA polymorphisms of the target organism.
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Capitulo 1
1.1 Introducao

O milheto granifero (Pennisetum glaucum (L.) R.Br.), origindrio do oeste africano,
representa uma importante base alimentar para populagdes e criagdes animais nos continentes
Africano e Asiatico (Oumar et al. 2008, Yadav e Rai 2013). No Brasil, a cultura foi introduzida
no estado do Rio Grande do Sul para uso na alimentagdo animal e recentemente ¢ utilizada no
Cerrado brasileiro como planta de rotacao e incorporagdo no sistema de plantio direto e cultivo
minimo. Um reflexo do crescimento no cultivo de milheto granifero no Brasil se d4 com o
aumento das areas produtivas, estimado em 4 milhdes de hectares voltados a cobertura de solo
¢ 300mil hectares para a producgdo de graos (ATTO 2024; Landau e Pereira-Filho 2016).

O milheto granifero destaca-se por sua capacidade de adaptacdo a ambientes aridos,
comportamento justificado pela rusticidade, tolerancia a seca e a solos pouco férteis, baixa
incidéncia de doengas, que lhe confere vantagem ao milho e sorgo (Landau e Pereira-Filho
2016; Santos et al. 2017). O cultivo como planta de cobertura gera ciclagem e acimulo de
nutrientes € matéria organica com a incorporagao da planta ao solo, além de auxiliar no manejo
de plantas daninhas, reten¢ao de dgua e evitar a erosao do solo (Marcelo et al. 2012; Silva et al.
2023).

Porém, a presenca de patégenos em campo compromete o rendimento do milheto,
devido a doengas foliares, no colmo ou contaminagdo dos graos (Chala et al. 2014; Choi et al.
2021; Kaurav et al. 2018; Wilson 2002). Espécies de Fusarium foram descritas como agentes
causais da contaminagdo de graos de milheto no Oeste africano (Onyike e Nelson 1991). Foram
relatadas 18 espécies de Fusarium associadas com proso millet na Coréia (Choi et al. 2021).

Dentre os fungos associados a familia Poaceae, espécies de FFSC sdo relatadas
frequentemente com diferentes habitos: patogenos, saprofitas, endofitos ou produtores de
micotoxinas. Plantas de milheto, sorgo ¢ milho apresentaram sintomas de podriddo quando
inoculadas por isolados obtidos da cana-de-acucar, demonstrando que as espécies de FFSC nao
sdo especificas ao hospedeiro da qual foram recuperadas (Costa et al. 2019). E ainda faltam

informacdes sobre a ocorréncia de fungos do género Fusarium no milheto no Brasil.

1.2 Estado da arte
1.2.1 Cultura do milheto
O cultivo de milheto ¢ originario e milenar em regides aridas e semiaridas dos

continentes Asidtico e Africano, devido a caracteristicas que a adaptaram a tais regides, como:



rusticidade, resisténcia a seca, baixa necessidade nutricional e baixa incidéncia de doencas
(Yadav e Rai, 2013). O termo milheto compreende diversas espécies de plantas, que formam
um grupo conhecido como “millets”. Os membros deste grupo apresentam caracteristicas
morfologicas similares, como o formato das folhas, inflorescéncias e a produgao de pequenos
graos arredondados (Sharma e Niranjan 2018). Neste grupo se destacam o “foxtail millet”
(Setaria italica), “finger millet” (Eleusine carocana), “proso millet” (Panicum miliaceum), e
principalmente, o “pearl millet” (Pennisetum glaucum (L.) R.Br.), ou milheto granifero,
principal millet cultivado no Brasil € no mundo. A colheita total de graos de millets ao redor do
mundo foi estimada em 30.859.664 Ton (FAO 2024; Sharma e Niranjan 2018).

A origem de P. glaucum é relatada na Africa Saheliana, cuja produgio representa 50%
do cultivo mundial do grao, e atua como base alimentar para essas populacdes. Dentre os
maiores produtores de graos, a India é o destaque (Oumar et al. 2008; Yadav e Rai 2013). Dentre
os diversos usos do grao, variedades de “finger millet” sdo utilizadas na producdo de cervejas
e também servem de alimento para populagdes na India e Africa ocidental e central (Devi et al.
2014; Singh e Raghuvanshi 2012). O “Proso millet” ¢ utilizado em grande escala na produgdo
de ragdo para passaros nos EUA, apesar de haverem estudos que projetam o aumento da
produgdo para suprir demandas alimenticias e da industria local (Habiyaremye et al. 2017). A
produgdo de “Foxtail Millet” ¢ considerada a segunda maior no mundo dentre os millets, depois
de P. glaucum. A China ¢ a principal produtora do Foxtail millet, sendo este o mais produzido
dentre os millets neste pais (Sharma e Niranjam 2018).

