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RESUM O — Propomos neste estudo avaliar ainfluéncia da rotagdo de culturas no crescimento
fungico em amostras de gréos de milho e de cobertura morta em duas regiées produtoras. O
isolamento dos fungos foi redlizado pelas técnicas de Semeadura Direta e Semeadura em
Superficie para as amostras de milho e cobertura morta, respectivamente. Os fungos foram
identificados em nivel de género, entretanto, aqueles pertencentes ao género Fusarium estdo
sendo identificados até espécie. Em relac@o a atividade de agua, nas amostras de cobertura
morta a média foi de 0,57 em Palmitd e 0,54 em Capdo Bonito. Nas amostras de milho, a
média foi 0,91 em Palmital e 0,95 em Capdo Bonito. A micobiota do milho revelou maior
frequéncia de Fusarium spp. nas duas regides (68,9% - Pamita e 70,0% - Cap&o Bonito). Nas
amostras de cobertura morta, 0 género Fusarium foi 0 mais frequente na regido de Palmital
(34,6%). Em Capdo Bonito, os géneros mais isolados foram Cladosporium (43,2%) e
Penicillium (20,7%), seguidos por Fusarium (15,5%). Do total das cepas isoladas de
Fusarium spp., 47,4% foram identificadas em nivel de espécie. Dentre estas, 64,4% foram
identificadas como F. verticillioides. A andlise das cepas restantes encontra-se em andamento.

Palavras-chave: Atividade de &gua, Cobertura morta, Fusarium verticillioides, Micobiota,
Milho.
Introducéo

Uma das causas da baixa produtividade e da baixa qualidade dos gréos de milho esta
relacionada & ocorréncia de doengas, diada as condi¢cBes climéticas e as préticas culturais.
Entre as medidas de controle utilizadas, préticas smples, como rotagcdo de culturas e manegjo
adequado da populagcdo de plantas, podem ser consideradas opgdes econdmicas e eficientes
para minimizar os danos causados por fungos patogénicos. A espécie fungica mais comumente
associada a semente de milho no Brasil € Fusarium verticillioides (Casa e Rels, 2003).

F. verticillioides (Syn. F. moniliforme) € uma espécie fungica ubiqua, predominante
em regides tropicais e temperadas (Ledlie, 1996). A colonizagdo de plantas ou gréos por cepas
desse fungo causa o0 apodrecimento dos substratos. Soma-se a isso a sua capacidade de
produzir fumonisinas, micotoxinas resultantes do seu metabolismo secundério, capazes de
acarretar perdas econdmicas e danos para a salde humana e anima (Rheeder et a., 2002).

Outro fator que torna este fungo importante do ponto de vista de salide humana e animd é a

Apoios: FAPESP, IAC; APTA; APTA Regiona (Polo Regional Sudoeste Paulista - Capdo Bonito e
Polo Regiona Médio Paranapanema— Assis).
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capacidade de colonizar assintomaticamente a planta e/ou os gréos (fungo endofitico).
Consequentemente, essa colonizagdo faz com que os fungos e suas toxinas sgam processados
e consumidos.

Do ponto de vista dessa problemética, a identificacdo de Fusarium spp., presentes nas
amostras de milho e de cobertura morta, por meio de metodologia cléssica e molecular, podera
contribuir para o conhecimento mais acurado da populacéo deste fitopatdgeno em sistema de
rotacdo de cultura em regides produtoras.

Diante do exposto, o objetivo geral deste trabalho foi o de avaliar a influéncia da
rotacdo de cultura no crescimento fungico em amostras de gréos de milho e de cobertura

morta em duas regides produtoras no Estado de S&o Paulo.

