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1. INTRODUCAO

Varios aspectos de interesse econdmico da cultura
do milho tem sido estudados no Brasil. 0 setor de melho
ramento tem contribuido decisivamente para o aumento de
produtividade do cereal no pais (PATERNIANI, 1980). Nes-
sa area tem-se acumulado conhecimentos capazes de permitir
a duplicagao da produgao de grao em areas recomendadas pa-
ra a cultura. Uma grande contribuicac tem sido dada pela
iniciativa oficial e pelas companhias de sementes, com a
sintese continua de hibridos comerciais., Para se ter uma
ideia desse efeito basta citar que hoje cerca de 3 milhdes
de sacas de sementes, suficientes para o plantio de 745
milhoes de ha, s3o distribuidas anualmente aos agriculto-
res do pals. 1Isso representa 60% do total de sementes

necessarias para o plantio da area de milho no Brasil.

Apesar do grande envolvimento de InstituicOes publicags de

pesquisa e uma dezena de companhias de sementes, pouco se




tem feito na area de patologia do cereal. Aspectos de
genética de toleradncia de plantas aos patdgenos do milho
sao apenas incipientes (MOURA, 19783 PEREIRA, 1976). Ra
ros sao os trabalhos referentes a acao de fungos causado-

res de podriddes de espigas e do colmo (PARADELA, 19723

FERNANDES, 1975).

As podridcoes da espiga causadas principalmente pe
lo Fusarium moniliforme, além de acarretarem diminuicao
da produgao, danificam as sementes e deterioram a qualida-~-
de do grao (KOEHLER, 1959), constituindo-se em eficiente
velculo de disseminagado de agentes de moléstias (NOBLE &
RICHARDSON, 1968). Esse mesmo patdgeno causa  podriddes
do colmo que tem grande significado econdmico, por acar-
retar o quebramento do colmo e reduzir a produtividade aas
plantas. Com o quebramento estimado entre 10 e 15%, e em
alguns casos atingindec 30%, torna-se dificil e onerosa a
colheita do cereal, acarretando sensiveis aumentos no cus-

*)

to de produgéo.( Espigas de plantas quebradas sao difi-
cels de serem colhidas, permanecendo no terreno ou apodre-
cendo em contacto com o sclo, Nos E.E.U.U. as podridces
podem causar redugdes na produgdo de griaos de até 10%, de-

vido as perdas durante a colheita (KOEHLER, 1960).

Nos Ultimos anos, tem havido um certo interesse

para a utilizagdo de varios mutantes de endosperma de mi-

(*)

SILVA, W.J., da. Informacaoc sobre quebramento e custo
de produgao. Campinas, IAC, 1973 (Comunicagao Ver-
bal) .



lho, que alteram significativamente a composicdo quimica
do gric, dando-lhe excelente valor nutritivo. Com a me-
lhoria da qualidade nutritiva da semente abre-se a possibi
lidade do cereal ficar mais vulneravel aos agentes causado

res de podridoes na espiga.

Torna-se, pois, importante o estudo do comporta-
mento dos varios mutantes de endosperma do milho em rela-
cao ao Fusarium moniliforme Sheld., causador da podridao
da espiga, para a orientagac de programas de selegao e de-
senvolvimento de técnicas fitossanitarias para a protegao

dos mutantes de alto valor nutritivo.




2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Isolamento de fungos de sementes

Varias técnicas tem sido empregadas para o
isolamentos de microrganismos de sementes. Essas técni-
cas variam principalmente com o patdgeno e com o tipo de

hospedeiro.

Diferentes métodos tem sido usados para o iso-
lamento dos fungos de sementes de milho. Com referencia
ao substrato utilizado para o isolamento, varias alterna-
tivas ja foram estudadas. Assim SCOTT (1871) fez uso do
papel toalha, NWIGWE (1974) de papel mata-borrao e
BOOTHROYD (1971) de papel de filtro, Por outro lado,

MELCHERS (1956) utilizou meio de cultura BDA (batata-dex

trose=-agar), enquanto que MEW & KOMMEDAHL (1972) lancaram

maoc de outro meio de cultura. BEDENDO (1978) usou ainda



um substratc de agar-agua.

A desinfestagao das sementes, assim como o iso
lamento do fungo, s&o bastante variaveis e vem sendo fei-
tos com técnicas nio bem definidas. Assim, as  substan-
clas empregadas, as concentragoes e o tempo de imersao,
sao variaveis. WARMKE & SCHENCK (1971) utilizaram hipo-
clorito de sddic a 0,525% durante 30 minutos. Usando o©
mesmo sal, KUCHARECK & KOMMEDAHL (1966) utilizaram uma con
centragao de 1% durante 1 minuto. MEW & KOMMEDAEL (1972)
usaram o mesmo produto a 1% durante 2 minutos. PRITCHARD

-~

(1974), a 0,5% durante 10 minutos. CROSIER & BRAVERMAN

-

(1971) a 1,5% durante 10 minutes. TUITE & CALIWELL (1871)

-

a 5% durante 1 minuto, MELCHERS (1956) a 1% durante 2 mi-
nutos e BOOTHROYD (1971) usou uma solugao comercial do

sal, durante 5 minutos.

Na tentativa de estudar outros sais, SUMNER
(1968) usou bicloreto de mercirioc a 1% durante 3 a 5 minu-
tos e MOHAMED et af. (1967) o mesmo sal a 1% durante 2 mi-
nutos.  FOLEY (1962) usou hipoclorito de calcio a 4% e

BEDENDO (1978) a 1% durante 10 minutos.

As temperaturas de incubagdo sdao também bastan
te varidveis.,  FOLEY (1962) usou 10 e 159C, enquanto SUMNER
(1968) optou por 20 e 259C.  MELCHERS (1956) usou de 23
a 279C, OOKA et af, (1972) usaram 249C, CROSIER & BRA-
VERMAN (1971) usaram 25¢C, MOHAMED et af. (1967) usaram
279C, enquanto NWIGWE (1974) preferiu 289C. Finalmente

BEDENDO (1978) testou varias temperaturas: 20, 25, 28 e



309C e concluiu que 289C & a melhor delas.

0 tempo de incubagdo tambem tem sido muito va-
riavel, MORGAN (1971) usou 5 e 7 dias, PRITCHARD (1974)
7 dias, SUMNER (1968) de 7 a 21 dias, MOHAMED et af.(1967)
10 dias, WARMKE & SCHENCK (1971) usaram 9 e 10 dias, SCOTT
(1971) usou de 10 a 14 dias e NWIGWE (1974) usou 18 dias.
BEDENDO (1978) recomenda 5 dias, depois de estudar perio-
dos de 3, 4, 5, 7 e 10 dias.

A inativagao da semente através de agentes gqul
micos ou fisicos em alguns casos tem sido recomendada, de-
pendendo do patogeno e do hospedeiro. Duas técnicas sao
frequentemente empregadas: tratamento pelo frio  (-209C)
por um periodo de 12 a 24 horas, ou tratamento das semen-—
tes com 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiacético) em diferen-
tes concentragdes e varios tempos de imersao. BEDENDO
(1978) usou temperatura de -209C em pré-tratamento e de-
monstrou gue essa temperatura provoca a morte da semente
sem causar inibigao significativa no desenvolvimento do

fungo presente no interior da semente.

2.2. Variabilidade em Fusarium monilifonrme

0 fungo F. monilfiforme pertence a divisao
Eumicota, sub-divisao Deuteromycotina, classe Hyphomy-

cetes, ordem Moniliales e familia Tuberculariaceac.

Os primeiros estudos referentes a variabilida~

de de fungos do genero Fusarium foram iniciados por




LEONIAN (1929). Esse autor trabalhou com 96 espécies di-
ferentes e estudou cerca de 220 culturas. Analisando os
setores dessas culturas mostrou que havia variagao entre
elas. Entre as espécies estudadas estava o Fusarium mo-

niliforme,

Paralelamente a esse trabalho, no mesmo ano,
Brierly, citado por LEONIAN (1930), sugeriu que uma das
causas da segregagao setorial entre colonias de bactérias
e fungos, poderia ser explicada pelo fenomeno da "mixoqui
mera" onde tubos germinativos e hifas de diferentes estir-
pes, variedades e mesmo espécies, poderiam fundir-se e dar
origem a micélio contendo citoplasma e nicleo de diferen-
tes tipos. Baseado nessa idéia, LEONIAN (1930) estudou
a possibilidade de sintetizar novas estirpes de Fuéaﬁium
moniliforme, através da associagao artifical de diferen-
tes linhagens, em placas de Petri. Esse pesquisador tra-
balhou com tres tipos de cultura designadas: +tipo A, de
cor roxa e micélio submerso, +tipo B, de cor laranja e
miceélio aérec e tipo C, intermedidrio entre os dois, e

ora dando um tipo, ora outro. Verificou que a mixoquime-

ra nao era um fator capaz de explicar o aparecimento de
novos tipos, atribuindc esse efeito ao fenomeno de dis-
sociagao.

HANSEN & SMITH (1932), estudando o mecanismo
de variagao de alguns fungos imperfeitos, inclusive uma
espécie de Fusarium, sugeriram que a heterocariose deve-
ria ser um fendmeno comum na fase assexuada de fungos.

Varios outros autores como HANSEN (1938),



BUXTON (1854), COY & TUVESON (1861), DHILLON ef af.(1961),
GARBER et alf. (1961), BUXTON & WARD (1962), PARMETER et
at, (1863), CAMARGO (1876} e SANCHEZ ef af. (1976), estu-
dando espécies de Fudarium, demonstraram a ocorrencia
de heterocariose, obtendo heterocarios entre culturas de

fungos desse genero,

MING et af. (1966) isolaram através de  ponta
de hifa de formas selvagens de F. {fujikuroi, tres tipos
nucleares diferentes. Esses tipos foram designados  por

roxo, vermelho e branco baseadc na coloragao produzida no

meio de cultura desenvolvido por LEONIAN (1830). Prova-
ram que a heterocariose pode ocorrer com todos os tipos
nucleares. Com isso demonstraram a ocorrencia de hetero-

cariose para a forma selvagem de F. {fufikurnci, e a impli
cagao da variabilidade na patogenicidade do fungo. 0s re
sultados obtidos indicaram que o tipo nuclear roxo foli o
mais virulento, enquanto que o tipo branco foi o menos vi-
rulento. 0 tipo nuclear vermelho apresentou reagac inter
mediaria entre o tipoc roxo e o tipo branco. A viruléncia
do tipo selvagem ficou dentro dos limites de variagao do

tipo roxo e do branco.
2.3, Crescimento micelial do fungo

Dois s@c os critérios recomendados por  LILLY
& BARNETT (1951) para se medir crescimento de fungos. Sao
eles o crescimento linear ou radial e o peso seco. O cres

cimento linear € avaliado em placas de Petri, medindo-se o



diametro da coldnia em crescimento, ou a drea da colonia.
0 metodo do peso seco consiste na avaliagao do peso do mi-

cé€lioc apoOs seca~lo até peso constante, a uma temperatura de

80-1009C. O micélio geralmente & produzido em meio liqui
do podendo, entretanto, ser produzido em meio solido.
SOAVE (1972) com o fungo Piriculania oryzae e OOKA &

KOMMEDAHL (1977) com Fusarium moniliforme usaram cresci-
mento linear, CHI & HANSON (1964) com Fusarium spp e
HSIEH ef af. (1979) com Fusarium monifigorme usaram cres
cimento linear e peso seco para avaliar ¢ desenvolvimento

vegetativo dos respectivos fungos.
2.4. Fusarium monififorme em milho

Uma das causas do baixo rendimento da cultura
do milho & sem dlivida a incidencia de pragas e moléstias
(GALLT et af., 1968). Entre as mais importantes molés-
tias que afetam essa graminea estao aquelas que causan a
podridao do colmo e da espiga, cujos agentes sao os fungoé

Diplodia zeae e Fusarium moniliforme.

Em condigoes de campo o Fusarium moniliforme
causa, em plantulas, o amarelecimento das folhas, elonga-
gao anormal da parte aérea, lesoes escuras no mesocdtilo e
raizes e, em casos mais severos, a seca das folhas e a mor

te do individuo (MOHAMED et al., 1968).

Em condigles de laboratorio esse fungo afeta a

emergencia e o vigor das plantulas e, consequentemente, a

densidade de plantio (DJAKAMIHARDJA et af., 1970).
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A redugao do nimero de plantas por area, causa
da por F. mondififorme, em culturas comerciais de milho
no Estado de Mississipi, E.E.U.U., foi demonstrada por
FUTRELL & KILGORE (1869). Além da infecgdo no estagio de
plantula, com consequente redugio da densidade de plantio,
esse fungo também afetou as plantas de milho em estagios

mais avangados.

Na Pensilvania, E.E.U.U., AYERS ef af. (1972)
mostraram a importancia de F. monifLifoame como agente
causador de podridao do colmo. Em amostras exibindo esse
sintoma, constataram a presenca do fungo em 88 e 6u% das

plantas, nos ancs de 1870 e 1971, respectivamente.