No Brasil, a planta foi introduzida na primeira metade do século 20 no estado do Rio
Grande do Sul, destinada a alimentacao de animais como ingrediente de ra¢gdo ou como silagem,
ndo trazendo prejuizo quando incorporada a alimentacdo de rebanhos no lugar do milho,
principal grao utilizado (Abreu et al. 2014; Alonso et al. 2017; Landau e Pereira-Filho 2016).
Recentemente, o cultivo do milheto se expandiu para a regido do Cerrado brasileiro, como
planta de rotagdo e incorporacdo no sistema de plantio direto (Landau e Pereira-Filho 2016).
Neste sistema, o uso do milheto traz muitas vantagens, conferindo cobertura morta, manutencao
de agua e matéria organica no solo, ciclagem de nutrientes, supressao da densidade e
diversidade de plantas daninhas e, principalmente, evitando a erosdao do solo. (Marcelo et al.
2012; Silva et al. 2023).

Em termos produtivos, o cultivo do milheto ¢, na maioria das regides do mundo,
executado por pequenos produtores em regides aridas, voltado a subsisténcia com baixas

produtividades, em condigdes que outras culturas ndo renderiam tanto quanto o milheto. No
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Brasil, ¢ relatada a produtividade média de 2.110kg/ha ainda pequena quando comparada a
produtividade média de 5.414kg/ha do milho no Brasil na safra 2023/24 (ATTO 2024; Conab
2024). Em termos de fertilidade de solos, o milheto apresenta um eficiente sistema radicular,
que permite vantagem frente ao milho e sorgo no cerrado brasileiro. O milheto também possui
boa adaptabilidade a solos de baixa fertilidade e 4cidos, apesar da cultura possuir boa resposta
a adubagao e correcdo do solo (Landau e Pereira Filho 2016). Considerando o uso do milheto
principalmente como cultura de rotacdo em safrinha, a planta pode receber pouca ou nenhuma
adubacdo complementar, se valendo do residual da cultura anterior (Marcelo et al. 2012).

Existem poucas referéncias sobre valores de adubagdo para a cultura indicadas para
produgdo de graos. Os valores indicados s@o na ordem de 20 a 30 kg/ha em semeadura e 60 a
80 kg/ha para N no inicio do perfilhamento. As doses de P ¢ K recomendadas variam em fungao
da disponibilidade dos elementos no solo, variando entre 20-100 kg/ha e 30-120 kg/ha,
respectivamente (Landau e Pereira-Filho 2016).

A mudanga no habito do consumo do milheto tem sido encorajada devido aos aspectos
nutritivos do grao, assim como em iniciativas para uma mudanca cultural e produtiva no papel
do milheto para a sociedade (Devi et al. 2014; Habiyaremye et al. 2017; Sharma e Niranjan
2018). No Brasil, o grao de milheto teve recente regulamentacdo para a alimentagdo humana,
por meio da Resolu¢do de Diretoria Colegiada (RDC) 493/2021, na qual foi autorizado o uso
do grdo como insumo na producdo de produtos alimenticios, tais como biscoitos € massas
(ANVISA 2021). Os beneficios do uso de milheto na fabricacao de produtos alimenticios e na
alimentacdo humana tém descricdo recente (Dias-Martins et al. 2018).

No entanto, a presenca de patdogenos em campo compromete o rendimento do milheto,
devido a doengas foliares, no colmo ou/e contaminacao dos graos (Chala et al. 2014; Choi et
al. 2021; Kaurav et al. 2018; Wilson 2002). Espécies de Fusarium foram apontadas como
agentes causais da contaminagdo de graos de milheto no Oeste africano (Onyike e Nelson
1991). Foram relatadas 18 espécies de Fusarium associadas com “proso millet” na Coréia (Choi

et al. 2021).

1.2.2 Fusarium fujikuroi FFSC associado a gramineas.

O Fusarium fujikuroi species complex FFSC ¢ um grupo monofilético, com espécies
estabelecidas com base em relagdes filogenéticas (O’Donnell et al. 1998a). Historicamente
fungos deste complexo eram relatados como F. moniliforme, classificado como patéogeno a

diversas culturas (Aoki et al. 2014). Fusarium moniliforme ¢ uma nomenclatura em desuso e
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que atualmente compreende diversas espécies do complexo FFSC (O’Donnell et al. 1998a) tais
como F. andiyazi, F. nygamai, F. pseudonygamai, F. thapsinum e F. verticillioides, obtidos em
milheto, sorgo e milho na Africa do Sul (Leslie et al. 2005).

Além do conceito de espécies filogenéticas, o conceito de espécies bioldgicas ¢
amplamente utilizado em fungos do complexo fujikuroi, com a identificagcdo de 13 espécies
bioldgicas no complexo de espécies, a partir do desenvolvimento de testadores de “mating type”
(Leslie 1995; Lima et al. 2012). As mating populations de FFSC sao heterotalicas (Leslie e
Summerell 2006).

As espécies de FFSC possuem distribuicdo filogeografica, aspecto estabelecido a partir
da andlise da filogenia de quatro genes, dividindo as espécies em trés clados originados nos
continentes Africano, Americano e Asiatico, com pelo menos 56 espécies filogenéticas distintas
(O’Donnell et al. 1998b; Munkvold et al. 2021). Dentre os fungos associados a familia de
Poaceae, espécies de FFSC possuem relatos associados a diferentes habitos: patdgenos,
saprofitas, endofitos ou produtores de micotoxinas, comportamentos observados em Cana-de-
agucar, Arroz, Braquiaria, Milho, Sorgo e Milheto granifero (Costa et al. 2019; Maia et al. 2021;
Singh e Sunder 2012; Vismer et al. 2019).

