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ABSTRACT

Angelotti, F; Tessmann, D.J.; Alves, T.C.A.; Vida, J.B.; Jaccoud Filho, D.S.; Harakava, R. Morphological characterization and molecular
identification of Fusarium graminearum isolates associated with fusarium head blight in wheat and triticale in Southern Brazil. Summa

Phytopathologica, v. 32, n. 2, p.177-179, 2006.

Fusarium head blight (FHB) or scab is an important disease of
wheat and triticale in Southern Brazil. The fungus Fusarium grami-
nearum has been reported as the causal agent of this disease in
Brazil even though other Fusarium species are also associated to
FHB in other regions of the world. The aim of this study was to
identify species of Fusarium associated with FHB on wheat and
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triticale in Southern Brazil. The identification was based on mor-
phological features, and uppon polymerase chain reaction using
species specific primers. The pathogenicity of the isolates in wheat
was evaluated after inoculation of ears under greenhouse conditi-
ons. The twenty single spores isolates obtained from diseased ears
and seeds were classified as F. graminearum.

RESUMO

Angelotti, F.; Tessmann, D.J.; Alves, T.C.A.; Vida, JB.; Jaccoud Filho, D.S.; Harakava, R. Caracterizagdo morfolégica e identificagdo
molecular de isolados de Fusarium graminearum associados a giberela do trigo e triticale no sul do Brasil. Summa Phytopathologica, v. 32,

n. 2, p.177-179, 2006.

A giberela ou fusariose da espiga é uma das principais doencas
do trigo e triticale no sul do Brasil. A espécie de fungo Fusarium
graminearum é citada como agente causal da doenca, muito embo-
ra, em outros paises, outras espécies de Fusarium também estgjam
associadas & doenga. No Pais, ndo existem relatos de levantamen-
tos de espécies associadas a doenca. O objetivo deste trabaho foi
identificar espécies de Fusarium associados a giberela do trigo e

triticale procedentes do sul do Brasil, com base na morfologia e no
emprego da reac@o da polimerase em cadeia (PCR) baseada em
oligonucletideos especificos para espécies de Fusarium. A patoge-
nicidade dos isolados em trigo foi avaliada em espigas de plantas
cultivadas em casa de vegetacdo. Os 20 isolados monosporicos ana-
lisados, obtidos de espigas doentes e sementes, foram identificados
como F. graminearum.

Palavras-chave adicionais: Fusariose, Triticum aestivum, Triticosecale, PCR.

A giberelaou fusariose da espigaé umadas principais doen-
casfungicasdo trigo (Triticumaestivum L.) etriticale (Tritico-
secale sp.) em vériasregides do mundo, nasquais Fusariumgra-
minearum Schwabe [teleomorfo: Gibberella zeae (Scw.) Petch]
édescrito como o principal agente causal dadoenca. Entretanto,
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outras espécies de Fusarium também est&o associadas adoenca
nos Estados Unidos da Ameérica, Canada, regides sul e leste da
Europa (2, 4). No sul do Brasil apenas F. graminearum esta
relatada como o agente causal dagiberelaem cereaisdeinverno

8).
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A identificagdo de espéciesde Fusariumérealizada, tradici-
onalmente, com base namorfol ogiado patégeno, o que alémde
constituir umatarefadificil de ser executada, também pode ge-
rar controvérsias devido avariabilidade dos caracteres fenotipi-
cos empregados na classificagdo taxondmica desse género (5,
10). Entretanto, mais recentemente, areacdo da polimerase em
cadeia (PCR) tem auxiliado naidentificacéo de espéciesde Fu-
sarium associadas agiberelaem cereaisdeinverno (2, 9).

O objetivo destetrabalho foi identificar espécies deisolados
de Fusarium associados a giberelado trigo e triticale do sul do
Brasil com base em caracteristicas morfol 6gicas e nareacéo da
polimeraseem cadeia (PCR), naqual empregou-se oligonucleo-
tideos especificos para identificagdo de espécies de Fusarium
9).