A presenga do fungo no interior da planta,- &
caracterizada por desintegragdo do tecido parenquimatoso,
principalmente dos internddios (FOLEY, 1960 e GALLI ef af.,
1968). Essa deterioragao & gradual variando com a época
e local da infecgao. Com a desintegragao deo tecido de

sustentagaoc, © transporte nos feixes vasculares é bloquea~

do, causando um enfraquecimento imediato do colmo e da
planta. Como consequéncia ocorre o guebramento da plan-
ta, com porcentagens que variam de 10 a 15%, podendo em

certes cultivares atingir até 30%. 0 quebramento, além
de diminuir a produgao da cultura, aumenta o custo da co-
lheita, cuja operagao & uma das mais caras no cultivo do

(*)

cereal.

(*)

SILVA, W.J. da., Informagao sobre quebramento e custo de

produgao. Campinas, IAC, 1973 (Comunicagao Verbal).
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Além do efeito direto que o fungo causa 3 plég
ta, ele pode atuar de maneira indireta através de seus me-
tabolitos. Plantas cultivadas sobre culturas do fungo
tém seu desenvolvimento inibido e o nimero de raizes secun
darias reduzido. Se a cultura deo fungo for inativada pe-
lo calor, as plantas cultivadas nesse substrato mostrarao
ainda um numero menor de raizes secundarias, quando compa-
radas com aquelas cultivadas sobre cultura do fungo vivo.
0 efeito da toxina no comprimento das raizes primirias &
t3o severo gquanto o fungo vivo (FUTRELL & KILGORE, 1969).
MOHAMED et af., 1968, mostraram que plantas regadas com

filtrado do fungo apresentam os mesmos sintomas induzidos

pelo fungo vivo.

0 desenvelvimento de todo o processo de podri-
dac do colmo fol estudado detalhadamente por KUCHAREK &
KOMMEDAHL (1966).  Eles mostraram que em algumas varieda~
des de milho, a incidencia de sementes infectadas pode ser
desprezada comoc importante fonte primaria para infecg3o de
raizes e colmo. Afirmam esses autores que inbculos exis-
tentes no ar e no golo, sao provavelmente, em termos epide
miologicos, mais importantes do que aqueles existentes na
gemente. Seus dados indicam que a infeccac do cclmo pode
se originar tanto da semente infectada como do solo. Esses
autores mostraram ainda que nac houve discrepancias signi-
ficativas entre as porcentagens de raizes infectadas com

as porcentagens de sementes infectadas. Esses dados con-

firmam os resultados de MELCHERS & JOHNSTON (192u) que

determinaram que as sementes livreg do fungo nao asseguram
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um satisfatorio vigor das plantulas do milho, nem um nime-
ro razoavel de plantas por area, pcis, as sementes analisa
das com F. moniliforme, nesse trabalho, apresentaram

alta porcentagem de germinagéo.

Embora KUCHAREK & KOMMEDAHL (1966) tenham con-
siderado desprezivel o efeito da semente infectada como
fonte priméria de infecgdo, a presenga de F. moniliforme
€ sempre constatada em milho. 0 fungo mais prevalente em
sementes de milho tem sido o- F. mondliforme (MELCHERS &
JOHNSTON, 1924), Esses mesmos autores em 1923 mostraram
que dos fungos encontrados, o F, monififorme era o mais
frequente, chegando a atingir 95% das sementes testadas na

germinagao.

Estudos de patologia de sementes efetuados por
MEW & KOMMEDAHL (1972) demonstraram por outro lado, que em
diferentes lotes de sementes de milho, a porcentagem de
fungos isolados variou de 1% a 71%. Em tres lotes de se-
mentes, a porcentagem predominante de F. mondififorme e
F. noseum atingiu 41%. Em outra amostra de 22 lotes de
sementes, a porcentagem de sementes infectadas com F, mo-

nififorme variou de 0 a 57%.

Em 95 amostras de sementes de milho estudadas
por TUITE & CALDWELL (1971) em Indiana, coletados em 20 lo
calidades diferentes, o fungo isolado com maior frequéncia

(44,6%) foi o F. mondilifonrme.

Isolamentos realizados por MELCHERS (1956)

mostraram que F. monififorme fol o fungo mais prevalente
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em sementes de hibridos nos anos de 1952 a 195U, nos
E.E.U.U.,. Em amostras de milho hibrido amarelo, em 1954,
esse autor encontrou 75,6% de F, mond{fiforme nas semen-
tes, sendo que em amostras de hibrides de cor branca essa
porcentagem foi de 69%. Considerando~se os tres anos de
estudo e os dois tipos de hibridos, a porcentagem média de

F. monilifonme foi de 40%.

Na Republica Arabe Unida, MOHAMED et af.(1967)
estudaram a ocorrencia de fungos em 42 amostras de diferen
tes regides. Sete géneroé do fungo foram isolados, sendo
a espécie F. monilifoame a mais importante, atingindo
quase 90% das sementes infectadas na regido nordeste. Hou
ve variagao de regido para regidoc com relagdo 3 porcenta-
gem de fungos isolados. Todavia o F. monilifonme sem-

pre predominou em praticamente todas as localidades.

Esses estudos de frequencia de F. moniliforme
foram inicialmente realizados em sementes de milho de en-
dosperma normal ou comum, de cultivares e de hibridos.
Posteriormente eles foram realizados em germoplasma com
citoplasma que condiciona a esterilidade masculina e tam-
bém em mutantes de endosperma, Assim, SENN (1832) estu-
dou o efeito do gene sugany na requeima de plantulas de
milho afetadas por Gibbenrellfa saubinette. Foi mostrado
que em plantulas provenientes de sementes normais, encon-
tradas em praticamente todas as espigas segregantes, ocor-

ria um alto Indice de resisténcia a requeima. Plantulas

produzidas a partir de sementes 4ugdary, entratanto, manil

festaram os sintomas tipicos da doenca.
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Nessa mesma linha, ULLSTRUP (1971), estudando
técnicas para inoculagdc de espiga com Gibberellfa zeae e
Diplodia maydis, verificou que a suscetibilidade a esses
dois patdgenos era evidente em hibridos e linhagens puras,
com alto teor de lisina, 0 autor atribuiu a maior susce-
tibilidade das plantas aos fungos, ac efeito do gene opa-
que-Z, que eleva sensivelmente o nivel de aminoacidos
essencilais na semente, OOKA & KOMMEDAHL (1977) trabalha-
ram com endosperma opague-? e citoplasma Texas (T) que
causa & andro esterilidade., Num levantamento de 24 cam-
pos de milho normal, encontraram correlagdo entre infeccao
de semente e infecgao de colmo. Em 22 lotes de sementes
com e¢itoplasma normal ou macho-esteril, o numero de semen-
tes infectadas com F. moniliforme foi aproximadamente de
5% em ambos os tipos de citoplasma. Testes efetuados em
dois anos, em condigOes naturais de infecgio, em 8  pares
de linhas isogénicas, diferindo apenas para o gene opa-
que-7, indicaram nao existir difevengas apreciaveis na
incidencia de F. monififorme nas sementes normais e no
mutante de alta lisina. Mesmo em condigoes de inoculacgao
artificial ndo foram encontradas diferencas entre os dois
tipos de endospermas. Todavia com a aplicagao de aduba-
¢ao nitrogenada os autores mostraram que houve uma diminui
gac, estatisticamente significante, na inecidéncia de semen
tes infectadas. Essa redugao fol de 5% nas linhagens nor

mais e 10% nas linhas com endosperma opaque-2.

Em outro estudo comparativo, WARREN (1978) mos

trou que endospermas normais e opaque-2, diferem signifi-
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cativamente nas suas respostas a inoculagdo de F. monidi-
fonrme. A variagdao em suscetibilidade a esse fungo foi
mais evidente entre linhas isogénicas com endosperma nor-
mal e opague-2. Em oito linhagens testadas, com  ambos
os tipos de endospermas, cinco delas, com endosperma opa-
que-2, foram significativamente mais suscetIveis que
seusg pares normais, Esse autor determinou também que a
melhor €poca para a inoculagdo das espigas com F. monili-
forme era de 6 a 18 dias apds a polinizagBo. A pulveri-
zagao de inbculo nos estiloestigmas, naquele estagio, pro-
duziu uma alta incidéncia de infecgdo, com efeitos bastan-

te claros,
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3. OBJETIVO

Varios trabalhos tem sido realizados com mutantes
de endosperma de milho, visando principalmente o conheci~
mento de mecanismos de agac desses genes na producgao de
alteragdes quimicas e nutricionais no endosperma. Como ©
valor nutritivo da semente & fungido de sua composigdo qui-
mica, esses genes poderiam também afetar a resposta do
grao a agentes patogénicos. Foi realmente, egssa possibi-
lidade, que se constituiu no principal objetivo desse tra-
balho. Fez-se uma analise comparativa de onze  mutantes
e seus respectivos endospermas normais em relagao ac F.
mondligonme. Foram estudados os tipos sugary (su), su-
garny-2 (sul), dull (du), brittle (bit), brittle-2
(bz2), waxy (wx), opaque-Z (02), shrunken (sh), shrun-

ken-2 (sh2), amylose extenden (ae) e  flouny (4L).

0 trabalho foi realizado em varias etapas, ini-



17

ciando~se pela caracterizagdo do patdgeno, inoculacio em
experimento de campo, isolamento do fungo dos onze mutan-
tes de endosperma para conhecimento da frequéencia de semen
tes desses germoplasmas com o patdgeno, andlise do efeito
do funge na redugao da porcentagem de germinagao das semen
tes, determinagaoc do efeito do valor nutritivo dos varios
endospermas no crescimento de F. monilifonme e finalmen~-
te o estudo de alterag¢tes fisicas, quimicas e nutricionais
desses mutantes, na patogenicidade, e consequentemente na

germinacgaoc.,
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4. MATERIAL E METODO

4,1, Variantes em F. monififorme

- Sete culturas de F. monilfiforme foram estuda
das com o objetivo de se isolar variantes, conforme a
técnica de MING et al. (1966). A import3ncia da identi-
ficagaoc dos variantes prende~se a necessidade de se padro-
nizar a técnica de inoculacio. Empregando-se uma  Unica
cultura esperar-se-ia a manutencao das caracteristicas do
fungo, principalmente a sua patogenicidade, pelo menos por
um periode determinado. De cada uma das sete culturas fo
ram efetuados aproximadamente 30 isolamentos individuais
de ponta de hifa. Para este isolamento cada cultura sel-
vagem foi cultivada em agar-agua por um periodo de 4 a 5
dias. Com o auxilio de um microscopioc estereoscopico as
pontas das hifas, na periferia da colonia, foram entdo cor

tadas com o auxilio de lamina de barbear. Apés o corte,
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usando-se uma agulha histoldgica, cada ponta foi removida

para um tubo individual de cultura com meio BDA.

Os conidios produzidos nessas culturas indivi-
duais foram, em seguida, transferidos para uma placa de
Petri, em meio de Leonian, assim preparado: peptona - 5g,
dextrose ~ 20g, KH2POH - 1lg, Mg804—7 HQG - 1lg, agar-
-agar - 15g e &gua destilada ~ 1000ml. Esse meio & espe
cifico para caracterizar a coloragdo das coldnias (MING et
af.,1966). As suspensdes de conidios eram bastante  di-

luidas para a cbtengac de, aproximadamente, 20 a 30 colo-

nias por placa.

4.2, Coloragao de nilcleo de microconidio de F. mo-

nilLfonme

Para se determinar o nimero de nicleos em mi-
croconidios de F. moniliforme empregou-se a técnica rve-
comendada por HRUSHOVETZ (1856). Conidios de sete cultu
ras selvagens de F. monififonme foram tratados com o
fixador Carnoy e o corante Giemsa. Essa caracteristica
do conidio & importante para o estudo de mecanismos gerado

res de variabilidade genética do fungo.

Nesse trabalho os fungos foram inicialmente
cultivados em BDA por um periodo de 5 a 7 dias. Das cul-
turas retiraram-se pequenos cubos com aproximadamente 0,5
cm de altura. Em seguida esses cubos foram pressionados

. . P .
em laminulas para que 08 microconidios ficassem aderentes

as mesmas.
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As laminulas foram entio colocadas no fixador

Carnoy durante 10 minutos. Logo apbs foram lavadas em
alcool etflico 95% e a seguir em dgua. As laminulas fo-
ram entac colocadas em HCL N a frio por § minutos. Apos

esse tratamento foram colocadas em HC1 N a 609C por 7 ming‘
~tos. A seguir foram colocadas em dgua destilada, em tam-
pao fosfato (pH 6,7) e finalmente submetidas ao Giemsa por

1l hora,

Apos coloragdo, as laminulas foram retiradas

do corante, enxaguadas em agua estéril e colocadas em pe-

cipientes com tampao fosfato.

Os nucleos dos microconidios assim preparados,
foram entac examinados em microscépios com objetiva de

imersao,

4.3. Germoplasnma

Foram estudadas 11 linhagens homozigotas para
11 genes que condicionam caracteristicas de endosperma.
Essas linhagens foram obtidas de varias populagdes sintéti

cas de miiho,.