Estes patogenos causam doengas em diversos hospedeiros, como o “bakanae” do arroz
(F. fujikuroi), “pokkah boeng” na cana-de-agucar (F. sacchari), méa formagdo em mangueira,
ip€ rosa e mogno (Costa et al. 2019; Gupta et al. 2015; Lima et al. 2012; Montoya-Martinez et
al. 2021; Santillan-Mendoza et al. 2018). Foi registrada a ocorréncia de espécies de FFSC como
patogenos gerando sintomas de podridao, causando perdas na produgdo de gramineas, afetando
milho, cana de agucar e sorgo (Cotten e Munkvold 1998; Costa et al. 2019; Kelly et al. 2017).
Plantas de milheto, sorgo ¢ milho apresentaram sintomas quando inoculadas por isolados
obtidos da cana-de-acucar, demonstrando que as espécies de FFSC nao sdo limitadas ao
hospedeiro da qual foram recuperadas e dificulta o manejo em campo (Costa et al. 2019). Os
sintomas descritos em literatura descrevem o crescimento longitudinal do sintoma nos tecidos
internos, por vezes com avermelhamento do interior do colmo (Kelly et al. 2017; Petrovic et al.
2009; Wilson 2002). Este complexo também est4 associado a contaminacao de diversos graos
por micotoxinas (Choi et al. 2021; Costa et al. 2019; Nicolli et al. 2020).

Espécies de FFSC sdo conhecidas por produzirem grande variedade de micotoxinas,
metabolitos secundéarios com efeitos toxicos na saude humana e animal destaque para as
fumonisinas, mas também moniliformina, beauvericina e enniatina (O’Donnell et al. 2018;

Proctor et al. 2009). Fumonisinas ocorrem em todo o mundo, muito associadas a cultura do
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milho e arroz, especialmente em climas quentes (Munkvold et al. 2021; Nicolli et al. 2020).
Apesar de possuirem estruturas quimicas simples, seus efeitos podem ser diversos e complexos
em sistemas animais. A acdo de fumonisinas ¢ carcinogénica em roedores, causa
leucoencefalomalacia em cavalos e também ¢ associada ao cancer esofagico em humanos
(Desjardins e Proctor 2007).

O cluster génico responsavel pela produ¢do de fumonisinas possui distribuicao
descontinua dentro de FFSC, dessa forma a presencga do cluster e a capacidade de producao da
micotoxina podem variar dentre espécies do complexo. A producdo de fumonisinas foi
detectada em apenas seis espécies do complexo, dentre as quais F. verticillioides, F.
proliferatum e F. nygamai sdo frequentemente detectados como produtores de fumonisinas
(Aoki et al. 2014).

Em gramineas, as fumonisinas sdo fitotoxicas em milho, gerando murcha, clorose e
necrose, além de inibir o crescimento radicular, apesar de ndo estarem associadas com a
capacidade do fungo em causar a podriddo da espiga (Munkvold et al. 2021). Foi detectada a
producdo de fumonisinas em associagdo a graos ao redor do mundo. Fusarium fujikuroi, F.
proliferatum e F. verticillioides foram os principais produtores detectados em graos de “proso
millet”, arroz, sorgo e milho. Também ja foram encontrados F. pseudocircinatum, F. nygamai
e F. pseudonygamai produzindo tais compostos (Choi et al. 2021; Leslie et al. 2005; Nicolli et
al. 2020; Vismer et al. 2019). Porém, em milheto granifero foram observadas baixas incidéncias
de fumonisinas em amostras isoladas de campo e também quando testadas, o que atesta uma
baixa importancia de FFSC como produtor de micotoxinas em condi¢des pré e pos colheita

nesta cultura (Jurjevic et al. 2007).
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2.1 Resumo

O milheto granifero ¢ uma planta adaptada a regides aridas por sua rusticidade e destinada a
alimentagcdo animal e humana. Entre os fungos que causam doenca na cultura, espécies do
género Fusarium comprometem o rendimento da cultura e a seguranga alimentar dos graos,
através da producdo de micotoxinas. A literatura primdria sobre a associacado milheto —
Fusarium ¢é escassa, embora tenha ocorrido vasta expansdo da cultura no Brasil em tempo
recente. Nesse estudo, foi investigado quais espécies do complexo Fusarium fujikuroi FFSC
podem ser encontradas em associagao ao colmo de milheto granifero e quais induzem sintomas
de doenca. A partir de colmos sintomaticos e assintomaticos foi obtida colecao de 18 isolados
com caracteristicas morfoldgicas de Fusarium fujikuroi, provenientes de diferentes regides
produtoras no Brasil. Foram identificadas seis diferentes espécies do FFSC por meio de anélise
de filogenia molecular de sequéncias da regido génica tefl. Todas as espécies causaram
podriddo do colmo no milheto quando inoculadas em plantas jovens. A partir do conhecimento
obtido ¢ possivel identificar e monitorar os agentes etiologicos, desenvolver estratégias para
mitigar o possivel dano e contribuir para 0 manejo fitossanitdrio. Também sera possivel
subsidiar programas de melhoramento para selecao de hibridos resistentes. A possibilidade de
que diversas gramineas servem como fonte de indculo de patogenos de importantes culturas,

principalmente gramineas, deve ser investigada.