Material e M éodos

Os experimentos foram conduzidos em Pamital e Capdo Bonito. Foi utilizado o
delineamento em blocos as acaso com quatro tratamentos e quatro repeticoes, totalizando 16
parcelas no campo (em cada regido). Os tratamentos foram constituidos por sistemas de
sucessdo de culturas durante trés ciclos/épocas, smplificados da seguinte maneira T1:
milho/trigo/milho; T2: milho/milho safrinha/milho; T3: sojaltrigo/milho; T4: soja/milho
safrinha/milho (Tabela 1). As semeaduras foram realizadas em outubro/2010 e outubro/2011,
nas safras de verdo, e nos meses de marco e abril/2011, no outono-inverno, adotando o sistema
de plantio direto na palha. Foi utilizado hibrido de milho transgénico Bt (2B710 HX).

As amostras de cobertura morta e graos de milho foram submetidas a pesquisa de
fungos (micobiota) e da atividade de &gua. Em relagdo as amostras de cobertura morta, uma
amostra foi coletada por parcela, totaizando 16 amostras por coleta. Foram realizadas cinco
coletas por regido. Para a amostragem dos gréos do milho, foram coletadas trés amostras por
parcela. As coletas foram redizadas no find dos ciclos da cultura, apés a maturidade
fisologica dos gréos. As atividades de agua foram determinadas por meio do aparelho
AQUALAB CX-2 (Decagon Devices Inc.). O isolamento dos fungos foi redizado pelas
técnicas de Semeadura Direta (Berjak, 1984) em meio DRBC (Agar Dicloran Rosa Bengala
Cloranfenicol) e Semeadura em Superficie (Pitt e Hocking, 1997) em meio DG18 (Agar Base
Dicloran Glicerol Cloranfenicol) para as amostras de milho e cobertura morta,
respectivamente. Os fungos foram identificados em nivel de género, entretanto, aqueles
pertencentes ao género Fusarium estdo sendo identificados até espécie, utilizando métodos

morfoldgicos cléassicos (macro e micromorfoldgicos) e moleculares (sequenciamento parcial do
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gene TEF-1e).
Resultados e Discussao

Foram redlizadas a micobiota e a determinacdo da atividade de agua (Aa) em 160
amostras de matéria morta (80 por regido, divididas em cinco coletas) e 144 de milho (72 por
regido, divididas em duas coletas). Todas as coletas foram fetas dentro dos periodos
estipulados, porém, a segunda coleta de milho (milho safrinha, safra outono-inverno/2011) foi
completamente comprometida, devido a fortes chuvas e geada que atingiram as duas regides.
A fim de manter o acompanhamento das andlises nas duas regides, incluimos uma coleta de
cobertura morta no periodo que seria realizada a coleta do milho.

Andlise de cobertura morta coletada em cinco periodos distintos nas duas regifes de
estudo (Palmital e Capdo Bonito), revelou uma diversidade de géneros flngicos, a saber:
Fusarium, Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Nigrospora, Neorospora, Alternaria,
Trichoderma, Rhizopus e Mucor, além de fungos ndo esporulados (FNE).

Na 12 coleta de cobertura morta, na regido de Palmital, Cladosporium spp. destacou-se
como fungo maisisolado (37,8%), seguido pelo género Fusarium (34,2%). Em Capéo Bonito,
Cladosporium spp. e FNE foram os mais isolados (65,5% e 25,6%, respectivamente), seguidos
por Fusarium spp. (5,9%). Nas 22 e 32 coletas de cobertura morta, 0 género Fusarium
predominou na regido de Pamital (47,1% e 58,9%, respectivamente), porém, em Capado
Bonito, Fusarium spp. foi 0 mais isolado apenas na 22 coleta (37,3%); na 32 coleta ficou atras
dos géneros Cladosporium (36,6%) e Penicillium (33,0%), com 20,3%. Na 42 coleta, na
regido de Pamital, os géneros Cladosporium (65,2%) e Penicillium (19,4%) foram os mais
isolados, seguidos por Fusarium (8,2%). Em Capdo Bonito, Fusarium (5,9%) ficou atras dos
géneros Cladosporium (82,9%) e Trichoderma (7,4%). Na 52 e Ultima coleta de cobertura
morta, Penicillium foi o género flngico mais isolado (35,4%) na regido de Palmital, seguido
por Fusarium (24,6%). Em Capdo Bonito, o género mais isolado foi Penicillium (61,0%),
seguido por Aspergillus (12,7%), Cladosporium (11,2%) e Fusarium (8,1%).