4.3.1 - PopulagCes sinteticas

As populagoes originais, com endosperma
normal, foram sintetizadas objetivandoc alta adaptagao as
condigoes do Estado de S3o Paulo. Uma descrigdc sumaria

de cada populagdo & dada a seguir.
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Migtiplos: Sintético obtido na Segdo de
Genética do TAC a partir de hibridos experimentais desta
instituigao, e hibridos duplos comerciais de companhias
particulares em distribuigio no ano de 1962. Apresenta
endosperma do tipo semi-dentado e coloracdo amarelo-laran-

Jae

MEB: Sintético do tipo dentado de colo-
ragao amarela, de menor porte e maior precocidade, produzi
do pela Segac de Genética do IAC, a partir de linhagens
elites de porte pequeno. Essas linhagens com menor nime-
ro de internddios foram obtidas através de um programa de
retrocruzamento cujos pais nao recorrentes eram linhagens

americanas do Coanbelt.

SRROuro: Sintético obtido na Segac  de
Genética do IAC, a partir de germoplasma originirio das
Antilhas, da Colombia, do Pert, e de algumas linhagens do
tipo {£4int de alta capacidade de combinagdo com a varie-
dade Asteca. Apresenta endosperma duro, cristalino, de

coloragao amarela.

Aﬁteca Prollfico: Cultivar selecionado
pela Segao de Genética do IAC, para maior prolificidade e
produtividade. A variedade sintética Asteca foi produzi-
da no IAC pela Segao de Cereais, a partir de linhagens den
tadas amarelas de San Luiz Potosi, Mexico. As espigas
sao de porte médio, com sabugo de didmetro reduzido e

graos profundos.

Cateto Profifice: Variedade melhorada
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na Segao de Geneética do IAC, para aumento do nlumero de
espigas por planta a partir de germoplasma Cateto. Apre-
senta sementes de endosperma duro, de aparencia cristalina

e coloragao amarelo-laranja.

Tuxpan La Posta: Populagac de germoplas
ma da raga Tuxpeno, também denominado Composto La Posta,

com sementes brancas do tipo dentado.

Piramex: Sintético originario do México
obtido de cruzamentos de 20 linhagens S1 de Tuxpenos amare
ilos. Uma amostra da populagaoc resultante fol introduzida
no Instituto de Genética, em Piracicaba, em 1958, local

onde a variedade foi posteriormente melhorada.

4.3.2 - Caracteristicas dos genes mutantes de

endosperma

Os mutantes de endosperma foram origi-
nalmente cedidos peloc professor R, Creech da Universidade
da Pensilvania ac Dr. William José da Silva, que em 1971
iniciou um programa de introdugac desses genes nas popula

¢Oes mencionadas adaptadas a nossa latitude.

As caracteristicas de cada um desses ge-

nes sao as seguintes, segundo ALEXANDER & CREECH (1877).

dufl (du) - Apresenta endosperma  pouco
translicido e altera a proporcio de amilose e amilopecti-
na, aumentando o teor de amilose a niveis ao redor de 50%.

Efeito aparentemente desprezivel nas fragdes proteicas.
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Foi introduzido no germoplasma C(ateto Prolifico.

gLouny (§£) - Apresenta aspecto  opaco.
Alteraz apenas a granulometria do amido. Nao afeta as
fragdes proteicas e nem os carboidratos. Foi introduzido

no germoplasma Asfeca Prolifico.

brittle (bt) - Apresenta-se bastante
enrugado devido a um forte bloqueio na sintese de  amido.
Altera as fragoes proteicas produzindo aumentos nos teores
de aminoacidos essenciais, principalmente lisina e tripto-
fano. Eleva o teor de aglcares a niveis ac redor de 17%,
onde a sacarose € o principal componente. Foi introduzi=~

do no germoplasma Multiplos.

shrunken-2 (sh2) - Tem caracteristicas
semelhantes ao bailltle (bt), Foi introduzido no germo-

plasma Multiplos.

brittle-2 (bt?) - E também semelhante ao
brittle (bt) e ao shnrunken-2 (sh2). Foi introduzido no

germoplasma MEB,

shrunken (sh) - Apresenta-se pouco enru-
gado e com textura mais amildcea. Apresenta teor de agu-
cares intermediario entre o endosperma normal e shtunken-2.
0 blogueio na sintese de amido n3o € tao severo. Foi

introduzido no germoplasma Asteca Prolifico.

sugary (su) - Apresenta-se enrugado e

com textura vitrea. Mostra maior teor de aclicares que o

milho normal e & caracterizade por um significativo aumen-



to no teor de um polissacarideo sollvel em &gua, denomina-

do fitoglicogenio, Foi introduzido no germoplasma Pdiia-

mex.,

sugany-2 (su?) - Apesar do nome, nac
apresenta grandes modificagdes nos teores de aclcares
aumentando, um pouco, a amilose no endosperma. Foli intro

duzido no germoplasma SRRDuxro.

amylose-extender (ae) - aumenta a sinte-
se de amilose para niveis ao redor de 55%, reduzindo obvia
mente a quantidade de amilopectina. Foi introduzide no

germoplasma Multiplos.

opague-2 (0Z) - Altera a composicaoc das
fragoes proteicas do endosperma, reduzindoc zeina e elevan-
do albuminas, globulinas e glutelinas. Com isso ha um
aumento nos teores de lisina e triptofanoc na semente. Foi

introduzido no germoplasma MilLtiplos.

waxy (wx) - Apresenta-se com endosperma
opaco e bastante duro. Produz apenas amilopectina. Foi

introduzido no germoplasma Tuxpan La Posta.

4.3.3 - Intrecdugao de genes mutantes de endosper

ma nas populagdes originais

Os genes mutantes de endosperma foram
introduzidos nas populagdes sinteticas originais, de endos
perma normal, atraves de um esquema de retrocruzamentos e

selegao, ilustrado na Fig. 1.
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FIGURA 1 - Esquema de retrccruzamento e selegao utilizado

para a introducao dos genes mutantes de endos-

perma nas populagoes originais de endosperma
normal.
" Populagd@o original Doador de gene recessivo que atua

no endosperma (aa)¥

F, — 1 (a = 1/2

v/

BC,—f (a) = 1/

% 1

e selegao dos aa f(a) = 1,0

; /

BC —= f (a) = 1/2

\/

B03~m> £ (a) = 1/4

'

C) e selecao de plantas com espigas segretantes para
o locus A. Apenas as sementes normais foram plan-
tadas, portanto, com £f(a) = 1/3,

C) e selecac de plantas com espigas segregantes para

o locus A. Apenas as sementes normais foram plan-
tadas, logo com f(a) = 1/3.
Material estudado. Corresponde a progeénies S com
f (a) = 1/3

% - -~
¢ Lirhas puras do 'CORNBELT'; portanto de ma adaptagao

as nossas condigOes tropicais, homozigotas para cada
um dos seguintes genes: du, §£, bt, sh2, bt?2, sh, su,
su?, ae, 07 e wx, obviamente com frequencia genica,
f(a) = 1,0. BC indica o iésimo retrocruzamento e

C) corresponde a autofecundagao.
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4,4. Ensaio de campo para inoculacgao de F. monili-

gorme em espiga

Nesse experimento, com delineamento em blocos
aoc acaso, com Y4 repetigoes, foram estudadas onze progénies
S¢ envolvendo os genes du, £, bt, sh2, btZ, sh, su, su?,

ae, 072 e wx.

Essas progenies 8gs com frequencia génica de

1/3 para o gene que atua no endosperma, foram autofecunda-

das, no ensaio, e produziram 1/3 de espigas homozigotas
normais (tipo selvagem) e 2/3 de espigas heterozigotas pa-

ra um determinado gene.

A unidade experimental correspondeu a uma 1li-
nha de 10 metros de comprimento com plantas nc espagamento
de 1,0m x 0,40m. Em cada cova plantou-se 3 sementes, dei
xando-se duas plantas apds o desbaste. 0 stand ideal
foi portanto, de 50 plantas/10m, ou 50.000 plantas/ha. A
adubagac foi na base de 60 kg de N, BO-kg de P,0. e 30 kg
de K20 por hectare. A berdadura do ensaio foi feita com
plantas do cultivar Nutrimaiz. Em cada parcela, no flo-
rescimento, foram autofecundadas aproximadamente 40 plan-
tas. Com a autofecundagao obtiveram-se plantas com espi-
gas 100% normais, na proporgao de 1/3, e aproximadamente

2/3 de plantas com espigas segregando sementes normais e

mutantes na proporgac de 3:1.

Para garantir que todas as espigas fossem

expostas ac efeito do F, moniliforme, foi feita a inocu-
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'1ag50 artifieial no material. Usou~se a cultura M-28 de
Fo moniligorme, do tipo roxoc, na forma de suspensac de
conidios com concentragioc aproximada de 10° confdios por
ml (KOEHLER, 1936). A inoculagdo artificial foi feita
sete dias apos a autofecundagao, pulverizando-se os esti-

loestigmas.

Devido a algumas diferengas no florescimento
das varias progeénies, a autofecundagaoc e consequentemente
as inoculagoes foram realizadas em dias diferentes. A co
lheita das espigas fol realizada apds o secamento das plan
tas no campo. No laboratoric as sementes normais e mutan
tes foram entac separadas em dois lotes, formando-se um

composto de cada tipo para os proximos experimentos.
4.5, Frequencia de F. moniliforme
4.5.1 - Sementes com pré-tratamento

A semente de milho & considerada o mais
eficiente veiculo de disseminag3o do F. mondlifonme
(KOEHLER, 1930). Torna-se, pois, importante o  conheci-
mento da frequencia de ocorréncia do fungoe nas sementes.
Outro ponto & a deterioragido, pelo patogeno, da qualidade
da semente na alimenta¢ac animal. Duas técnicas de isola
mento foram empregadas comparativamente. Uma envolvendo
o pré-tratamento das sementes a -139C, para inibir a germi
nagao, e a outra, usando a semente intacta, para permitir

germinagac normal.
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Para a preparagac do ensaio com pre-tra
tamento, foram usadas sementes oriundas de ensaio de cam=-
po, cujas plantas foram autofecundadas e as espigas foram

inoculadas com F. moniliforme conforme descrito no Item

4.4,

As sementes estudadas foram retiradas
apenas de espigas segregantes. Foram utilizadas 150 se-
mentes para cada tipo de endosperma, em 3 repeticgoes. Ca

da lote constituido de 50 sementes, correspondeu & uma re-

peticao do material de campo. As sementes foram coloca-
das em placas de Petri, com 5 folhas de papel de filtro
80 g, molhadas com agua esteril. A amostragem foi feita

com o auxilio de uma colher, sendo utilizado 10 sementes
por placa. Antes do plaqueamento as sementes foram mergu
lhadas em alcool etilico e em seguida tratadas durante 10
minutos com hipoclorito de calecio & 1% para desinfestagao

superficial.

Vinte e quatre horas apos o plaqueamento
foi efetuado o pré-tratamento pelo frio, em congelador co-
mercial, durante 2% horas ‘uma temperatura de ~199C. Apos
o pré~tratamento as placas foram colocadas em prateleiras
de uma camara com temperatura de aproximadamente 259C, e
regime de 10 horas de luz e 1% horas de escuroc, com lampa-
das de luz fluorescente de 40w. A avaliacgao da frequen-
cia de sementes com F, moniliforme foi efetuada de 7 a

9 dias apbs o plaqueamento, com o auxilio de um microsco-

. -,
pico EStEI‘EOSCOPlCO .
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4.5,2 - Sementes sem pré-tratamento

A amostragem foi semelhante a empregada
no experimento com pré-tratamento. Foram retiradas, de
cada uma das tres repetigdes do campo, 50 sementes de cada
um dos endospermas contrastantes. As sementes foram mer-
gulhadas em alcool etilico e posteriormente tratadas, du-
rante 10 minutos, com hipoclorito de calcio a 1%. Apbs o
tratamento as sementes foram colocadas, individualmente,em
tubos de ensaio contendo agar-agua a 1%. O0s tubos foram
colocados em suportes. proprios, distribuidos ao acaso em
prateleiras, a uma temperatura de aproximadamente 259C, em
regime de 10 horas de luz e 14 horas de escuro, com luz

fluorescente, produzidas por lampadas de u0w.

A contagem de frequencia de sementes com
F. moniliforme foi efetuada com o auxilio de um microsco-
pio estereoscopico 7 a 9 dias apds a colocagio das semen-
tes nos tubos. Essa avaliacao foi feita em sementes dis-
tribuidas em trés classes principais: sementes com germi-
nagao normal, ndo germinadas e com germinag3o deficiente,
isto &€, com crescimento deficiente do epicdtilo e  anoma-

lias na radicula.

4,6. Crescimento micelial de F, moniliforme em

meio iiquido

Para estudar o efeito da composigdo quimica do

endosperma de milho na patogenicidade de F. moniligfomme, efe-
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tuou-se um teste preliminar para crescimentq micelial em
meio ligquido, preparado de endosperma normal. Lsse teste
serviu de base para éadronizagéo da metodologia no estudo
do comportamento do fungo em diferentes meios de mutantes
de endcsperma. Utilizou~se para o teste preliminar semen
tes de endosperma normal do cultivar Maya. Inicialmente
fez-se uma cuidadosa moagem das sementes. Essa operagao
€ importante nesse estudo, porque os varios endoépermas

apresentam texturas diferentes.