Palavras chave: Doenca de planta; Filogenia molecular; Pennisetum glaucum.
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Abstract

Grain millet is a plant adapted to arid regions due to its rusticity and used for animal and human
consumption. In Brazil, the crop has its main use as cover in no tillage systems, but also to
forage and grain production. Among the fungi that cause disease in crops, species of the genus
Fusarium compromise crop yield and grain food safety through the production of mycotoxins.
The primary literature on the millet — Fusarium association is scarce, although there has been
a vast expansion of the culture in Brazil in recent times. In this study, it was investigated which
species of the Fusarium fujikuroi FFSC complex can be found in association with grain millet
stalks and which ones induce disease symptoms. From symptomatic and asymptomatic stalks,
a collection of 18 isolates with morphological characteristics of Fusarium fujikuroi was
obtained, from different producing regions in Brazil. Six different FFSC species were identified
through molecular phylogenetic analysis of tef] gene region sequences. All species caused stalk
rot in millet when inoculated in young plants. Based on the knowledge obtained, it is possible
to identify and monitor etiological agents, develop strategies to mitigate possible damage and
contribute to phytosanitary management. It will also be possible to subsidize breeding programs
to select resistant hybrids. The possibility that various grasses serve as a source of inoculum for

pathogens of important crops, especially grasses, should be investigated.

Keywords: Molecular phylogeny; Plant disease; Pennisetum glaucum.
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Figura 1. Arvore obtida pelo método de méaxima parciménia inferida a partir de sequéncias do
gene EF-1o com sequéncias de isolados do complexo de espécie Fusarium fujikuroi (Fusarium
Sfujikuroi species complex - FFSC). Os cédigos em negrito representam sequéncias dos isolados
deste estudo. Os demais cddigos sdo concernentes a sequéncias de referéncia obtidas do
GenBank. Valores de bootstrap >70% (1.000 replicagdes) para maxima parcimonia estdo
indicados nos nos. Sequéncias de isolados de Fusarium inflexum (NRRL 20433) e F.
oxysporum (NRRL 22902) foram utilizadas como outgroup. T = tipo; ET = epitipo; NT =
neotipo.

Figura 2. Morfologia geral do complexo de espécies Fusarium fujikuroi. A-B: Coloragao de
cultura de F. pseudocircinatum em meio BDA, C-D: Coloragao de cultura de F. proliferatum
em meio BDA, E. Esporoddquio formado por F. pseudocircinatum em folha de cravo, F. Mono-
e polifidlides de F. proliferatum, G. Monofiadlide com conidios em cadeia de F. madaense, H.
Macroconidios de F. gigantea.

Figura 3. Colmos de milheto da cultivar ADRG 9060 inoculados com Fusarium fujikuroi 30
DAI. A. Tratamento Controle Absoluto, B. Tratamento Controle, C. F. brachiariae, D. F.
madaense, E. F. fredkrugeri, F. F. proliferatum, G. F. gigantea, H. F. pseudocircinatum.

Figura 4. Corte transversal de colmo de milheto inoculados com Fusarium. A. Tratamento
Controle Absoluto, B. Tratamento Controle, C. F. brachiariae, D. F. madaense, E. F.
fredkrugeri, F. F. proliferatum, G. F. gigantea, H. F. pseudocircinatum.

Figura 5. Boxplot das médias das notas atribuidas aos sintomas induzidos pelas espécies de
Fusarium fujikuroi inoculadas em milheto. Diferentes letras representam diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos com 5% de significancia.
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2.2 Introducao

O milheto granifero (Pennisetum glaucum (L.) R.Br.), originario do oeste africano,
representa uma importante fonte nutricional para populagdes e criagdes animais nos continentes
Africano e Asiatico, com destaque para a India, maior produtora do grao (Oumar et al. 2008;
Yadav e Rai 2013). Essa espécie ¢ o principal representante do grupo dos “millets”, formado
por espécies que apresentam similaridades morfologicas, como o formato das folhas e a
producdo de pequenos graos arredondados. Compode este grupo o Proso millet, o Foxtail millet
e o Finger millet (Sharma e Niranjan 2018). No Brasil, o milheto granifero foi introduzido no
final dos anos 20 do século passado no estado do Rio Grande do Sul para uso na alimentagado
animal e, recentemente, ¢ cultivado principalmente na regido do Cerrado brasileiro, como planta
de rotagdo e incorporacdo no sistema de plantio direto. A expansdo da cultura no Brasil se
reflete nas areas produtivas do milheto granifero, estimadas na ordem de 4 milhdes de ha
destinadas ao uso em cobertura e 300.000 ha destinadas a producdo de graos (ATTO 2024;
Landau e Pereira-Filho 2016).