Isolados foram obtidos a partir de espigas doentes e semen-
tes contaminadas detrigo etriticale, procedentesde diversasre-
gibes produtoras de cereais de inverno do sul do Brasil (Tabela
1). Isolados monoconidiais foram obtidos conforme a metodo-
logiadescritapor Nelson et al. (5) e estdo preservadosno Labo-
ratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual de Maringa.
A morfologiadas col 6nias (pigmentacéo e crescimento micelial)
foi avaliadaem meio de batata-dextrose-&gar (BDA), no escuro
a25e30°C. No meio defolhade cravo-agar foi avaliado forma
e tamanho de macroconidios; formagéo, formaetamanho de mi-
croconidios e formacédo de clamiddsporos. A identificagéo das
espéciesfoi feitacom base em Nelson et al. (5) e Ventura (10).

Os isolados apresentaram pigmentagéo das culturas com a
coloracdo variando de vermelho carmim, vermelho carmim-cinza
emarrom claro (Tabelal). A maioriadas culturasformou micé-
lio aéreo denso e apenas 0 isolado 14 apresentou micélioraro. A
pigmentacdo desse isolado também foi bem diferente dos de-
mais isolados. Verificou-se que as diferencas de crescimento
micelial dos isolados em meio BDA a 25 e 30 °C ndo foram
significativas de acordo com o teste de Scott-Knot (P=0.05) (re-
sultados ndo apresentados).

Figura 1. Produtos da reac8o da polimerase em cadeia (PCR) com
os oligonucleotideos UBC85F,, e UBC85R,,, 0s quais s&o
especificos para Fusarium graminearum; onde: M, marcador; CP,
controle positivo (isolado NRRL2903 de F. graminearum); colunas
1 a4, isolados 4, 5, 6 e 8, respectivamente; e CN, controle negativo

(amostras sem DNA).
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A andlise microscépicadas estruturas reprodutivas mostrou
quetodos osisolados formaram macroconidios com célulaapi-
cal conicae célulabasal em formade pé. Osisolados ndo apre-
sentaram grande variagdo no comprimento, largurae nimero de
septos de macroconidios, com excegdo do isolado 14 que apre-
sentou macroconidios com maior comprimento do que os de-
maisisolados (Tabela 1). Nenhum isolado apresentou a forma-
¢ao de microconidios e aproximadamente a metade do nimero
deisolados apresentou aformagéo de clamiddsporos. Com base
na andlise das caracteristicas culturais e na morfologia das es-
truturas reprodutivas, os isolados foram identificados como a
espécie F. graminearum, com excessdo do isolado 14. A identi-
ficag@o desteisolado néo foi conclusivaporque tamanho de ma-
croconidioseamorfologiadaculturando eramtipicosdeF. gra-
minearum (5, 10).

O teste de patogeni cidade foi conduzido em plantasdetrigo
das cultivares Avante e Coodetec 104, cultivadas em vaso. O
ensaio teve 0 delineamento experimental completamente casua-
lizado, com cinco repeti¢des paracadaisolado e cultivar. A ino-
culac&o e avaliagdo dadoencaforam realizadas conforme o pro-
tocolo de Bai e Shaner (1). Verificou-se que aexcegdo do isola-
do 60, todos os demai sisolados foram patogénicos no trigo, cau-
sando o sintomade giberelanas espigas.

O DNA gendmico dosisoladosfoi extraido de micélio con-
formeametodologiade Koenig et al. (3). A identificagdo daes-
pécie através dareacdo da polimerase em cadeiafoi baseadano
protocolo de Schilling et al. (9), com os oligonucleotideos
UBC85F, , (5 -GCAGGGTTTGAATCCGAGAC-3') e
UBCB85R,,, (5-AGAATGGAGCTACCAACGGC-3'), osquais
sdo especificos para F. graminearum. O controle positivo foi o
isolado NRRL2903 de F. graminearum e o controle negativo
conteve apenas reagentes, sem amostrade DNA. O produto da
amplificacdo foi separado em gel de agarose 1,5%, contendo 10
mg de brometo de etidio/mL de gel. Osfragmentosde DNA fo-
ram visualizados sob luz ultraviol eta e fotograf ados.

A andlise com areacdo dapolimerase em cadeia (PCR) mos-
trou que osisol ados analisados nesse estudo pertencem a espé-
cie F. graminearum, inclusive oisolado 14. O produto dareac&o
de PCR teve aproximadamente 330 pares de bases e estade acordo
com adescricéo de Schilling et al. (9) paraessaespécie (Figura
1).