As sementes foram inicialmente trituradas em
liguidificador com copo de ago inoxidavel. Apds a tritu-
ragao, a moagem foi executada em uma superficie lisa, com
o auxilio de uma garrafa, até o ponto em que toda a fari-
nha resultante ultrapassava uma peneira Granutest com
0,7lmm.  Em seguida a farinha era cozida em 3gua desmine-
ralizada a uma temperatura de aproximadamente 709C, duran-
te 30 minutos. ApSs o cozimento completava-se o volume
perdido e ¢ material era passado por uma peneira Granutest
de 0,250mm. Do meio de cultura assim obtido, retirava-se
50 ml que era colocado em Erlenmeyer de 250 ml. 0 meio
com pH entre 6,5 e 7,0 era em seguida esterilizado em auto

clave a 1209C, durante 20 minutos.

Como nos casos anteriores, a tunica cultura uti
lizada no teste foi a M-28, 0 fungo foi inicialmente cul
tivada em agar-agua em placa de Petri por 5 dias. Com o

auxilio de uma alga de platina de 0,3 cm de diametro eram

retirados pequenos cilindros iguais da placa de agar-agua,

contendo o fungo. Para que o micélio do fungo fosse sem-
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pre de mesma idade, os c¢ilindros eram retirados sempre a
2 cm do ponto de repicagem no centro da placa. Cada um

desses cilindros era colocado em um Erlenmeyer de 250 ml.

Estudou-se cinco concentragoes: 5, 10, 20, 40
e 80 gramas de milho por litro de meic de cultura. Para
cada tratamento foram feitas quatro repetigoes em condi-
goes de repouso e de agitacgao. 0 tratamento com agitacao
foi feito em agitador, reguladc para agitar 15 minutos por

hora.

Dez dias apos a repicagem do fungo, os contet-
dos dos frascos foram individualmente filtrados em tecido
de nylon sendo o micelio colocado em canaletas de papel de
aluminio e deixadc secar até peso constante, em estufa a
809C (LILLY & BARNETT, 1851). ApOs peso constante  efe-

tuou-se a pesagem do micélic seco.

4.7. Produgac de micélio de F, moniliforme em

meio de cultura

A fim de estudar o efeito da composigao do
endosperma na patogenicidade do F. mondififorme, usou-se
milho como fonte de nutrientes do fungo, para produgao de
micélio em meio liquido. Foram analisados meios de onze
diferentes mutantes de endosperma e suas versoes normais.
A mcagem das sementes e os meios de cultura foram feitos
como descrito no Item 4,6. Empregou-se aqui também a mesma
cultura M-28, do F. monififorme.

Utilizou~se nesse experimento, 50 ml de meio
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de cultura por Erlenmeyer de 250 ml. Os tratamentcs fo-
ram de 5, 10, 20, 40 e 80 gramas de milho por litro de
meio, O delineamento foi do tipo inteiramente casualiza~
do com 4 repetigbes. A repicagem do fungo para os Erlen-
meyers foi feita conforme descrito no Ttem 4.6. 0s frascos
foram colocados, ao acaso, em prateleiras a aproximadamen-—
te 259C de temperatura com regime de 10 horas de luz fluo-
rescente e 14 horas no escuro, como descrito anteriormen-

te,

O ensaio fol concluido 10 dias apds a repica-
gem do fungo. 0 contelido dos frascos foi filtrado em te-
cido de nylon e o micélio colocado em canaletas de papél'

aluminio para secagem a 809C até peso constante.

4,.8. Crescimento radial de F. monilifonme

Alem do peso seco, estudou-se também o cresci-

mento radial como uma outra alternativa para se medir o]
crescimento deo fungo. Foi analisado o crescimento do
F. moniliforme em meios de cultura g6lido, obtidos dos

diferentes endospermas de milho e em respectivos normais.

C meio de cultura foi obtido como deserito no
item 4.6. 0 agar-agar foi fundido separadamente em agua
desmineralizada e posteriormente juntado ao meio de cultu-
ra ainda quente. C meic com pH entre 6,5 e 7,0 era entao,

colocado em placas de Petri na base de 20 ml por placa.

Em seguida as placas eram esterilizadas a 1209C durante 20

minutos.
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0 fungo utilizado foi também da cultura M-28,
inicialmente desenvolvido em agar-3gua por 5 dias. Com
auxIlio de uma alga de platina de C,3 cm de diametro, pe-
quenos cilindros eram retirados das placas de agar-agua e
colocados no centro das placas contendo os diferentes meios
de milho, Os cilindros com o indculo eram sempre retira-
dos de uma regiao da placa de mesmo raio, para uniformizar

a idade do micélio.

A concentragao de milho usada para todos 08
mutantes e suas versdes normais foi de 20 gramas por  1li-
tro. Cada tratamento foi analisado em ensaio delineado
na forma de experimento inteiramente casualizado com 10

repetigoes, sendo a placa a unidade experimental.

Apds a repicagem do fungo as placas eram deixa
das a aproximadamente 259C em regime de 10 horas de luz

fluorescente e 14 horas de escuro.

A avaliacao do crescimento foi feita diaria-
mente, anotando-se o diametro das culturas por um periodo

de 7 dias.
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2. RESULTADOS

5.1, Variantes em F, moniliforme

Sete culturas selvagens de F. mondiliforme fo
ram analisadas para o estudo da ocorrencia de variantes
descritos por MING et af. (1966). Dessas sete originais,
obtiveram-se 187 culturas a partir de pontas de hifa que
revelaram os tipos roxo (R}, branco (B) e vermelho (V).
Também as combinagoes roxo + branco, vermelho + branco e
roxo + vermelho + branco foram observadas. A distpribui-

gao dos tipos, entre as culturas selvagens €  apresentada

no Quadro 1.

As culturas selvagens CS-1, 2, 3 e 5 apresen-
taram o tipo roxo; a cultura CS-4% os tipos roxo, branco,
roxo + branco e vermelho + branco; a cultura CS-6 os ti-

pos vermelho, branco, roxo + branco e vermelho + roxo +



QUADRO 1 - Culturas de penta de hifa de

distribuigao dos variantes encontrados.
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branco; e a cultura CS-7 apresentou os tipos vermelho e

branco,

Das 187 culturas estudadas, 110 foram do tipo
roxo, 36 do tipo branco, 33 do tipo vermelho, 9 do tipo
roxo + branco, 8 do tipo vermelho + brancoc e 1 do tipo ver
melho + roxo + branco. Devido a’predominéncia do tipo
roxo, selecionou-se a cultura M-28 (roxo), para ser utili-

zada em todos os testes desse trabalho.

Observou-se um total de 6,560 conidios, veri-

ficando-se gue todos os microconidios eram uninucleados.

5.2, F, moniliforme em sementes com pre-tratamento

pelo frio

As porcentagens de sementes com F. mond&ifon
me observadas nos onze mutantes de endosperma, pré-trata-
dos a =-199C por 24 horas, estao listadas no Quadro 2. A
porcentagem foi calculada baseada na soma de 3 repetigdes,
totalizando 150 sementes por tratamento. 0 contraste da
porcentagem de sementes normais e mutantes, com F, monili

forme, foi analisado pelo teste xz.

Os dados indicam que os mutantes de endosperma
envolvendo os genes btZ, 07 e 4h? apresentaram diferen-
gas altamente significativas quando comparados com os ti-
pos normals correspondentes. Os mutantes bZZ e 02 reve
laram, respectivamente, aumento de 36% e 25% em relagao

aos tipos normais e o mutante 4h? apresentou 4,3 vezes
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QUADRO 2 - Prevalencia de F. monififorme em sementes nor-
mais e mutantes. Teste com prée-tratamento

(~199C por 24 horas).

Gene Pofcentagem de F. moniliforme Nivel de signi-
em sementes ficancia do ¥
normais mutantes

du 85,3 85,3 NS

$L 78,6 78,6 NS

bt 78,0 83,3 NS

su 75,3 83,3 NS

sul 81,3 96,0 *

ae 57,3 68,0 NS

b2 66,6 90,6 B

02 70,6 88,0 stk

sh? 8,6 36,6 ZE

wx 30,6 88,0 NS

sh 87,3 81,3 NS

Média 70,8 79,3
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mais fungo que o tipec normal. 0 mutante su? mostrou
significancia ao nivel de 5% com aumento de 11% de semen-

tes infectadas com F. monilifonrme.

Os demais mutantes de endosperma nao mostraram
diferengas nas comparagdes entre o tipo normal e o endog-

perma mutante.

As porcentagens de sementes com F. monilifon-
me em endospermas normais, de linhagens geneticamente di-
ferentes, oscilaram entre 8,6 e 90,6% A linhagem Multi
pLos onde foi introduzido o gene 4h?, apresentou-se
altamente resistente ao F. moniliforme revelando apenas

8,6% de sementes com o fungo.
5.3, F. monififorme em sementes sem pré-tratamento

No Quadro 3 sac apresentadas as porcentagens

de sementes normais e mutantes, com F. moniliforme, do
teste sem o pré-tratamento pelo frio, o que, obviamente,
permitiu a germinagao das sementes. A porcentagem foi

calculada com base na soma de trés repetigdes e os cdados

foram analisados pelo teste do x2.

Os mutantes de endosperma bit, su, bt?2 e sh?
mostraram diferengas altamente significativas a 1% em rela
¢ao aos tipos normais. Os aumentos de sementes mutantes

infectadas foram respectivamente de 2,1; 2,5 e 10,8 ve-

zes para os mutantes bi, bt e 4h?,

Para o mutante de endosperma su o aumento de
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QUADRO 3 ~ Prevalencia de F. monilfifoime em sementes nor-
mais e mutantes. Teste com sementes intactas

(sem pré-tratamento).

Gene Porcentagem de F. monilLifoame Nivel de signi-
em sementes ficaneia do X2
normais mutantes

du 46,0 50,0 NS

42 26,0 24,6 NS

b 22,0 46,6 e

su 42,6 60,6 &%

su? 29,3 38,6 NS

ae 28,6 32,0 ‘ NS

b2 26,6 67,3 e

02 40,6 53,3 e

sh2 1,3 14,0 o

wx 52,6 54,6 NS

sh 54,0 58,0 NS

Media 33,6 45,4
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semente mutante infectada, em relagdo ao tipo normal foi

de H2%.

O mutante 02 apresentou diferenca significa-
tiva ao nivel de 5% revelando 31% a mais de sementes infeg

tadas em relagac ac tipo normal.

Aqui também foi observado que a linhagem Mil-
tiplos, portadora do gene 4&hZ constitui-se em excelen-
te fonte de resisténcia ao F. monififoime revelando, mes
mo no mutante (1l4%) uma porcentagem de infeccdo menor  do

que qualquer um dos outros endospermas normais.

As porcentagens de F, moniligorme nesse tes-
te, tanto nos endospermas normals como nos mutantes, 830
bem mais baixas gque aquelas apreséntadas no Quadro 2, onde
as sementes sofreram um pré-tratamento a -189C, durante

24 horas.

No teste que naé¢ sofreu pre-tratamento (Quadro
3) os endospermas normais revelaram uma média de 33,6% con
tra 45,4% do endosperma mutante. No teste que recebeu o
pré-tratamento pelo frio (Quadro 2) essas médias foram res
pectivamente de 70,8% e 79,3%, mostrando claramente gue
quando a germinagdo e impedida as porcentagens de sementes
com F. monififorme aumentam em mais de 100% nas sementes

normais.

Alem da comparacac entre endospermas normals e
mutantes, para porcentagem de sementes com F., monilifox-

me, foi feito também um estudo comparativo contrastando-
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-se as porcentagens de germinagac nos dois tipos de endos-

permas, nas onze linhagens.

ApSs a germinagdo as sementes foram classifica
das em trés classes, Uma de sementes com germinagiao nor-
mal, outra com sementes que nao germinavam e a Terceira

que apresentava plantulas anormais.

0 resultado da andlise, com teste de xz, encon
tra-se no Quadro 4. Nos endospermas normais a porcenta-
gem média de germinagdo foi de 68,3%, variando de 54,6% a
84,6%. Nos endospermas mutantes, a media de germinacio

foi menor, 48,2%, variando de 15,3% a 74,6%.

Os mutantes de endosperma bf, su, bt2, sh? e
4h, apresentaram diferencas altamente significativas, com
porcentagens de germinagao bem inferiores as encontradas
em encospermas normais. Os tipos normais foram, respecti
vamente, 4; 2,3 e 4,3 vezes superiores aos endosper-
mas mutantes para os tipos b%, su e bt?. Nos tipos sh? e
4h os normais foram respectivamente 59% e 39% superiores
nos endospermas mutantes, 0 mutante do endosperma 07 mos
trou diferenga significativa ao nivel de 5% sendo a semen-

te normal 28% superior aoc mutante.