O milheto granifero ¢ muito utilizado em regides aridas ao redor do mundo, por se tratar
de uma planta rustica e bem adaptada a este tipo de ambiente, sendo uma das poucas alternativas
de alimento para as populagdes que vivem nessas localidades. A rusticidade da planta ¢
atribuida a sua tolerancia a seca, a acidez do solo e a baixa requisi¢do de nutrientes, conferindo-
lhe vantagem sobre o milho e o sorgo. Outros usos da cultura abrangem cobertura do solo, que
protege o solo contra erosao, ciclagem e acimulo de nutrientes com a incorporacao da planta
ao solo, aumento da disponibilidade hidrica, além de auxiliar no manejo de plantas daninhas
(Boer et al. 2007; Guimaraes et al. 2013; Landau e Pereira-Filho 2016; Marcelo et al. 2012;
Silva et al. 2023).

Entretanto, a presenca de patdogenos pode comprometer o rendimento da cultura, por
meio de doencas foliares, do colmo ou contaminagdo dos graos (Chala et al. 2014; Choi et al.
2021; Kaurav et al. 2018; Wilson 2002). Espécies de Fusarium foram detectadas em associagao
a graos de milheto no Oeste africano (Onyike e Nelson 1991). Foram relatadas 18 espécies de
Fusarium associadas com graos de “proso millet” na Coréia. Fusarium fujikuroi, F.
proliferatum e F. concentricum apresentaram producdo de fumonisinas (Choi et al. 2021).

Dentre os fungos associados a familia Poaceae, espécies do complexo Fusarium
Sfujikuroi (FFSC) sdo relatadas frequentemente com diferentes habitos: patogenos, saprofitas,

endofitos ou produtores de micotoxinas, comportamentos observados em Cana-de-agucar,
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Arroz, Braquidria, Milho, Sorgo e Milheto granifero (Costa et al. 2019; Maia et al. 2021; Singh
e Sunder 2012; Vismer et al. 2019).

Foi registrada a ocorréncia de espécies de FFSC causando podridao do colmo do milheto
nos EUA (Wilson 2002). Plantas de milheto, sorgo ¢ milho apresentaram sintomas quando
inoculadas por isolados obtidos da cana-de-acucar, demonstrando que as espécies de FFSC nao
sdo limitadas ao hospedeiro da qual foram recuperadas (Costa et al. 2019). Faltam informacdes
sobre a ocorréncia de fungos do género Fusarium no milheto no Brasil. Com isto, o estudo

objetiva elucidar a etiologia da podridao do colmo do milheto no Brasil.

2.3 Material e métodos
Isolamento e preservaciao

Foram obtidos isolados com caracteristicas de Fusarium de plantas de milheto com e
sem sintomas de podriddo do colmo a partir de amostras provenientes de areas de produg@o nos
estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia, Tocantins ¢ Goias (Tabela 1). Foi
realizado isolamento indireto de fungos, com lavagem das amostras em agua corrente e
disposi¢do de fragmentos de 5-10 mm em placas contendo meio extrato de malte 2% (MA2%)
com antibidtico estreptomicina (AB) e incubados a temperatura ambiente. Fragmentos de
colonias de Fusarium foram transferidas para placas de poliestireno de 60 mm, contendo meio
MAZ2%, para obtencdo de culturas puras. Culturas monosporicas foram preservadas em agua
destilada e esterilizada, sob temperatura de 10°C e criopreservados em 15% de glicerol e -80°C,

na Colegao Micolégica de Lavras (CML).

Sequenciamento e analise de filogenia molecular

Os isolados 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 extracdo seguiu protocolo basico utilizando CTAB (O’Donnell 1992). Para verificar
a concentragdo do DNA extraido e sua pureza, as amostras foram observadas em aparelho
NanoDrop 2000 e o produto da extracao visualizado em gel de agarose 1,2%.

O fragmento do genoma amplificado foi o fator de elongacdo 1-a (tef). Para o gene
tefl, foram utilizados os primers Ef-1 e Ef-2 (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
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fotodocumentador. Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se o PCR
Products Purification Kit (Ludwig Biotecnologia) para serem sequenciados posteriormente.
Os fragmentos amplificados foram sequenciados nos sentidos senso e antisenso no
laboratorio da Psomagen (EUA). Os eletroferogramas obtidos foram analisados no programa
SeqAssem® (Hepperle, 2004), no qual foram obtidas as sequéncias consenso. O alinhamento e
a analise filogenética foram realizados utilizando o programa MEGA11 (Tamura et al., 2021).
O alinhamento com sequéncias do gene EF-/o consistiu de 467 pares de bases, sendo 124
posigdes informativas para parcimonia. O método de maxima parcimonia foi utilizado para

obtencao da arvore filogenética, com 1000 replicagdes.

Caracterizacao morfologica e identificacao de morfotipos

Foram avaliadas as caracteristicas morfoldgicas para identificacdo de morfotipos (Costa
et al. 2021; Ezekiel et al. 2020; Leslie e Summerell 2006; Maia et al. 2021; Nirenberg e
O’Donnell 1998; Sandoval-Denis et al. 2018). Para avaliar a morfologia foram utilizados os
protocolos de Leslie e Summerell (2006). As avaliagdes das caracteristicas morfologicas foram
realizadas nos isolados cultivados em meio batata-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 colonias (Leslie e Summerell 2006). As caracteristicas micromorfologicas foram avaliadas
em meio SNA com folhas de cravo (Dianthus caryophyllus) para induzir a esporulagdo. Os
1solados foram incubados em camara BOD sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas,
por cerca de 10 a 15 dias nos quais as dimensdes dos conidios produzidos no micélio aéreo e
esporodoquio foram medidas, bem como a observacdo de seu formato e septagdo. As

caracteristicas dos conididforos e a producdo de clamidoésporos também foram observadas.

