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RESUMO 

FEDRIGO, K. Levantamento de fungos causadores de podridão de espiga em milho e 
variabilidade genética em Stenocarpella maydis. 2014. 72p. Dissertação (Mestrado em 
Agronomia). Unicentro. 
 

O objetivo deste trabalho foi realizar o levantamento dos principais fungos causadores 

de podridão da espiga em grãos de milho e estimar a variabilidade genética de S. maydis 

utilizando marcadores moleculares ISSR. As amostras de grãos de milho coletadas em 

diferentes municípios foram submetidas ao teste de patologia de sementes (Blotter Test). Para 

o teste de crescimento micelial de S. maydis, o experimento foi instalado em delineamento 

inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial 4 (meios de cultura) x 2 (antibiótico) x 2 

(regime de luz), com quatro repetições. Os meios de cultura testados foram aveia-ágar (AA), 

batata-dextrose-ágar (BDA), batata-sacarose-ágar (BSA) e meio de cenoura (MC) e o 

antibiótico utilizado foi o cloranfenicol a 150mg L-1. Para o crescimento micelial e teste de 

competição de fungos causadores da podridão da espiga, foram utilizados os fungos 

Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e S. maydis. Para seleção de primers e 

avaliação da variabilidade genética o DNA dos isolados de S. maydis foi extraído pelo método 

CTAB e a amplificação dos fragmentos através da técnica da PCR utilizando 42 primers 

ISSR. Os índices PIC (conteúdo de informação polimórfica), MI (índice do marcador) e RP 

(poder de resolução) foram calculados para determinar os 10 primers ISSR mais informativos. 

Os resultados do teste de patologia de grãos indicaram que o fungo Stenocarpella spp foi o 

que apresentou a menor incidência (1,13%) e o Fusarium spp. a maior (49,56%). Para o 

crescimento micelial, os meios BDA e BSA se destacaram. Em relação ao crescimento 

micelial e competição de fungos causadores de podridão de espiga, destacou-se o fungo 

Penicillium spp., pois evidenciou elevado antagonismo ao patógeno S. maydis. Em relação à 

variabilidade genética, dos 42 primers utilizados, 50% apresentaram bons produtos de 

amplificação. A análise de agrupamento possibilitou separar isolados de S. maydis do mesmo 

município (I2, I3, I5 e I6 – Vitorino) em grupos diferentes e não agrupou o I4 (Guarapuava) 

aos demais isolados. Os primers UBC 848, 873, 808, 811, 807, 827, 861, 868, 809 e 835 

foram os que apresentaram melhores resultados para análise da variabilidade genética. A 

similaridade genética média entre os isolados foi de 34%, mostrando a existência de alta 

variabilidade genética entre os seis isolados de S. maydis. 

 

Palavras-chave: Patologia de grãos; marcadores moleculares; ISSR, similaridade genética. 



 

vi 
 

ABSTRACT 

FEDRIGO, K. Survey in corn grain of the fungi that cause maize ear rot and genetic 

variability of Stenocarpella maydis. Thesis, 2014. 72p. (Master in Agronomy). Unicentro. 

 

The objective of this study was to survey the main fungi that cause ear rot in corn 

grains and to estimate the genetic variability of S. maydis using ISSR molecular markers. 

Samples of corn grains collected in different municipalities were subjected to seed pathology 

test (Blotter Test). For the mycelial growth of S. maydis test, the experiment was completely 

randomized design (CRD) in a factorial arrangement 4 (culture media) x 2 (antibiotic) x 2 

(light regime), with four replications. The tested media were oatmeal agar (AA), potato 

dextrose agar (PDA), potato sucrose agar (BSA) and medium carrot (MC) and the antibiotic 

used was chloramphenicol 150 mg L-1. For mycelial growth and competition test fungi that 

cause ear rot, Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp. and S. maydis fungi were used 

for selection of primers and evaluation of the genetic variability of the DNA isolated from S. 

maydis was extracted by the CTAB method and the amplification of the fragments by PCR 

technique using 42 ISSR primers. The PIC (polymorphic information content), MI (marker 

index) and RP (resolving power) indices were calculated to determine the 10 ISSR primers 

more information. The results of the grain pathology test indicated that the fungus 

Stenocarpella spp was the one with the lowest incidence (1.13%) and Fusarium spp. the 

highest (49.56%). For mycelial growth, the BDA and BSA media stood out. Regarding the 

mycelial growth and competition of fungi that cause ear rot, stood out the fungus Penicillium 

spp., as evidenced high antagonism to the pathogen S. maydis. In relation to genetic 

variability, the 42 primers, 50% showed good amplification products. Cluster analysis 

allowed separate isolates of S. maydis the same city (I2, I3, I5 and I6 - Vitorino) in different 

groups and did not group the I4 (Guarapuava) to other strains. UBC primers 848, 873, 808, 

811, 807, 827, 861, 868, 809 and 835 showed the best results for the analysis of genetic 

variability. The mean genetic similarity among isolates was 34%, showing the existence of 

high genetic variability among the six isolates of S. maydis. 