Este estudo buscou a ampliac&o de conhecimentos sobre a
etiologia da giberela em cereais de inverno no sul do Brasil e
emboraapenas a espécie F. graminearumtenhasido identifica-
da, ndo esta descartada a possibilidade de que outras espécies
desse fungo estejam associadas a doenca no Pais. Novos estu-
dos sobre o temadevem ampliar o nimero de amostrasdeisola-
dos e aprofundar a andlise do problemalevando em considera-
¢éo o trabalho de O’ Donnell et a. (7), o qual verificou que no
plano global ocorrem nove linhagens em F. graminearum que
podem estar associadas agiberela, as quais sio espéciesfiloge-
néticasdiferentes.
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Tabela 1. Origem, caracteristicas culturais e de estruturas reprodutivas de isolados de Fusarium graminearum associados com a giberela no

sul do Brasil.

I denti- Local Hospe- Pigmentacgo da culturat Macroconidio? Clami-

ficagdo  (municipio/estado) deira Comprimento® Largura® NUmero de dés-

(um) (um) septos’  POTO*

4 Mamboré&/PR Trigo® Vermelho carmim-cinza 43,8 - (54,0) - 688 3,8- (50) -63 4,0-(50) -7,0 -
5 Mamboré/PR Trigo® Vermelho carmim-cinza 35,0 - (41,6) - 50,0 38-(4,7) -63 4,0- (48 -6,0 +
6 Peabiru/PR Trigo® Vermelho carmim-cinza 41,3 - (52,4) - 625 38-(48)-63 30-(43)-50 -
8 Francisco Beltréo/PR Trigo® Vermelho carmim-cinza 33,8 - (49,7) - 61,3 50- (54)-63 4,0-(54) -6,0 -
12 Iguaragl/PR Trigo® Vermelho carmim 31,3-(484)-625 34-(41)-50 30-@47-60 -
14  Sertandpolis/PR Trigo® Marrom claro 75,0 -(87,7) -1100 5,0- (50 -63 50-(63)-7,0 -
16  Carambei/PR Triticale® Vermelho carmim 250 - (36,00 - 500 38-(49-63 30-(50)-6,0 -
21  Carambei/PR Trigo®  Vermelho carmim-cinza 32,5 - (40,3) - 46,3 31-(44)-50 30-(54) -5,0 +
22 Tibagi/PR Trigo®  Vermelho carmim-cinza 40,0 - (55,8) - 725 38-(45)-56 30-(45)-50 -
29  Abelardo Luz/SC Triticale® Vermelho carmim 375-(557)-625 38-(50-56 50-(5.2)-60
30 Abelardo Luz/SC Triticale® Vermelho carmim 438 - (57,8) - 750 38-(45 -50 4,0-(48) -50
35 Pato Branco/PR Triticale? Vermelho carmim 40,0 - (52,7) - 638 38-(54)-63 40-(46)-6,0 -
38  Seberi/RS Trigo® Vermelho carmim 375-(474)-575 31-(46)-56 30-(48)-50 -
40 Palmeira das MissOes/RS Trigo® Vermelho carmim 30,0-(42,1) -588 38-(53)-63 4,0-(53)-6,0 +
44 1jui/RS Trigo® Vermelho carmim 21,2 - (364)-575 38-(48-63 30-(48)-60 +
45  |jui/RS Trigo® Vermelho carmim 250-(40,2) -525 25-(40)-50 30-(45)-50 +
46  N&o-me-toque/RS Trigo® Vermelho carmim 375-(50,2) -575 38-(50)-63 30-(45)-6,0 -
47  N&o-me-toque/RS Trigo® Vermelho carmim 250-(399) -562 38-(49-57 30-@43)-60 +
56  Campos Novos/SC Trigo® Vermelho carmim 38,7-(533)-712 37-(42)-50 40-(46)-50 +
60 Maringd/PR Trigo® Vermelho carmim 30,0- (471 -625 37-(50-62 40-(56)-6,0 +

1Meio de cultura batata-dextrose-agar, a 25°C, no escuro; 2 Meio de folha de cravo-agar, a 25°C sob fotoperiodo de 12 h; 3 minimo, médio
(parénteses) e maximo, respectivamente; * Presenca (+) e auséncia (-); > Obtido de espigas doentes e sementes, respectivamente.
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