A grande frequéncia de Cladosporium spp., fungo considerado um contaminante
universal, em algumas coletas de cobertura morta, pode ser atribuida a elevada a
predominancia do fungo no ecossistema brasileiro, principalmente no solo e no ar atmosférico
(Gambde, 1998).

Em relacdo a atividade de &gua das amostras de cobertura morta, a média na regido de
Palmital foi de 0,79 na 12 coleta, 0,50 na 22 coleta, 0,65 na 3? coleta, 0,46 na 42 coleta e 0,48
na 52 coleta. Em Cap&o Bonito a média foi de 0,49 na 12 coleta, 0,50 na 22 coleta, 0,75 na 32
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coleta e 0,48 nas 42 e 52 coletas (Tabela 2). Os baixos niveis de atividade de agua constatados
nas amostras de cobertura morta, excegao feita a 12 coleta em Palmital e na 32 coleta de Capéo
Bonito (0,79 e 0,75, respectivamente), ndo inviabilizaram o crescimento de Fusarium spp. no
meio de cultura DG18, recomendado para o isolamento de fungos em substrato com baixa
atividade de &gua (Pitt e Hocking, 1997). Neste sentido, segundo Cahagnier et a. (1995), o
vaor minimo de atividade de &gua para o crescimento de Fusarium spp. € de 0,87.

Uma grande variedade fungica também foi detectada nas amostras de gréos de milho,
nas duas regides, entre eles Fusarium, Acremonium, Penicillium, Aspergillus, Trichoderma,
Rhizopus, Nigrospora, Cladosporium e Neorospora, além de fungos ndo esporulados (FNE).
Dentre todos os géneros fangicos isolados, Fusarium spp. foi 0 mais frequente nas duas
regides e em todas coletas (Pamita — 68,9%; Capdo Bonito — 70,0%). A atividade de agua
média das amostras de milho foi de 0,91 em Pamita e 0,95 em Capéo Bonito (Tabela 3).

Foram isoladas e identificadas, através da metodologia classica e molecular, as
seguintes espécies pertencentes ao género Fusarium, tanto nas amostras de cobertura morta
quanto de gréos de milho, nas duas regides. F. verticillioides (64,4%), F. bulbicola (10,4%),
F. graminearum (7,3%), F. incarnatum (5,4%), F. andiyaz (4,9%), F. semitectum (3,7%), F.
oxysporum (1,8%), F. subglutinans (1,1%), F. poae (0,5%) e F. proliferatum (0,5%). A maior
presenca de Fusarium verticillioides vem ao encontro dos achados de outros autores que
apontam a citada espécie como a mais frequente no milho brasileiro (Orsi et al. 2000; Almeida
et al. 2000; Almeida et a. 2002; Westhuizen et al. 2003; Rocha et al. 2009).

A predominancia de Fusarium spp. também est& de acordo com os resultados obtidos
por diversos autores, que citam este fungo como principal contaminante de gréos de milho,
podendo contaminar até 100% das amostras, dependendo do lote (Mills, 1989). No Brasil,
trabalhos desenvolvidos também apontam este fungo, considerado endofitico, como o de maior
frequéncia em gréos de milho recém-colhido e armazenados (Orsi et a. 2000; Almeida et al.
2002; Almeida et al., 2005, Rocha et al., 2009), porém, a frequéncia de isolamento deste
género em nosso trabaho foi menor que nos trabahos citados, provavelmente atribuido ao
emprego de milho transgénico e/ou a prética da rotacdo de culturas, que visa reduzir o
potencial de inbculo de organismos causadores de podriddes radiculares e de manchas foliares
(EMBRAPA, 2010).