 

Keywords: grain Pathology; molecular markers; ISSR, genetic similarity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O milho (Zea mays L.) é considerado uma das mais importantes e antigas culturas 

agrícolas, caracterizado pela sua forma de utilização que vai desde alimentação de humanos e 

animais até a indústria de alta tecnologia. 

A elevada produção desse grão no Brasil é devido aos avanços da tecnologia e ao 

clima propício ao desenvolvimento da cultura, juntamente à sua capacidade de resistência aos 

estresses causados pelo ambiente. 

Com a ampla diversidade de épocas de semeadura nas diferentes regiões de cultivo, a 

cultura fica no campo quase o ano todo, o que facilita o surgimento de novos problemas, 

principalmente aqueles relacionados com a disseminação de patógenos. As questões 

fitossanitárias decorrem devido aos graves problemas relacionados à morte de plântulas, 

podridão de raízes, caules, espigas e grãos. 

As podridões de espiga e os grãos ardidos são causados por patógenos que podem 

afetar o rendimento da cultura, diminuindo a qualidade e o peso dos grãos. Os fungos 

relacionados a essas doenças são Aspergillus spp., Fusarium spp., Gibberella spp., 

Penicillium spp., e Stenocarpella spp. A incidência desses nos grãos de milho ainda é um 

problema devido à produção de micotoxinas. Os principais fungos toxigênicos predominantes 

na cultura do milho são do gênero Fusarium, Penicillium, Aspergillus e Stenocarpella. Dentre 

estes, merece destaque o Stenocarpella maydis, que infecta colmos, espigas e 

consequentemente os grãos, podendo deixá-los inviáveis. 

Para o manejo adequado da diplodia (doença causada por Stenocarpella maydis) é 

necessário o conhecimento do agente etiológico desta doença. Portanto, para entender a 

dinâmica das populações de fungos é necessário estudar sua variabilidade genética.  

As técnicas utilizadas para estudo da variabilidade genética são várias, porém os 

marcadores moleculares baseados em PCR são os mais indicados, pois acessam a informação 

diretamente no DNA, não sofrendo influência ambiental. Dentre os marcadores baseados em 

DNA, os ISSRs provaram serem ferramentas úteis na descrição da variabilidade genética de 

vários grupos de fungos, por não ter necessidade de conhecimento prévio do genoma, 

apresentar elevado polimorfismo e reprodutibilidade.  

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar o levantamento de fungos 

causadores de podridão de espiga em milho e estimar a variabilidade genética de S. maydis 

utilizando marcadores moleculares ISSR. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Importância socioeconômica do milho 

 

O milho é uma das culturas mais importantes da agricultura brasileira. Antigamente 

era considerado somente uma opção de cultura, sendo plantado em locais inapropriados 

(FANCELLI e DOURADO-NETO, 2003). Com o passar do tempo, entrou no grupo dos 

cereais exportáveis no Brasil, devido sua importância caracterizada pelas diversas formas de 

utilização, que vai desde a alimentação de humanos e animais até as indústrias de alta 

tecnologia (DUARTE et al., 2009). 

Na safra agrícola de 2013/2014, a área cultivada na primeira safra atingiu 

aproximadamente 6,7 milhões de hectares, com redução de 1,3% quando comparada com a 

área cultivada na safra anterior. A produção apresentou redução de 6,8%, saindo de 34 

milhões de toneladas para 32 milhões, isso pode ter ocorrido em função das adversidades 

climáticas. Na região Sul, a redução na produção deve-se à diminuição da área cultivada no 

estado do Paraná, pressionada pelo plantio de variedades precoces de soja. Quando 

comparada a safra anterior, houve decréscimo de 8,2%, atingindo 14 milhões de toneladas 

(CONAB, 2014). 

Pela ampla diversidade de épocas em que o milho é semeado nas diferentes regiões do 

Brasil, sendo que alguns desses locais possuem características ambientais impróprias, a 

cultura fica no campo quase todo o ano. Estas condições facilitam a produção de inóculo de 

um grande número de patógenos, com elevada alteração no grau de incidência, 

proporcionando graves problemas à produção. Noemalmente os danos estão associados a 

morte de plântulas e as podridões de espigas, raízes e caules, bem como as doenças foliares, 

as quais diminuem a capacidade fotossintética da planta fazendo com que ela pare de crescer 

(BONALDO et al., 2010). 