Para outros mutantes de endospermas nao houve
diferengas para porcentagem de germinagdo, em relacdc aos

tipos normais.

- - 2
A analise de ¥~ dos dados de porcentagem de
sementes germinadas, nao germinadas, e com germinagdo defi

ciente, com e sem F. monififorme, para cada tipo de
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QUADRO 4 ~ Porcentagens de sementes germinadas, com endog-

permas normais e mutantes.

Gene Normal Mutante Nivel de signi-

ficancia do X2

du 54,6 53,3 NS
4L 68,0 74,6 NS
bt 84,6 21,3 o
su B4, 6 28,0 o
su? 76,6 74,0 NS
ae 66,6 62,6 NS
bt? 66,0 15,3 H%
0? 70,0 54,6 %

sh? 72,0 45,3 3k
wx 69,3 58,0 NS
sh 60,0 43,3 ot

Média 68,3 48,2




43

endosperma normal e mutante correspondente & apresentada

nos Quadros I a XI do apendice.

Diferengas significativas foram encontradas
entre tipos normais, heterozigotos para os genes 02 e ah,
quando se compara sementes com e sem Fusdarium, Numa ana
lise comparativa dos endospermas mutantes, na presenga e
ausencia do fungo, foram detectadas diferencas altamente

significativas para os tipos 4£, su, suZ, bt?2, 0 e sh.

5.4, Crescimento de F. monifigforme em meio de cul

tura

Inicialmente num trabalho preliminar fez-se um
estudo comparativo de dois métodos de cultura, com e rsem
agitacdo do meio, para crescimento do F. monilifonrme. 0
resultado desse teste € apresentado no Quadro 5. Os pe-
sos de micélioc obtidos para os tratamentos que permanece-
ram sem agitagdo, foram em geral superiores aos tratamen-
tos que receberam agitagaoc. Observa~se que o peso do mi-
célic ndo € alterado nas diferentes concentragdes de milho
nas culturas com agitagao. Ao contrario, nas culturas em
repouso, o peso do micélio esta diretamente correlacicnado
com a quantidade de milho no meio a partir de 10 g/1. A
fim de dar oportunidade para o aparecimento de interagoes
do tipo crescimento do fungo x concentracgac de milho no
meio, as onze comparagoes de mutantes e normais foram ava-
liadas também em cinco concentragoes de farinha de milho,

Os resultados de peso seco de micelioc em g/l no experimen-
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QUADRO 5 - Efeito de concentracao de milho e de agitacao

do meio no peso seco de micélio de F. monili-

forme.
Farinha de milho Pesc seco de micélic (mg)
(g/1) Repouso Com agitagéo
5 22 23
10 25 13
20 L7 36
40 97 bl

80 199 39
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to para estudo do crescimento de F. mondiliforme, em meio
de cultura com farinha dos onze mutantes de endosperma e
os tipos normais correspondentes, estao apresentados nos
Quadro XII a XXII do apendice. Para melhor visualizacao
desses resultados, ¢s mesmos dados sao apresentados no
Grafico 1. Uma comparagao dos contrastes dos endospermas
normais e respectivos mutantes nas cinco concentracoes in-
dicam de uma maneira geral, gue € na concentragao de 20g
de milho/1 que ocorrem as maicres diferengas em peso seco

de mic€lio, entre o endosperma normal e mutante.

Os mutantes de endospermas gue mostraram as
maiores diferengas em relagao ao endosperma normal, nas
cinco concentragoes foram o2, sh2, su e bit2. Na concen
tragao de 20g/1l os mutantes 02, su e b2, apresentaram
respectivamente 82, 100 e 82% de crescimentc a mais que os
tipos normais correspondentes. = 0 mutante &hZ foi 2,2
vezes superior ao tipo normal. Os mutantes bt, du e
sh apresentaram diferencgas menores em relacdo aos endos-
permas normais com acréscimos respectivos de 42, 70 e

42% na concentragac de 20 g/l.

0 mutante wx fol o que apresentou a menor di
ferenga em relagao ac endosperma normal na concentragao de
20 g/1. O endosperma 4uf? apesar de apresentar uma vanta
gem de 30% em relagao ao normal, nao diferiu significativa
mente do normal nas cinco concentragoes. Finalmente 0s
genes ae¢ e {£ condicionam endospermas gque nao apresen-
tam gqualquer vantagem em relacao ao endosperma normal para

fator de crescimento do fungo. . Contrariamente aocs outros
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endospermas o tipo normal apresentou maior crescimento que

o mutante.

0 crescimento radial de F. moniliforme em um
meio de cultura contendo somente milho como fonte de nu-
triente na concentragac de 20 g/l & apresentado no Quadro
6. Os dados observados indicaram nao haver diferencas
entre os onze mutantes e os respectivos endospermas nor-

mais.
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QUADRO 6 - Crescimento radial (cm) de F. monilifoxme (dia-

metro de colonia) em endospermas normais (N) e
nos mutantes (M) de endosperma, em meio com 20 g
de farinha de milho por litro.

Tipo de Horas
endosperma 48 72 9B 120 by 168

N 1,6 2,9 4,1 5,5 6,8 8,1
oy ,5 8 4,0 , , 8,0

N 1,6 2,8 4,1 5,5 6,8 8,1
gt M 1,5 2,7 4,0 5,3 6,6 7,8
b,t N ? L] ? ] 697 739

M > 3 ) > 6,6 7,8

N 1 33 2 2 2 ]
su

M 3 b ] 2 3 L]

N s 3 s ,9 5,3 6, s
su?

M ] 3 $0 ,Ll’ 697 2

N 35 ’7 2 ? ? ?
ae

M ’5 ¥ ? ] H H
b,‘tz N H ? ? 5’ 59 892

M s ’ 5 5,7 »9 ,
, N s6 : ; y D ’ 8,
0

M ; ’ » 9 S,h ) s 1

N 1,6 2,9 N ) ) L
sh2

M s 2,7 Pl - 69 3

N 3 L ? !3 H 3
wxon 3 ,6 , 5,2 , 7,6
h N 39 H ,3 L] > H
4

M 38 50 53 ? 2 2
BDA 1,5 2,8 4,2 5,5 6,6 7,6
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6. DISCUSSAO

6.1. Variabilidade de F. monilifonrme

Os resultados aqui obtidos assemelham-se équg
les encontrados por LEONIAN (1930) e principalmente  Aque
les obtidos por MING ef al. (1966). Aparentemente em F.
moniligonrme ocorrem tres formas distintas ou tres varian-
tes distintas, que segundo as técnicas de MING et al. (1986)
foram caracterizadas como os tipos roxo, vermelho e bran-

CO.

LEONIAN (1930) observou o fenomeno da dissocia
cao em F, monififorme e demonstirou a existéncia de +tres
tipos de colonias, as quais foram designadas. A, B e C.
O tipo A apresentou micelio submerso e cor roxa, o tipo B
micélio aéreo e cor laranja, enquanto que o tipo C era

constituldo de uma mistura dos outros dois tipos. £ pro-
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vivel que os tres tipos de cultura estudadas por LEONIAN
(1930), correspondam acs tres tipos nucleares estudados
por MING et af. (1966), devido & semelhangas nas suas ca-

racteristicas.

Por outro lado, MING et af. (1966) isolaram em
F. fujikurod tres tipos nucleares diferentes, e designa-
ram esses tipos de roxo, vermelho e branco. Também de-
monstraram gque a heterocariose pode ocorrer com todos 08

tres tipos.

Verifica-se pelos dados do Quadro 1 que os
variantes podem ocorrer iscolades na natureza, como foi o
caso das culturas CS-1, C8~2, CS-3 e (S~5, Todas
essas culturas pertencem ao tipo roxo. A ocorrencia iso-
lada dos outros dois tipos, o vermelho e o branco, nao foi
detectada na amostra estudada. Isto nao significa gue
esses tipos, nac possam ocorrer isoladamente na natureza,
pois o nUmero de culturas estudadas foi relativamente pe~
queno. £ provdvel que amostrando-se um nimero maior de
culturas se possa detectar a ocorrencia isolada desses ti-

pos.

0 variante roxo fol o mais frequente com 5%
de ocorrencia enquanto os outros ocorreram com 18% e 16%.
Isto da uma idéia da predominancia desse tipo sobre os
demais, fato esse que determinou a escclha de uma cultura
do tipo roxo, a cultura M-28, derivada da cultura selvagem

CS-2, para o desenvolvimento do presente trabalho.

Além de MING et af. (1966), varios outros
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(HANSEN & SMITH, 1932; HANSEN, 1938; BUXTON, 1954; COY &
TUVESON, 1961; DHILLON et af., 1961; GARBER et al., 1961 ;
BUXTON & WARD, 19623 PARMETER et al., 1963; CAMARGO,
1976 e SANCHEZ et af., 1976) demonstraram a  ocorrencia

de heterocarios entre culturas de espécies de Fusarium,

Embora nenhuma preoccupagac tenha havido para a
obtengao de heterocarios constatou-se gue eles ocorrem na-
turalmente, como mostram as culturas CS-4 e (CS-6, Na
primeira encontrou-se diearios do tipo roxo + branco e ver
melho + branco, e na segunda, dicario do tipo roxo + bran-

co e um tricario do tipo vermelho + roxo + branco.

6.2. Ocorrvencia de F. moniliforme em sementes

Com & descoberta dos mutantes de endosperma

. — » - - . —~
gque alteram a composiligac quimica da semente e a utilizacgao
desses mutantes em programas de melhoramento de miltho,
aumentou-se a preocupagac com o efeito do Fo mondliforme

em sementes de maior valor nutritivo.

Os resultadcs apresentados no presente traba-
lho contribuem para o conhecimento do comportamento de
onze tipos de endospermas mutantes, analisados comparativa
mente com seus tipos normais correspondentes. 0 estudo
desses contrastes em espigas segregantes de linhagens bem
uniformes, em condigbes normais de germinagio e também em
sementes com germinagac inibida, contribuiu decisivamente
para a qualidade dos dados coletados.

Essas técnicas, com e sem tratamento de semen-
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tes, 830 atualmente bastante empregadas pelos patologis-
tas. Eles alegam que a inibigaoc da germinacdo e  feita
para facilitar o trabalho de isolamento do patdgeno em

estudo de frequencia de sementes com os fungos.

Verifica-se pelec Quadro 2, no experimentoc com
germinagao inibida, que ocorrem diferengas na  frequéncia
de sementes com F. monififorme nos endospermas normais e
en alguns mutantes.  Assim os tipos suf, btZ, 0?2 e sh?
foram significativamente diferentes dos endospermas nor-
mals correspondentes. 0 efeito dos genes o0Z e su, aqui
registrados, confirmam, pois, as observagoes de SENN (1932),
ULLSTRUP (1871), LOESCH et alf. (1976) e WARREN (1978). Os
mutantes de endosperma que mostraram as malores diferencas
em relagac aos endospermas normais foram btZ 02 e &h?.
Essas diferengas foram, réspectivamente, de 24,0, 17,4 e
28,0%. Entretantc, nem sempre a presenga do gene mutante
propicia um aumento da frequencia do fungo, como foram os

casos dos mutantes du, 4£, bt, su, aec, wx e sh.

Calculando-se a diferenga porcentual relativa,
entre os endospermas normals e os endospermas mutantes,
elimina-se o efeito do componente genetico da linhagem,
permitinde uma analise comparativa dos mutantes. Os re~
sultados mostram que os genes sufl, bt?, 02 e sh? foram
responsaveis por um aumento no numero de sementes com fun-
go, em relagao aos endospermas normais. Os genes su?,

bt? e 0? revelaram aumentos respectivos de 11, 36 | e

25%. enquanto que o gene 4hZ foi 4,3 vezes superior ao

tipo normal,
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Por outro lado uma analise comparativa dos
endospermas normais revela que existe um componente genéti
co bastante significativo que condiciona o  comportamento
da planta em relagaoc ao F, moniliforme, Como todas as
espigas foram submetidas ac F., moniliforme em condigoes
de infecgao artificial, as diferencgas encontradas entre os
endospermas normais dao uma ideia do grau de tolerancia
que existe entre esses germoplasmas. A linhagem  Muftdi~
plos, portadora do gene &h?, apresentou uma resposta
completamente diferente das demais, com apenas 8,6% de se-
mentes com o fungo, © que a torna uma excelente fonte de
resisténcia ao F. moniliforme, para ser usada em progra

mas de melhoramento.

Por outro lado, no Quadro 3, quando se compara
as diferencas entre os endospermas normais e mutantes, no
teste que nao sofreu inibigao de germinacac, verifica-se
que os mutantes que apresentam as maiores diferencgas sao
os bi, su, bt? 0?2 e sh2. As diferencas porcentuais re-
lativas foram, respectivamente, de 42 e 31% para os ‘tipos
Au e o012, Para os tipos bt, bt? e sh? as diferencas
foram de 2,13 2,5 e 10,8 vezes maiores, indicando que
esses mutantes s@o bem mais suscetiveis que os respectivos

endospermas normais.