Teste de patogenicidade

Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio extrato de malte 2%
juntamente com palitos previamente esterilizados para obtencdo do indculo, seguindo
metodologia adaptada de Damicone et al. (1988), sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12
horas de luz durante 15 dias (Leslie € Summerell 2006). Plantas de P. glaucum cultivar ADRg
9060 foram semeadas em vasos de 10 L contendo solo, areia e o substrato Carolina Soil (2:1:1).
Apobs a emergéncia das plantulas foi realizado o desbaste deixando as duas plantas mais

vigorosas no vaso. As plantas ficaram a céu aberto. A irrigagdo aconteceu conforme
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necessidade hidrica. A adubagdo ocorreu a cada 15 dias com uso de 1g de NPK (4-14-8) em
cada vaso.

Inoculagdes foram realizadas nos colmos apo6s aproximadamente 45 dias da data do
plantio, ap6s a emissao da folha bandeira das plantas. Os colmos foram desinfetados com alcool
70% no terceiro entrend expandido, seguido da inoculagdo com a inser¢cdo dos palitos, que
permaneceram no colmo por 30 dias, até a realizacao da avaliagdo. As plantas controle tiveram
palitos estéreis inseridos no colmo, como controle absoluto foram mantidas plantas sem
qualquer interven¢ao (Damicone et al. 1988).

Cada tratamento consistiu de um isolado de cada espécie de FFSC identificada. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes, cada repeti¢ao
foi representada por uma planta. Trinta dias apds a inoculacao foi realizada a avaliagao da
severidade da podridao do colmo no milheto, com base na escala de notas (Nicoli et al. 2015).
Os colmos foram cortados transversalmente e o terceiro entreno foi submetido a avaliagdo.

Foi realizado o reisolamento dos colmos para finalizar os postulados de Koch. O
procedimento consistiu no corte de fragmentos do colmo, seguido pela desinfestagdo com
alcool 70% e hipoclorito 2% por 30 segundos e 1 minuto, respectivamente. Os fragmentos
foram lavados com agua esterilizada e secos em papel filtro, sendo distribuidos em placas
contendo meio malte 2%. As placas foram mantidas em temperatura ambiente para o
crescimento das coldnias, seguido da identificacdo dos morfotipos de Fusarium, realizada com
base na morfologia descrita por Leslie & Summerell (2006). Os dados do teste de
patogenicidade foram submetidos aos testes de Shapiro Wilk e Bartlett (p>0,05) para verificar
os pressupostos da analise de varidncia. Os dados apresentaram distribui¢cdo normal, sendo
assim foram submetidos a andlise de variancia (Teste F p<0,05) e quando significativo, as

variaveis qualitativas serdo comparadas com Teste de Scott-Knott (p<0,05).

2.4 Resultados

Os isolados foram identificados como sete espécies filogenéticas distintas: Fusarium
madaense (n=8), F. brachiariae (n=5), F. verticillioides (n=4), F. proliferatum (n=2), F.
fredkrugeri (n=1), F. gigantea (n=1), F. pseudocircinatum (n=1) (Figura 1). Os isolados de F.
verticillioides foram recuperados da panicula do milheto. Os caracteres morfologicos avaliados
condizem com a descricdo das espécies (Costa et al. 2021; Ezekiel et al. 2020; Leslie e
Summerell 2006; Maia et al. 2021; Nirenberg e O’Donnell 1998; Sandoval-Denis et al. 2018)
(Figura 2).
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Todas as espécies de FFSC testadas induziram sintomas de podridao do colmo quando
inoculados, foram reisolados e identificados, ou seja, os postulados de Koch foram positivos.
As plantas apresentaram os primeiros sintomas de podridao em 7 DAI, com a ampliagdo dos
sintomas de necrose externos ao redor do local da inoculagao até a avaliacao em 30 DAI (Figura
3). Quando cortados transversalmente, foram observadas lesdes direcionadas as extremidades
do entrend. No centro do entren6 foram verificadas regides necrosadas com tons marrons e/ou
avermelhados. Houve crescimento de colonias no local da inoculagdo em algumas espécies
(Figura 4). Ocorreu diferenga na severidade de todas as espécies inoculadas em relacdo aos
controles. As maiores severidades foram de Fusarium proliferatum e F. pseudocircinatum,

comparados as demais espécies (Figura 4).

2.5 Discussao

Com base na andlise filogenética do locus tefl, marcadores morfologicos e testes de
patogenicidade, F. brachiariae, F. madaense, F. fredkrugeri, F. proliferatum, F. gigantea e F.
pseudocircinatum sao agentes etiologicos da podridao do colmo de milheto granifero no Brasil.
Todos os isolados de F. brachiariae tiveram sua origem no estado do Mato Grosso, enquanto
F. madaense foi encontrado nos estados da Bahia, Mato Grosso € Mato Grosso do Sul. As
demais espécies apresentaram baixa frequéncia, todas nos estados do Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul. Este ¢ o primeiro estudo a identificar os agentes etioldgicos da podridao do
colmo do milheto granifero no Brasil.