Embora a natureza proporcione grande influência ambiental para o desenvolvimento 

da cultura, os produtores e os técnicos podem evitar as influências negativas do ambiente por 

meio da melhora das práticas de manejo. Dentre estas podemos citar o emprego de cultivares 

mais resistentes, rotação de culturas, tratamento de sementes, controle de plantas daninhas e 

de insetos com táticas de controle culturais ou até mesmo com produtos químicos, com o 

objetivo de diminuir as pragas na lavoura do milho e preservação dos inimigos naturais 

(CRUZ et al., 2013). 

A qualidade sanitária e fisiológica das sementes interfere nos índices de produtividade 
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da cultura do milho, pois exerce papel fundamental tanto no estabelecimento da lavoura 

quanto na disseminação de patógenos (CARVALHO et al., 2004). 

 

2.2 Doenças do milho 

 

O milho é considerado uma planta tolerante a diversos tipos de estresse, seja de 

natureza biótica ou abiótica. A temperatura, a fitotoxidez por fertilizantes, herbicidas e 

fungicidas, a deficiência nutricional e o estresse hídrico são agentes causadores de estresse 

abiótico, ou seja, não infecciosos. Os estresses bióticos são provocados por vírus, bactérias, 

nematoides, fungos, plantas parasíticas e insetos e demandam técnicas de manejo para evitar a 

combinação de fatores favoráveis ao desenvolvimento dos patógenos (JULIATTI e SOUZA, 

2005). 

Alguns organismos que se desenvolvem nos sistemas agrícolas possuem estrutura de 

resistência às mudanças, pois aqueles adaptados e competitivos são competentes para 

estabelecer um nicho ecológico. A agricultura promove a ruptura desse equilíbrio provocando 

perda da estabilidade biológica do sistema, fazendo com que esses organismos ataquem a 

lavoura e causem doenças, reduzindo dessa forma o potencial produtivo e a qualidade da 

cultura (DOURADO NETO e FANCELLI, 2000).  

O manejo das doenças do milho, até o início da década de 90, era feito por meio do 

uso de cultivares resistentes. A ocorrência de clima favorável juntamente com os sistemas de 

plantios e cultivos empregados, a utilização indiscriminada de cultivares vulneráveis, à 

ausência de rotação de culturas, a expansão da área cultivada e o nível tecnológico incorreto 

contribuíram para a multiplicação e preservação de inóculos de diversos patógenos, deixando 

a cultura do milho exposta a condições edafoclimáticas favoráveis a incidência de doenças 

(JULIATTI et al., 2007; JARDINE e LACA-BUENDÍA, 2009). 

Segundo Sangoi et al. (2000), as doenças que apresentam importância econômica, 

devido a intensidade e continuidade em que acontecem, são as foliares, podridões do colmo e 

de espigas. Um dos fatores importantes para a ocorrência de podridões do colmo e da espiga é 

a alta densidade de plantas e a época de semeadura (DENTI e REIS, 2001). O elevado número 

de plantas por unidade de área limita a atividade fotossintética, o que influencia a taxa de 

enchimento de grãos pelos fotoassimilados. Sendo assim, os grãos ficam mais leves e frágeis 

sendo mais propensos à incidência de podridões (SANGOI et al., 2000).  

As podridões de espiga ocorrem em todos os locais onde o milho é cultivado e podem 

ser causadas pelos patógenos presentes no colmo (RIBEIRO et al., 2005). Em áreas de 
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monocultura e plantio direto, onde o índice de chuvas é elevado desde o período de 

germinação até a colheita, o grau de incidência de grão ardido é elevado (FONTOURA et al., 

2006). 

 

2.3 Grãos ardidos 

 

Os grãos de milho são considerados ardidos quando possuem pelo menos um quarto 

de sua área descolorida, e sua cor varia em diferentes tons de marrom, roxo e vermelho 

(PINTO et al., 2007). Quanto aos danos associados aos grãos ardidos, estes podem ser 

qualitativos, ou seja, estão relacionados com a qualidade dos grãos e quantitativos, ligados 

com os grãos de menor peso (ALVES et al., 2012). 

Em razão dos grãos doentes serem mais leves, a redução da produção é devido aos 

grãos ardidos terem qualidade inferior, em consequência do baixo valor nutricional (COSTA 

et al., 2013). Com isso, há desvalorização do produto no mercado, diminuindo o valor de 

venda e gerando um percentual referente à incidência de grãos ardidos. A taxa máxima usada 

como padrão de qualidade para grãos ardidos, utilizada pela maioria dos órgãos de 

comercialização e cooperativas é 6% (PINTO et al., 2007) e o valor máximo para exportação 

é 2% (MENDES et al., 2012). 