Assim come nc caso do pré-tratamento pelo
frio, aqui também os endospermas mostraram-se bastante
varidveis com relagdo a presenca de F. mondiliforme. A

porcentagem de sementes com ¢ fungo variou de 1,3 a 54,0%.

Confirmou-se, também, nesse teste com sementes  intactas,
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a excepcional tolerancia da linhagem Multiplos (sh2)  ao

patbgeno.

Contrastando;se os dados dos Quadro 2 e 3
observa-se que as porcentagens de sementes com fungo $30
bastante superiores aquelas registradas no teste com trata
mente pelo frio. Esses resultados demonstram que o empre-
go de temperatura baixa para inibir a germinagao provoca
um grande aumento na frequeéncia de sementes com F. mondili
gonme., As médias de porcentagens de sementes com o fungo
que foram de 70,8 e 79,3 para os endospermas normais e mu-
tantes respectivamente, no tratamento de temperatura bai-
xa, foram reduzidas para 33,6 e U45,4%, respectivamente,
no experimentc com sementes intactas. Portanto o  teste
pelo frio aumentoﬁ mais de 100% a quantidade de sementes
de endosperma normal com o fungo. As diferengas percen-
tuais relativas foram bastante superiores no teste com
sementes intactas, quando o mutante & significativamente
mais suscetivel que o endosperma normal. As diferencas
porcentuais que no teste pelo frioc foram de 0,43 0,2 e
443 vezes superior para os genes bfZ, 02 e sh?, passaram
respectivamente para 2,5; 0,3 e 10,8 vezes, quando as se-
mentes nao sofreram qualquer tratamento antes da germina-

gao.

Esses resultados diferem daqueles encontrados
por BEDENDO 1978, que encontrou uma menor incideéencia do

fungo, nos lotes de semente que receberam o pré-tratamento

pelo frio.
Para esse autor, o emprego de temperatura a
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-209C provocaria a morte da semente sem, no entanto, cau-
sar uma inibigao no desenvolvimento do fungo presente no
interior do grao. Entretanto, o tratamente pelo frio apa
rentemente transforma a semente num simples substrato, fa-
cilitando a colonizagao pelo fungo. Com isso haveria um
aumento na frequencia de sementes com o fungo. Por outro
lado as sementes intactas produzem plantulas que podem
produzir substancias que as protegem da agio de patogenos.
Assim BEMILLER & PAPPELIS, 1965, citam WAHLROON & VIRTA-
NEN que isolaram um glicosideo de plantulas de milho de
dez dias. Esse glicosideo quando hidrolizado por enzimas
na seiva da planta produz glicose e o "aglucon" 2,4-dihy
droxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-ona (DMBOC). Quando ague
cida a substancia DMBO produz o acido formico e o MBOA
(6-methoxy~2(3)~-benzoxazolinone), Tanto o DMBO quanto o
MBOA tem agao inibidora no crescimento do F. nivale, efei
to esse tao alto quantoc ac do BOA (benzoxazolinona) que &
uma substancia antiflingica e antibactericida. 0 DMBO tem
efeito principalmente fungistatico. Do mesmo modo a
ocorrencia de DMBO ou outras substancias em plantulas de
milho, poderia explicar as menores frequencias de sementes
gom F. monififorme encontradas no teste de sementes
intactas quando comparadas com © de sementes com baixa tem

peratura.

A presenga de fungos patogenicos na semente
nao so afetaria o valor nutritivo do produto como  também
poderia afetar o processo de germinagao. Entretanto nos

varios mutantes de endosperma ocorrem grandes modificagoes
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N0 pesc e na composigao quimica das sementes, caracteris-
ticas essas gque tambem afetam a germinagao, Para avaliar
esses efeitos o trabalho fol entdo dirigido no sentido de
permitir a decomposigao do efeito de endosperma na germina
gao em efeitos devido as propriedades fisicas e quimicas
do endosperma e efeitos devido a patogenicidade. NASS &
CRANE, 1970a, por exemplo, nac tiveram essa preocupacaoc e
estudaram a germinagaoc dos mutantes ae, su, su?, du, 4§&,
02, 4h e h (horny) em comparagdes com os endospermas
normais correspondentes. Todos os mutantes apresentaram
porcentagem de germinacgao um pouco mais baixa que o endos-
perma normal. A diferenga foil mais acentuada para os mu-
tantes 4u e sh. Aléﬁ dos oito mutantes estudados por
NASS & CRANE 1970a, em nosso trabalho foram também analisa
dos os tipos bt, btZ e 4shZ. Nesse trabalho os resulta
dos cbtidos (Quadro U4) mostram gue os seis mutantes de
endosperma que apresentaram germinagac de sementes signifi
cativamente inferior acs tipos normais foram os tipos b,
su, bt2, o2, sh e shZ, Todos esses, com excegio do 4h,
foram os mesmos que apresentaram as maiores  porcentagens
de sementes com F. mondififorme (Quadro 3). Isso, apa-
rentemente, sugere que o fungo & um dos componentes gue
afeta a germinacao dessas sementes. Entretanto, como
essas sementes $ao pouco ou fortemente enrugadas, poderia,
muito bem, parte do efeito da redugdo na germinacio ser
atribuida as transformagdes fisicas e quimicas ocorridas
nos endospermas mutantes. De fato NASS & CRANE 1970b ja
haviam mostrado que nos mutantes ae, su, su?, h, du, sh

e wx, no periodo de 35 a 77 dias apds a polinizagdo, a
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acumulagio de matéria seca era menor do gue no endosperma
normal. Somente no mutante de endosperma 4£ a acumula~
gao de materia seca foi levemente superior ao  endosperma
normal. Os mutantes de endosperma gue mostraram maiores

redugbes no acumulo de materia seca foram o 4h e o su.

Para se evitar o confundimento do efeito de
alteragoes na quantidade e qualidade das substancias de
reserva e efeito de patogenicidade nas sementes, estudou-
~se a germinagao de sementes dos mutantes comparativamente
com os tipos normais, em sementes com e sem F. monidifor-

me.  Aplicando-se os dados a expressac:

1 - | (porcentagem de sementes germinadas com F. monillfor

“

me)/(porcentagem de sementes germinadas sem F. monilifon-

»

me) pode-se estimar a porcentagem de redugao na germina

Fy

cdo devido a presenca do fungo na semente. Nas onze 1i-
nhagens de endosperma normal apenas duas, portadoras dos
genes ¢2 e 4h, apresentaram redugdao na porcentagem de
germinagao devido a presenga de F. mond{fiforme. Essa
redugao foi de 27,0 e 37,8% para os tipos normais heterozi
gotos para os genes 0?2 e 4h, respectivamente. Pode-
-se concluir daf que os endospermas normais das linhagens
portadoras dos grnes 02 e 4&h, sao mais suscetiveis que
todas as outras nove linhagens estudadas. Isso possivel-
mente ocorre em fungao da malor suscetibilidade da planta

ao patdgeno.

Nos mutantes, entretanto, o efeito do fungo no

endosperma parece ser bem mais acentuado. Assim, nos ca-
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sos onde ocorreram diferengas significativas, utilizando-
-se a mesma expressac anterior, os tipos {£, su, su?, bitZ,
0? e &h, tiveram redugoes de 2,9; 41,0; 10,6; 68,9;
31,5 e 20,6% na germinagac em consequéncia da presenca
do fungo na semente. Isso indica, de um modo geral, que
nos mutantes o efeito do F. monilifoame & bem mais evi
dente sobre a germinagac das sementes, do que nas sementes

com endosperma normal.

Por outro lado, em consequencia das mudangas

fisicas e quimicas nos endospermas mutantes, ocorreram
também significativas redugdes na porcentagem de germina
cao dos mutantes bt, su, bt2, 02, sh? e sh, em relacao
acs tipos normais. Essas redugotes, estimadas obviamente
em semente sem Fusanium, foram.respectivamente de 7H,k4;
47,43 56,33 16,43 32,8 e 3U37%. Comparando-se o)
efeito do F. moniliforme e os efeitos das alteragoes
estruturais e quimicas na germinagdo de sementes, obser-
va-se que nos endospermas su, btZ, of e sh, o efeito
do F. moniliforme € bastante significativo para explicar
o comportamento das sementes na germinagao., Nesses casos
o efeito do F. monififcrme nos mutantes »su, btZ, o? e
sh, & bastante significativo causando uma reducio média

da ordem de 40% na porcentagem de germinacgao.

Os mutantes bt, btZ, sh, 4h? e 02, aumentam
a quantidade de lisina e triptofano na semente. Cs qua-
tro primeiros também aumentam significativamente o teor de
agﬁcares no grao. 0 mutante 4u tem um efeito bem espe-

cifico produzindo uma grande quantidade de um polissaca-
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rideo sollvel em dgua (WSP) (ALEXANDER & CREECH, 1977).

Em nosso caso todos os c¢inco mutantes que
apresentaram redugao altamente significativa na porcenta-
gem de germinagac, alteraram fenotipicamente as sementes,
causando um enrugamento que € consequencia da diminuicao
na acumulag¢ao de matéria seca no endosperma. NASS &
CRANE 1970b mostraram que os mutantes de endospermas que
produzem menos matéria seca sao aqueles que acumulam as
maiores quantidades de aglUcares e polissacarideos soluveis

em agua (WSP),

Os resultados aqui obtidos indicam que os mu-
tantes ricos em lisina e triptofano, que acumulam as maio-
res quantidades de aglcares e as maiores quantidades de
WSP e que apresentam as maiores porcentagens de agua nas
sementes, com excegac do 4h, foram aqueles que apresen-
tam as maiores porcentagens de infecgao por F, monilfifonr-
me, principalmente 4sh2 e bit? (Quadro 3). Isto suge-
re que a qualidade quimica da semente, isto &, altos teo-
res de aminoacidos essenciais, de aglcares e WSP, associa-
dos a uma maior quantidade de agua, poderiam favorecer o

desenvolvimento do fungo nos endospermas mutantes.

De fato, nos resultados apresentados no gréfé
co 1, observa-se que os mutantes de endosperma ricos em
lisina e triptofano, com altos teores de agucares e gran-
des quantidades de polissacarideos sollveis em agua, ou
sejam, btZ, bt, sh, sh?, 02 e su, apresentaram os maio

res crescimentos em peso seco, gquando comparados com 08
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endospermas normais.

A melhor concentragao estudada fol a de 20 g
de milho/litro, onde além de ocorrerem as maiores diferen-
¢as em peso seco de micelio, entre o endosperma normal e
mutante, os endospermas normais de varias linhagens tem
efeito semelhante no crescimento do fungo. Na comparagac
do Quadro 3 com o Grafico 1 observa-se que ha uma alta cor
relagao entre sementes com fungo e crescimento micelial em
meio de mutantes de endosperma. Na concentragao de 20 g/l
os mutantes de endosperma 02, shZ, su e biZ, apresenta-
ram as maiores diferengas em crescimento, Essas diferen-
gas foram respectivamente de 82, 100 e 82% para os mutan-
tes 02, 4u e btZ, em comparagic com o endosperma nor-
mal, 0 mutante de endosperma 4hZ foi 2,2 vezes sﬁpem
rior ao tipo normal. Como se observa no Quadro 3 sao
exatamente nesses mutantes que foram encontradas as mais
altas porcentagens de sementes com o fungo. Como foi de~-
monstrado anteriormente foram nesses mutantes, com excegao
do shZ, que o efeito do F. moniliforme & mais drastico

na redugado da porcentagem de germinagao.

0 fato do endosperma 4hZ nado ter dado efeito
significativo do fungo na germinagic, pode  perfeitamente
ser atribuido a excelente fonte de tolerd3ncia que & a

linhagem portadora desse gene.

Os mutantes de endosperma bi, du e &k, apre
sentaram respectivamente crescimento médio de 42, 70 e 42%

em relagao aos tipos normais correspondentes.
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Praticamente nao houve diferengas entre endos-
permas mutantes e normais, para os tipos 4L, ae, su? e
wx, para crescimento do fungo, e tambem para auséncia de

diferengas de infecgio,

Somente nos endospermas normais, portadores
dos genes ae e 4£, ocorreu uma tendencia para um maior
crescimento micelial em relagdo aos endospermas mutantes
respectivos. Em todos os outros casos, pcrém, 08 mutan-
tes foram superiores aos tipos normais nas varias concen-
tragoes. Numa comparagao do c¢rescimento micelial nos
endospermas normais a 20 g/l, observa-se uma grande unifor
midade na resposta, sugerindo que as diferengas entre os
mutantes devem ser atribuidas ao efeito dos genes que atuam
nesses endospermas condicionando o seu valor quimiCOHnutpi
cional. Esses resultados mostram, pois, que a patogenici
dade manifestada nos endospermas mutantes deve-se aparen-
temente ao maior valor nutritivo dessas sementes em rela-

gao aos tipos normais.