Relacionando os diferentes tratamentos e a frequéncia de isolamento de Fusarium spp.
nas amostras de cobertura morta, notamos que, na regido de Pamital, o isolamento deste

fungo fol maior no tratamento 2 (58,2%), tratamento no qual nd houve rotagdo com outras
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culturas, apenas milho nos trés ciclos de cultivo (Tabela 2). Em Cap&o Bonito, este fungo foi
mais frequente no tratamento 3 (23,5%), tratamento onde houve a rotagdo entre soja (safra
verdo 2010/2011), trigo (safra outono-inverno/11) e milho (safra veréo 2011/2012) (Tabela 2).
Nas amostras de grdos de milho, na regido de Pamital, Fusarium spp também foi mais
frequente no tratamento 2 (63,8%) (Tabela 3).

Conclusdes

O género Fusarium foi 0 mais frequente nas duas regides e em todas as coletas de
gréos de milho. A micobiota das amostras de cobertura morta revelou que Fusarium spp. foi 0
fungo mais isolado na regido de Pamital e em Cagpdo Bonito seguido dos fungos
Cladosporium spp. e Penicillium spp. Dentre as varias espécies de Fusarium spp. isoladas e
identificadas, F. verticillioides foi a mais frequente nas amostras de cobertura morta e de gréos
de milho, nas duas regifes, demonstrando-se adaptada, principamente, ao substrato e as
condigdes climéticas das regifes. A disponibilidade do in6culo de F. verticillioides apresentou-
Se maior no sistema monocultura, pois esses fungos sobrevivem saprofiticamente nos restos

culturais.
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Tabela 1. Tratamentos (T) constituidos por sistemas de sucessdo de culturas durante trés
ciclog/épocas nas duas regides, Palmital e Capao Bonito.

Tratamento Safraver&o Safra outono-inverno/11 Safraver&o
s 2010/2011 2011/2012
T1 Milho Trigo Milho
T2 Milho Milho safrinha Milho
T3 Soja Trigo Milho

T4 Soja Milho safrinha Milho
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Tabela 2. Frequéncia (%) de Fusarium spp. e a Atividade de &gua (Aa) média nas amostras de Cobertura Morta col etadas
em periodos distintos nas duas regides de estudo no Estado de S&o Paulo, Palmital e Capéo Bonito.

T* ver 80 2010/2011 outono-inverno/11 ver 80 2011/2012

a a a a

12 coleta (out/10) 22 coleta 3 col. (ago/11)** 42 coleta (out/11) 5% coleta (fev/12)

(mar/11)
prxx CB*** P CB P CB P CB P CB
*

T1 20,7 4,0 52,6 - 26,5 55 13,8 7,7 21,1 14,2
T2 63,3 2,2 100 37,3 77,6 10,6 4,9 3,5 15,0 -
T3 254 15,5 35,8 70,0 43,6 31,1 6,8 0,7 51,0 -
T4 27,2 18 - 42,1 88,0 34,1 7,2 11,7 11,0 17,9

Aamédia 0,79 0,49 0,50 0,50 0,65 0,75 0,46 0,48 0,48 0,48

* T = Tratamentos.

** Coleta de cobertura morta realizada no lugar da coleta do milho safrinha (safra outono-inverno/2011), perdida devido as chuvas e geada naregi&o.
*** P = Pamital.

**** CB = Cgpao Bonito.

Tabela 3. Frequéncia (%) de Fusarium spp. e a Atividade de &gua (Aa) média nas amostras de
graos de milho coletadas em periodos distintos nas duas regides de estudo no Estado de S&o
Paulo, Palmital e Capéo Bonito.

Tratamento Safraverao Safra outono-inverno/11 Safraverao
S 2010/2011 2011/2012
22 coleta* (ago/11)
12 coleta (fev/11) 3 coleta (fev/12)
p** CB*** P CB P CB
T1 40,9 46,7 (%) () 76,8 81,6
T2 46,0 37,4 (%) () 81,6 88,2
T3 1% 1] 1] 1] 77,3 80,8
T4 1] 1] 1] 1] 90,7 85,3
Aamédia 0,90 0,94 (%) () 0,92 0,96
* Coleta do milho safrinha (safra outono-inverno/2011), perdida devido as chuvas e geada naregiéo.
** P Palmital.

*** CB: Capao Bonito.
**x% 3 ausncia de milho para coleta

0466