A interacdo de FFSC com milheto tem registros desde a década de 1990, no oeste
africano, com a descri¢do de diversas espécies de Fusarium associadas com os graos de milheto,
entre elas F. moniliforme e F. nygamai (Onyike e Nelson 1991). Na Africa do Sul foi encontrado
F. pseudonygamai associado ao milheto, além de F. verticillioides, F. andiyazi, F. nygamai, ¢
F. thapsinum associados a milho e sorgo (Leslie et al. 2005). O principal agente causal da
podridao do colmo do milheto nos EUA foi relatado como F. moniliforme, a partir das suas
altas frequéncias na coloniza¢do de colmos em estadios precoces de desenvolvimento, sem
confirmar a patogenicidade (Wilson 2002). O nome Fusarium moniliforme esta em desuso, pois
representa um morfotipo que compreende diversas espécies filogenéticas e biologicas do FFSC
(Costa et al. 2022; Yilmaz et al. 2021).

No Brasil, o unico relato de podridao em colmo de milheto ¢ oriundo de Macrophomina
phaseolina, que causa a podridao seca do colmo (Landau e Pereira-Filho 2016). Nao existem

relatos de podridao de colmo causados por Fusarium spp. no Brasil. Também devem ser
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destacadas as interagdes de espécies de FFSC com plantas de sorgo, frequentemente incluidas
no grupo dos millets pela presenga de graos expostos. Fusarium andiyazi e F. thapsinum sao
classificados como alguns dos principais patdgenos nesta cultura (Marasas et al. 2001; Leslie
et al. 2005; Petrovic et al. 2009). Porém ja foram recuperadas F. proliferatum, F. verticillioides
e F. sacchari de colmos de sorgo na Tailandia (Nor et al. 2019), reforcando a afinidade de FFSC
com gramineas. Fusarium madaense também foi capaz de causar podriddo de colmo em milho,
sorgo e milheto, e deve ser considerada a capacidade de F. mirum em causar a doenga, visto a
proximidade genética entre essas espécies e F. andiyazi (Costa et al. 2022).

Todas as espécies de FFSC testadas causaram sintomas de podridao no colmo de milheto
granifero, com sintomas similares aos descritos em literatura, com crescimento transversal do
sintoma nos tecidos internos, por vezes com avermelhamento do interior do colmo (Kelly et al.
2017; Petrovic et al. 2009). Os sintomas ¢ a patogenicidade de Fusarium em milheto s6 haviam
sido relatadas em mudas (Akanmu et al. 2013), porém este estudo descreve a patogenicidade
em plantas adultas, com o pleno desenvolvimento vegetativo da planta.

Dentre as espécies avaliadas, F. proliferatum ¢ considerado o principal patdégeno no
complexo fujikuroi por causar doengas severas em diversos hospedeiros ao redor do mundo
(Munkvold et al. 2021). Fusarium pseudocircinatum ¢ conhecido como agente causal da ma-
formagao em mangueira, ipé rosa e mogno (Freeman et al. 2014; Montoya-Martinez et al. 2021;
Santillan-Mendoza et al. 2018). F. gigantea foi isolado e descrito como endofito de Braquidria,
porém foi anteriormente isolado de milho (Rocha et al. 2011), informagdo encontrada por nosso
grupo por meio de comparagdo de sequéncias via BLAST do NCBI, mecanismo que também
nos permitiu verificar outros isolados desta espécie recuperados de ambientes hospitalares, este
trabalho ¢ o primeiro relato desta espécie como patdgeno (Maia et al. 2021; Moretti et al. 2018;
Rocha et al. 2011; Scheel et al. 2013; Venturini et al. 2018).

Por espécies do FFSC serem patogenos de milheto e capazes de causar doenga em outros
hospedeiros, principalmente gramineas, mas também soja (Costa et al. 2019; Zhao et al. 2022),
¢ recomendada atengdo para a frequéncia da doengca em campo, considerando o papel do
milheto na agricultura atual brasileira, em rotagdo de culturas e em sistemas de plantio direto
(Marcelo et al. 2012; Silva et al. 2023; Landau e Pereira Filho 2016). Assim, o uso de palhada
oriunda de plantas de milheto infectadas pode atuar como fonte de indculo para as principais
espécies cultivadas no cerrado brasileiro, além do potencial de dispersdo destes patogenos para

novas regioes.
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Anexos
Tabelas e figuras

Tabela 1. Isolados de FFSC obtidos de Pennisetum glaucum em 2021.