Finalmente observou-se que o sistema de avalia
gao de crescimento através do crescimento radial nio =
diferente para F, monififoame em qualquer dos endosper-
mas estudados (Quadro 7), confirmando assim os resultados
obtidos por OOKA & KOMMEDAHL, 1977, com o mutante 0?7 e
sua versao normal. Essa resposta, entretanto, poderia
ser alterada em concentragdes mais baixas de milho no meio
de cultura. A quantidade de 20 g de milho por litro pode
ria ser tdo alta nos tipos normais que seria suficiente pa
ra fornecer as quantidades necessarias de nutrientes bem

a . -« .
acima daqueles encontrades num meio minimo.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem as

seguintes conclusdes:

- 0 fungo Fusarium moniliforme ocorre  em
sementes de milho sob a forma de diferentes variantes e

provavelmente na forma de heterocarios.

- O emprego de temperatura baixa (-199C) para
inibir a germinagao provoca um significativo aumento na
frequencia de sementes com F. monilifosame, ndo sendo,
portanto, adequado para estudo de patogenicidade em semen-

tes.

-~ A composigao quimica do endosperma do mi-
lho, favorece a incidencia de F. monilfiforame na semente.
As sementes normais de valor nutritivo inferior apresenta-

ram, em média, 40% a menos do patOgeno que os mutantes
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estudados. Contrariamente os mutantes de endosperma gque
apresentam melhor gqualidade nutritiva, apresentaram uma
maior frequencia de sementes com F. monilifonme, que os
endospermas normais correspondentes, quer em condicdes nor
mais de germinagdo ou em condigdes de germinacdo inativa-
da. Os mutantes bt, su, bt?, 02 e &h? rvevelaram as
maiores frequencias de sementes com o fungo, e sendo os
tipos que apresentam as maiores concentragoes de lisina,
triptofano, aglcares e polissacaridecs soliveis, por essa
razao produziram os maiores crescimentos do F. mondiLifon-

me em meio de cultura,

- 0 fungo F. monififonme causa uma reducdo
média de 36% na porcentagem de germinacac de sementes homo
zigotas para os genes mutantes de endospermas 4u, b12; 0l
e 4sh, Em onze linhagens de endosperma normal, apenas em
duas, as sementes com F. moniliforme, causaram uma redu-

gao na porcentagem de germinacgio.

- Além do efeito do patgeno na  germinacio,
os genes bt, su, bt2, 02, sh? e sh que alteram as pro~
priedades quimicas e fisicas do endosperma, acarretam uma
redugdo de 7U,4; 47,43 56,33 16,4; 32,8 e 34,7% res

pectivamente na porcentagem de germinacdao dos mutantes em

relagac aos endospermas normais.

- A avaliacao de crescimento através da téeni
ca de crescimento radial ndo &€ adequada para F. monilifon
me em meio de cultura contendo milho como fonte de nu-

triente, pelo menos na concentracio de 20 g/l.
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8. RESUMO

Unm estudo comparativo envolvendo diferentes mutan
tes de endosperma de milho e seus correspondentes endosper
mas normais, foli realizado para analisar o efeito de genes
do endosperma na patogenicidade do F. monififorme, Os
mutantes estudados foram: 4shiunken (sh), shrunken-2 (sh2),
glouny (4L}, brittle (bi), briittle-2 (bt2), waxy (wx ),
dutl (du), sugary (su), sugary-2 (su2), opaque-2 (o2) e
amylose extender (ae). Os efeitos desses genes foram ava
liados em linhagens homozigotas, obtidas de varias popula-
gOes sintéticas de milho. Os genes mutantes de endosper-
ma foram introduzidos nessas populagdes atraves de um es-

quema de retrocruzamento.

Numa primeira fase analisou-se a ocorrencia de
variantes em diferentes culturas do fungo, isoladas de se-

mentes de milho. Nesse estudo, com 187 culturas, ficou



65

evidenciado que o patdgeno ocorre na natureza sob a forma
de tipos diferentes, onde predominou o tipo roxo com fre-
queéncia de 55%. £ provavel que esses tipos ocorram na

natureza sob a forma de heterocariocs.

Realizou~-se um ensaio de campo com delineamento
em blocos ao acaso com 4 repetigdes onde as onze linhagens
portadoras dos genes mutantes de endosperma foram autofe-
cundadas, e em seguida suas espigas inoculadas com F. mo-

niliforme., As sementes colhidas nesse ensaic foram utili

zadas para os estudos do presente trabalho.

O estudo da patogenicidade em sementes foi efetua
do com o isolamento do fungo dos onze mutantes de endosper
mas e suas versoces normais. Dois testes foram realiza-
dos. Em um as sementes receberam pré-tratamento a ~-199C

e no outro as sementes nac receberam esse pré-tratamento.

O pré-tratamento pelo frio que inibe a germinacio
das sementes mostrou que os genes 4u, bt?, 02 e sh? fo
ram responsaveis por significativos aumentos no nimero de
sementes infectadas. 0 su, bt? e 0?7 com respectivos
aumentos de 11, 36 e 25%, enquanto que o efeito do gene
4h? fol ainda mais intenso, revelando um aumento de 4,3
vezes no numero de sementes com fungo, em relagao aos en-
dospermas normais. Os demais mutantes de endosperma nao
mostraram diferengas nas comparagoes entre o tipo  normal

e 0 endosperma mutante.

A comparagao das diferencas entre os endospermas

normais e mutantes, no teste que nao sofreu inibicdo de
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germinagao, mostrou que os mutantes b%, su, btz, o2 e
4h? foram os que apresentaram as maiores porcentagens de
sementes infectadas em relagdo aos tipos normais. Essas
diferengas foram de 42 e 31% respectivamente para os mutan
tes 4u e 02, Os tipos bt, bt? e sh?, apresentaram
~aumentos de 2,1; 2,5 e 10,8 vezes em relagac aos tipos
normais. Esses dados indicam que esses mutantes sao bem

mais suscetiveis que os respectivos endospermas normais.

0 emprego de temperatura baixa para inibip a
germinagac provocou um grande aumento na frequencia de
sementes com F. moniliforme. No tratamento de temperatu
ra baixa as médias de porcentagens de sementes com o fungo
foram de 70,8 e 79,3% para os endospermas normais e mutan-
tes, respectivamente. No tratamento com sementes intac-
tas as médias foram reduzidas para 33,6 e 45,u4% respectiva
mente. Portanto, o teste pelo frio superestima a quanti-

dade de sementes de milho com o fungo.

O estudo da germinagdo mostrou que os tipos b,
Au, bt?, 02, sh? e sh, apresentaram valores significati
vamente inferiores aos correspondentes normais. Os tipos
normais heterozigotos para os genes bt, su e bt? foram
respectivamente, 4,0; 2,3 e 4,3 vezes superiores aos
endospermas mutantes. Os tipos normais heterozigotos pa-
ra os genes 02, 4h? e sh foram respectivamente 28, 59
e 39% superiores aos endospermas mutantes. Todes egses
mutantes com excegdo do 4h, apresentaram também as maio-
res porcentagens de sementes com F. moniliforme. Isto,

aparentemente, sugere que o fungo € um dos componentes que
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afeta a germinagao dessas sementes.

0 estudo comparativo da germinacao em sementes
dos tipos normais das onze linhagens, com e sem F. monili
gonme, mostrou gue apenas as linhagens portadoras dos ge-
nes 0 e 4h, apresentaram redugdo significativa na por
centagem de germinagao da ordem de 27,0 e 37,8% respecti-
vamente. Nos mutantes, entretanto, os tipos {£, su, suf,
bt2, 02 e sh tiveram redugOes na germinacdo de 2,93
41,0 10,63 68,93 31,5 e 20,6%, respectivamente, em

consequencia da presenga do fungo na semente.

0s resultados encontrados indicam que os mutantes
ricos em lisina e triptofano, que acumulam maiores quanti-
dades de aglcares e polissacarideos soliveis em agua, e
que apresentam altas porcentagens de égua nas sementes,com
excegao do 4h, foram aqueles gque apresentaram as maio-
res porcentagens de infecgao por F., monififorme, princi-

palmente &shZ e btZ.

Outra evidencia que confirma o efeito da qualida-
da quimica das sementes na patogenicidade ao grao foi dada
atraves do estudo de crescimento de F., moniliforme em
meio de cultura com farinhas dos onze mutantes de endos-
perma e correspondentes tipds nermais. 0 peso seco de mi
celio indicou que no meio com concentragio de 20 g de fari
nha/litro, ocorreram as maiores diferengas entre os varios

mutantes e normais. Nessa concentragac, os mutantes de
endosperma, que revelaram as maiores porcentagens de infec

gao, ou seja, 02, sh2, su e bit?, apresentaram tambeém
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as maiores diferengas em crescimento. Essas diferencas
foram respectivamente de 82, 100 e 82% em relagdo ao endos
perma normal, para os endospermas 02, su e btZ. 0 ti

po 4h? foi 2,2 vezes superior ao tipo normal.

Os resultados desse trabalho indicam claramente
que a composigao quimica do grioc, condicionada por varios
genes que atuam no endosperma do milho, favorece o desen~

volvimento do F. monififorme na semente.
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9. SUMMARY

A comparative study involving 11 different
endosperm mutants of maize and their correspondent
normal counterparts was carried out to study the
effect of endosperm mutant genes on pathogenicity of
F. moniliforme., The following mutants were  studied:
Shhunken (sh), shrunken-2 (8h2), floury (§£), brittle (bt),
britite-2 (bi2), waxy (wx), dufl (du), sugary (su), suga-

ry-2 (sul), opaque-?2 (02) and amylose extender (ae).

Those genes were introduced in several synthetic
varieties through a backcross procedure and were studied

in 85 inbred lines derived from them.

In a preliminary step it was studied the
presence of variants among cultures of F. monilifonme
isolated from corn seeds. It was found that the

pathogen occur in nature with different types being
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predominant the purple type. Apparently the types occur

in nature by heterocaryosis.

A randomized complete block experiment involving
11 inbred lines segregating only for the endosperm gene,
with 5 replications, was planted at the experimental
field, At flowering the 10 m long plots were selfed and
the segregating ears were artificiallj inoculated with

spores from a purple celony of F, moniﬂiﬁoaﬁe.

The study of seed pathogenicity was carried  out
by the isolation of the fungus from 11 endosperm  mutants
and their normal kernels of the segregating ears. Two
tests were made, One, with deep-freezing treatment at

-189C and the other with intact seeds.

The inhibition of seed germination by deep-freezing
showed that 4uZ, bt2, 0Z and sh? genes were responsable
by an increase of seeds with fungus. The 4u2, bt?Z and
0?2 increased the number of seeds infected with F, monili
forme of 11,36 and 25% respectively. The  sh? gene
increased 4.3 times the number of seeds with the fungus.
The other mutants did not differ from the normal types on

this respect.

The test with intact seeds showed that bft, du,
bt?, 02 and 4h? mutants presented the highest percentage
of infected seeds, The mutants du and o7 showed
respectively 42 and 31% more seeds with F. moniliforme
than their normal counterparts. The bt, 04?2 and sh?

genes increased the number of seeds with fungus in 2.1,
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2.5 and 10.8 times respectively. These results indicated
that the abovementioned mutants are far more susceptible
than the respective normal endosperms, Low temperature
inhibits seed germination ané'promotes a large increase in
the frequency of seeds with Fusarium. The average
percentage of seeds with the fungus in the freeze treatment
was 70.8 for the normal and 79.3% for thézmﬁﬂnt endosperms,
while in germinating seeds were 33.6 and 45.5% respectively.

This data clearly showed that the low temperature seed

treatment overestimated the effect of F. monilifoame in

maize seeds.

The germination study showed that the b, AU,
btz, o2, sh? and &h types presented a  gignificant
lower germination than the correspondent normal types.
The normal endosperms carrying bt, su and bt? were
respectively 4.0, 2.3 and 4.3 times higher than the mutant
endosperms., The normal types carrying the genes 02, 4h2,
and 4h were respectively 28, 59 and 39% superior to their
mutant endosperms. All these mutants but sh, presented
also a higher percentage of seeds with F. monilifonme
indicating that germination is affected by the

presence of the fungus in the seeds.

A comparative study of germination in normal
seeds of the 11 inbreds with and without F. mdniﬂiéoame,
showed that progenies carrying the ¢2 and sh genes,
reduce germination in 27.0 and 37.8%, respectively.
However, the mutant {£, &su, &u?, bt?2, of and Ah,

reduced the germination in 2.9, 41.0, 10.6, 68.9, 31.5 and
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20,6%, respectively, due to the presence of the fungus in
the seeds.

Results indicated that endosperm mutants rich
in 1ysine’and triptophan, accumulating a high ammount
of sugar and water soluble polyssacharides and therefore a
high percentage of water in the seeds, with exception of
4h, were the same that presented the highest percentages
of infection by F, mondliforme, mainly 4hZ and btZ.

Cther evidence that chemical properties of the

kernels is associated with seed pathogenicity was given by

studying growth of F. monilifoame in culture media with
corn meal of the 11 endosperm mutants and their normal
counterparts. Dry weight of mycelium show that a medium
with 20 g of corn/liter showed the best separation of

mutants from the normal endosperms.At this concentration,
the mutants that presented the highest percentage of seed
infection, 4. e, 02, shZ, su and bt?, also presented
the best growth. The o¢Z, 4u and bt? were 82, 100
and 82% superior to the normal endosperms. The sh?

mutant was 2.2 times superior to the normal type.,

The abovementioned results indicated that the
chemical composition of the seeds conditioned by the
various endosperm mutant genes clearly determine the

development of F. monififorme in the seeds.
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QUADRO I - Porcentagens de sementes germinadas (G), nio
germinadas (NG) e com germinacao deficiente
(GD), com e sem F. moniliforme, em endospermag
normal e dull (du), e niveis de significancias
nos testes de x2
Tipos de Fusarium ‘Germinacgao Niveis de
Endosperma  monififorme G NG 6D  Significancia
| Com 46,4 20,3 33,3
Normal . NS
Sem 61,8 17,3 20,9
NS
Com 46,7 29,3 . 24,0
Mutante NS

Sem 60,0 13,3 26,7
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QUADRO II - Porcentagens de sementes germinadas (G), nao
germinadas (NG) e com germinagao deficiente

(GD), com e sem F. moniliforme, em endosper-

mas normal e {Loury (§£), e niveis de signi-

ficancia nos testes de XZ_

Sem 75,2 8,0 16,8

Tipos de Fusanrium Germinagao Niveis de
Endosperma  monilifonrme G NG GD  Significancia
Com 66,7 20,5 12,8

Normal Sem 68,5 15,3 16,2 I NS
NS
Com 73,0 24,3 2,7
Mutante ’ #k
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QUADROC III - Porcentagens de sementes germinadas (G), nao

germinadas (NG) e com germinagazo deficiente
(GD), com e sem F. moni{liforme, em endosper-
mas normal e baitile (bt), e niveis de signi

ficancia nos testes de X2'

Tipos de Fusarnium Germinagao Niveis de
. Endosperma  moniliforme G NG GD Significancia
Com 72,8 12,1 15,1
Nermal NS
Sem 88,0 5,1 6,9
%
Com 20,0 58,6 21,4
Mutante NS
Sem 22,5 53,8 23,7
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QUADRO IV - Porcentagens de sementes germinadas (G), nao

germinadas (NG) e com germinacao deficiente
(GD), com e sem F. moniliforme, em endospermas
normal e sugary (4u), e niveis de significan-

cia nos testes de xz.

Tipos de Fusanium Germinagao Niveis de
Endosperma  mondiliforme G NG GD  Significancia
Com 56,2 15,7 28,1

Normal NS
Sem 70,8 11,6 17,5
Nk
Com 22,0 50,5 27,5
Mutante w¥

Sem 37,3 22,0 40,7
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QUADRO V - Porcentagens de sementes germinadas (@), nao
germinadas (NG) e com germinacio deficiente (GD),
com e sem F, monififorme em endospermas normal
e sugary-? (4u?), e niveis de significdncia
nos testes de x2.

Tipos de Fusanium Germinagao Niveis de
Endosperma  mondiliforme G NG @D  Significancia
Com 79,5 11,4 8,1

Normal NS

Sem 75,5 9,4 15,1
| NS
Com 69,0 22,4 8,6
Mutante ok

Sem 77,2 3,3 19,5
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QUADRO VI - Porcentagens de sementes germinadas (G), nao
germinadas (NG) e com germinagaoc deficiente
(6D), com e sem F. moniliforme, em endosper-
mas normal e amylose extender (ae), e niveis

e A~ 2
de significancia nos testes de .

Tipos de Fusarium Germinagdo Niveis de
Endosperma  moniliforme G NG GD Significancia
Com 67,5 23,2 9,3

Normal NS
Sem 66,3 11,2 22,5
NS
Com 56,2 16,7 27,1
Mutante NS

Sem 65,7 8,8 25,5
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QUADRO VII ~ Porcentagens de sementes germinadas (€), ndo

germinadas (NG) e com germinagao

deficiente

(GD), com e sem F. moniliforme, em endosper-

mas normal e brittle-? (bt?), e niveis de
significancia nos testes de x2
Tipos de Fusanium Germinagdo Niveis -de
Endosperma moniliforme G NG 6D Significancia
Com 67,5 22,5 10,0
Normal l NS
Sem 65,4 20,0 14,6
fe
Com 8,8 79,2 11,9
Mutante w5

Sem 28,6

59,2

12,2
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QUADRO VIII - Porcentagens de sementes germinadas (G), nao

germinadas (NG) e com germinagac deficiente

(GD), com e sem F. moniliforme, em endosper

mas normal e opague-2 (02), e niveis de sig-

nificancia dos testes ge xz.

Tipos de Fusanium Germinagao Niveis de
Endosperma  monififoame G NG 6D  Significancia
Com 57,4 86,1 6,5

Normal %
Sem 78,6 12,4 9,0
%
Com 45,0 3,8 11,2
Mutante w
Sem 65,7 11,4 22,9
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QUADRO IX - Porcentagens de sementes germinadas (@), nao

germinadas (NG) e com germinagao deficiente
(GD), com e sem F. monififoame, em endosper-
mas normal e Jdhiunken-2 (shZ), e niveis de

P 2
signlficancia nos testes de X .

Tipos de Fusarium Germinagao Niveis de
Endosperma  monififorme G NG GD  Significancia
Com 100.,0 0,0 c,0
Normal Sem 71,6 14,2 1s,2 | NS

Com 28,6 42,8 28,6
Mutante NS

Sem 4g,1 26,3 25,8
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QUADRO X - Porcentagens de sementes germinadas (G), nao

germinadas (NG) e com germinacac deficiente (GD),
com e sem F. monififorme, em endospermas nor-
mal e waxy (wx), e niveis de significancia noes

testes de Xz,

Tipos de Fusarium Germinagao Niveis de
Endosperma  monilifonme G NG GD  Significancia
Com 70,9 16,4 12,7

Normal - NS
Sem 67,6 9,8 22,5
NS
Com 57,3 19,6 23,1

Mutante NS
Sem 58,86 19,1 22,1
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QUADRO XI ~ Porcentagens de sementes germinadas (G), naoc
germinadas (NG) e com germinagac deficiente
(GD), com e sem F., monilifonrme, em endosper-
mas normal e Ahrunken (8h), e niveis de signi

. 2
ficancia nos testes de X .

Tipos de Fusanium Germinagdo Niveis de
Endosperma moniliforme ¢ NG GD  Significancia
Com h6,9 23,5 29,6

Normal dedk
Sem 75,4 10,1 14,5
Rk
Mutante

Com 3,1 47,1 13,8
ats .!r
Sem 49,2 20,6 30,2 '
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QUADRO XII - Peso seco de micélio de F, monififorme obti
do em meio liquido com farinhas de endosper-

mas nermal e mutante waxy (wx), em diferen-

tes concentragdes de milho.

Concentracao de Peso seco de micélio (g/1)
milho (g/1) Normal Mutante Tndice *
5 0,31 0,39 25 .8
10 0,52 0,71 36,5
20 1,07 1,22 14,0
40 1,74 2,04 17,2
80 1,80 3,14 74,

%

0 Indice corresponde a porcentagem do peso seco do micé-

lic no mutante, acima do observado no endosperma normal.
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QUADRO XIIT - Peso seco de mic€lio de F. moniliforme obti
do em meio lIquido com farinhas de endosper-
ras normal e mutante opaque-Z (02), em dife

rentes concentragoes de milho.

Concentracao de Pesc seco de micelio (g/1)
milho (g/1) Normal Mutante Tndice *
5 0,37 0,58 56,8
10 0,55 0,92 67,3
20 1,08 1,98 83,3
40 1,79 3,34 86,6
80 2,41 4,93 104,6

*

0 Indice corresponde a porcentagem do peso seco do micé~

lio no mutante, acima do bbservado no endosperma normal.,
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QUADRO XIV - Peso seco de micélio de F. monififorme obti
do em meio liquido com farinhas de endosper-
mas normal e mutante amylfose extfender (ae),

em diferentes concentracdes de milho.

Concentragao de Peso seco de micélio (g/1) .
milho (g/1) Normal Mutante fndice*

5 0,24 0,27 12,5

10 | 0,48 0,42 12,5

20 0,96 0,83 -13,5

40 1,68 0,92 45,2

80 2,75 2,25 18,2

h
%

0 indice corresponde a porcentagem do peso seco do micé

lio no mutante, acima do observado~no endosperma normal.
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QUADRC XV -~ Peso seco de micélio de F. moniliforme obti-
do em meio liquido com farinhas de endospermas

normal e mutante 4haunken-?2 (sh2), em diferen

tes concentragoes de milho.

Concentragac de Peso seco de micélio (g/1)
milho (g/1) Normal Mutante Tndice*
5 0,40 0,71 77,5
10 0,73 1,20 Bl 4
20 | 1,17 2,60 122,72
40 2,03 4,05 99,5
80 3,27 5,53 69,1

e
¥

0 indice corresponde a porcentagem do peso seco do micé-

lio no mutante, acima do observado no endosperma normal.
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QUADRO XVI - Peso seco de micélio de F, monififonrme obti
do em meio liguido com farinhas de endosper-
mas normal e mutante Jsugary-? (suZ), em dife

rentes concentragoes de milho.

Concentragao de Peso seco de micélio (g/l)
milho (g/1) Normal Mutante fndicé*

5 0,36 0,33 -8,3

10 0,51 0,57 11,8

20 1,05 1,32 25,7

40 1,67 1,92 15,0

80 3,38 340y 1,8

ala
w

0 indice corresponde a porcentagem do peso seco do mice-

lico no mutante, acima do observado no endosperma normal.



QUADRO XVII -

Peso seco de micélio de

100

F. moni€iforme obti

do em meio liIquido com farinhas de endosper-

mas normal e mutante duff (du), em diferen-

tes concentragoes de milho.

Concentragao de Peso seco de micelio (g/l) .
milho (g/1) Normal Mutante Tndice

5 0,32 0,38 18,7

10 0,62 0,64 3,2

20 0,97 1,70 75,3

%0 1,67 2,39 43,1

80 3,145 3,71 7,5

%

0 Indice corresponde a porcentagem do peso seco do micé-

lio no mutante, acima do observadc no endosperma normal.

i&ﬁi’”\ﬁﬁ,ﬁm@g@
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QUADRO XVIII - Peso seco de micélio de F. monififonme obti
do em meio liguido com farinhas de endosper
mas normal e mutante JAugary (su), em dife-

rentes concentragoes de milho.

Concentragao de Peso seco de micelio (g/1)
milho (g/1) Normal Mutante Indice*

5 0,43 0,5 25,6

10 0,65 1,14 75 4

20 1,14 2,21 93,9

40 2,59 3,19 34,7

80 3,73 5,36 43,7

ata
-

0 indice corresponde a porcentagem do peso seco do mice-

lio no mutante, acima do observado no endosperma normal.
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QUADRO XIX - Peso seco de micé€lio de F. monififorme obti
do em meio liquido com farinhas de endosper
mas normal e mutante badifile-2 (bt 2), em

diferentes concentragoes de milho.

Concentracao de Peso seco de micélio (g/l)
milho (g/1) Normal Mutante fndice*

5 0,35 0,59 68,6

10 0,57 1,06 86,0

20 1,12 2,04 82,1

40 2,00 3,69 81,5

80 3,73 6,62 77,5

%

0 Indice corresponde a porcentagem do peso seco do micé-

lio no mutante, acima do observado no endosperma normal.
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QUADRO XX - Peso seco de micélio de F. mondliforme obti-
do em meio 1liquido com farinhas de endospermas

normal e mutante {4Loury (4£), em  diferentes

concentragoes de milho.

Concentracao de Peso seco de micélio (g/l1)
milho (g/1) Normal Mutante Indicg*

5 0,43 o,u8 11,6

10 0,64 0,69 7,8

20 1,05 0,98 6,7

40 2,05 1,87 8,8

80 5,18 3,14 —24,9

b

0 fndice corresponde a porcentagem do peso seco de micé-

1io no mutante, acima do observado no endosperma normal,
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QUADRO XXI - Peso seco de micélio de F. moniliforme obti
do em meio liquido com farinhas de endosper-
mas normal e mutante shhunken (sh), em dife-

rentes concentragoes de milho.

Concentragao de Peso seco de micélio (g/1)
milho (g/1) Normal Mutante indice*
5 0,37 0,ul 18,9
10 0,65 0,77 18,5
20 1,22 1,70 39,3
4o 2,48 3,19 28,6
80 4,17 5,33 27,8
%

0 Indice corresponde a porcentagem do peso seco do micé-

l1io no mutante, acima do observado no endosperma normal.
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QUADRO XXII ~ Peso seco de micélio de F. monififorme obti
do em meio liguido com farinhas de endosper-
mas normal e mutante baittle (b£), em dife-

rentes concentragoes de milho.

Concentragido de Peso seco de miceélio (g/1)
milho (g/1} Normal Mutante fndice*

5 0,42 0,55 31,0

10 0,62 0,90 45,2

20 1,21 1,74 43,8

40 2,57 3,29 28,0

80 4,75 5,20 9,5

o
i

0 Indice eorresponde a porcentagem do peso seco do micé-

lio no mutante, acima do observado no endosperma normal.