Espécies CML?2 Outros Codigos Origem Geografica ?
| | |
F. brachiariae 4494
ACB 79 Lucas do Rio Verde MT
ACB 81 Lucas do Rio Verde MT
ACB 113 Ipiranga do Norte MT
ACB 122 Ipiranga do Norte MT
4497 ACB 124 Ipiranga do Norte MT
F. fredkrugeri 4496 ACB 118 Sdo Gabriel do Oeste MS
F. gigantea 4499 ACB 473 Rondonépolis MT
F. madaense ACB 93 Agua Boa MT
ACB 133 Luis Eduardo Magalhdes BA
4495 ACB 115 Sao Gabriel do Oeste MS
ACB 132 Luis Eduardo Magalhdes BA
ACB 134 Luis Eduardo Magalhdes BA
ACB 465 Primavera do Leste MT
ACB 466 Primavera do Leste MT
4501 ACB 479 Formosa do Rio Preto BA
F. proliferatum ACB 464 Lucas do Rio Verde MT
4498 ACB 471 Rondonopolis MT
F. pseudocircinatum 4500 ACB 475 Rondonépolis MT
F. verticillioides ACB 213 Jatai GO
ACB 345 Formosa do Rio Preto BA
ACB 441 Sinop MT
ACB 450 Alianga do Tocantins TO

a CML, Colecao Micolodgica de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG, Brasil.
b Estados brasileiros: BA, Bahia; GO, Goias; MT, Mato Grosso; MS, Mato Grosso do Sul; TO, Tocantins.

¢ F. verticillioides encontrados na panicula de P. glaucum.
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CML 4494

ACB 113

ACB 122

CML 4497

ACB 81

F. brachiariae CML 3163

F. brachiariae CML 3032 T

F. denticulatum CBS 407.97 T

F. chinhoyiense NRRL 25221 T
99" F. mundagurra NRRL 66235 T
97| CML 4500

F. pseudocircinatum NRRL 22946 T  Fusarium pseudocircinatum
F. pseudocircinatum CBS 455.97

F. nygamai NRRL 13488 T

F. thapsinum NRRL 22045

100 CML 4499
ﬂ'ju F. gigantea CMM 3557 T Fusarium gigantea
83' F. gigantea CMM 3363
F. coicis NRRL 66233 T

ACB 93
CML 4501
g4|| ACB 133
F. madaense CBS 146651
F. madaense CML 3853 T Fusarium madaense
ACB 466
ACB 465
ACB 134
ACB 132
CML 4495
F. andiyazi CBS 119857 T
F. planum LC15876 T
F. mirum CML 3859 T
F. tiaetaba NRRL 66243 T
F. napiforme NRRL 13604 T
F. ramigenum NRRL 25208 T
ACB 213
F. verticillioides CML 3664
97[ F. verticillioides CBS 218.76 ET
ACB 450
ACB 441
99| 'ACB 345
F. musae NRRL 25059 T
100" F. musae CML 2863

F. circinatum NRRL 25331 T
F. subglutinans CBS 747.97 NT
98 F. konzum CBS 119849 T
99 F. tupiense CML 262 T

ACB 464

F. proliferatum NRRL 22944
F. proliferatum CML 3548
CML 4498

F. fujikuroi CBS 221.76 T

F. mangiferae CBS 120994 T

99" F. sanyaense LC15882 T

F. sacchari CBS 223.76 ET
F. udum NRRL 22949 ET

95| CML 4496
4E fredkrugeri CBS 408.97 Fusarium fredkrugeri

PL— F fredkrugeri CBS 144209 T
[ F. inflexum NRRL 20433 T
99— F. oxysporum NRRL 22902

Fusarium brachiariae

&

|2

80

95

Fusarium verticillioides

Fusarium proliferatum

i
5.00

Figura 1. Arvore obtida pelo método de maxima parciménia inferida a partir de sequéncias do gene EF-
lo. com sequéncias de isolados do complexo de espécie Fusarium fujikuroi (Fusarium fujikuroi species
complex - FFSC). Os c6digos em negrito representam sequéncias dos isolados deste estudo. Os demais
codigos sdo concernentes a sequéncias de referéncia obtidas do GenBank. Valores de bootstrap >70%
(1.000 replicagdes) para maxima parciménia estdo indicados nos nods. Sequéncias de isolados de
Fusarium inflexum (NRRL 20433) e F. oxysporum (NRRL 22902) foram utilizadas como outgroup. T

= tipo; ET = epitipo; NT = neotipo.
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Figura 2. Morfologia geral do complexo de espécies Fusarium fujikuroi. A-B: Coloragdo de cultura de
F. pseudocircinatum em meio BDA, C-D: Coloragdo de cultura de F. proliferatum em meio BDA, E.
Esporodoquio formado por F. pseudocircinatum em folha de cravo, F. Mono- e polifidlides de F.
proliferatum, G. Monofialide com conidios em cadeia de F. madaense, H. Macroconidios de F.
gigantea.

/

Figura 3. Colmos de milheto da cultivar ADRG 9060 inoculados com Fusarium fujikuroi 30 DAL
A. Tratamento Controle Absoluto, B. Tratamento Controle, C. F. brachiariae, D. F. madaense, E.
F. fredkrugeri, F. F. proliferatum, G. F. gigantea, H. F. pseudocircinatum.
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Figura 4. Corte transversal de colmo de milheto inoculados com Fusarium fujikuroi. A. Tratamento
Controle Absoluto, B. Tratamento Controle, C. F. brachiariae, D. F. madaense, E. F. fredkrugeri, F. F.
proliferatum, G. F. gigantea, H. F. pseudocircinatum.
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Figura 5. Boxplot das médias das notas atribuidas aos sintomas induzidos pelas espécies de
Fusarium fujikuroi inoculadas em milheto. Diferentes letras representam diferengas estatisticas
significativas entre os tratamentos com 5% de significancia.