Além dos danos acima citados, com a presença de restos culturais sobre a superfície 

do solo, as doenças antigas podem reaparecer com maior agressividade e intensidade, e as 

doenças novas se manifestarem mais rapidamente, favorecendo a sobrevivência de vários 

fitopatógenos na cultura (CASA et al., 2006). A presença dos patógenos provoca a diminuição 

na produtividade e na qualidade sanitária de grãos, pois a colonização de fungos nas sementes 

paralisa o processo normal de enchimento de grãos e reduz o peso das espigas (ZAMBOLIM 

et al., 2000).  

No processo de colonização dos grãos, ainda pode ocorrer produção de micotoxina 

pelos fungos toxigênicos, provocando danos físicos como descolorações dos grãos, 

diminuição de carboidratos, de proteínas e de açúcares totais. As micotoxinas são metabólitos 

secundários que não representam importância no desenvolvimento e crescimento de fungos, 

porém estas substâncias variam de compostos simples a complexos (DINIS et al., 2007). 

Nem todos os fungos são toxigênicos, mas alguns produzem um ou mais metabólitos 

secundários. A presença do fungo toxigênico não provoca necessariamente a produção de 

micotoxinas, as quais estão ligadas com a habilidade de biossíntese do fungo e das condições 

ambientais existentes (CASELA et al., 2006). Dentre as micotoxinas de importância agro 
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econômica destacam-se as aflatoxinas, diaplotoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona, 

fumonisinas, toxinas tremorgênicas e alcaloides de doenças de cereais (ZAIN, 2011). 

Os fungos responsáveis por produzir essas micotoxinas estão presentes nos grãos 

ardidos e são responsáveis pelas podridões de espigas e sementes. Essas doenças são causadas 

basicamente por fungos de armazenamento, (Penicillium oxalicum, Aspergillus flavus e A. 

parasiticus) e de campo, (Fusarium verticillioides, F. subglutinans, F. graminearum, F. 

sporotrichioides, Gibberella zeae, Stenocarpella macrospora e Stenocarpella maydis) 

(PINTO et al., 2007). 

 

2.4 Podridão de espiga por Stenocarpella maydis 

 

O nome comum de uma doença geralmente está associado aos sintomas, regiões de 

infecção na planta e a presença/coloração dos sinais do patógeno, auxiliando na diagnose. O 

fungo S. maydis é responsável por uma das doenças mais antigas no Brasil e é encontrado na 

maioria das regiões que cultivam o cereal. Este patógeno causa a diplodia, conhecida como 

podridão branca da espiga e podridão do colmo, as quais reduzem a qualidade do grão e o 

potencial produtivo (BRESSAN e FIGUEIREDO, 2003; CASA et al., 2006;). 

As espécies S. maydis (Berk.) Sutton [ Sin. Diplodia maydis (Berk.) Sacc.; D. zeae 

(Scw.) Lev.] e S. macrospora Earle in Bull.] [ Sin. Diplodia macrospora Earle] pertencem à 

classe Ascomycetes e Ordem Dothideales. No ciclo biológico dessas espécies, a forma 

anamórfica predomina, ou seja, tem reprodução assexuada e não há fase teleomórfica 

conhecida (CASA et al., 2006). 

Os picnídios de S. maydis possuem paredes densas, são subepidérmicos, alongados ou 

em forma de globo, tendo coloração marrom escura a preta e diâmetro de 150-300 μm. O 

fungo forma nas células internas da parede do picnídio, células conidiogênicas 

enteroblásticas, fialídicas, cilíndricas. Os conídios são pardo-oliva a pardos, fusiformes, retos 

ou levemente curvados, bicelulados, geralmente com um septo, porém pode apresentar dois 

ou nenhum e medem 15-34 x 5-8 μm. Os conidióforos geralmente são inexistentes. Os 

picnídios e conídios de S. macrospora são semelhantes aos de S. maydis, porém seus conídios 

são o dobro ou o triplo do tamanho, tendo de um a três septos e medem 44-82 x 7,5-11,5 μm 

(CASA et al., 2006). 

As duas espécies podem ser diferenciadas pela coloração do crescimento micelial em 

meio de cultura (REIS et al., 2004), pelo tamanho, forma e cor dos conídios (CASA et al., 

2006) e pelo teste de patologia de sementes, pois no Blotter test o micélio das colônias 
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diferencia-se pela coloração, sendo o micélio das colônias de S. maydis de coloração pardo-

escura a escura, com formação de picnídios na massa miceliana, enquanto o micélio de S. 

macrospora apresenta coloração branca e sem formação de picnídios (MARIO e REIS, 2001). 

Casa et al. (2007) estudaram o efeito da temperatura e de regimes de luz no 

crescimento do micélio de S. macrospora e S. maydis e verificaram que não ocorreu 

crescimento micelial das duas espécies nos extremos de temperatura (5 e 45°C). Para S. 

maydis a temperatura que proporcionou melhor crescimento micelial foi próxima a 26°C. Em 

relação aos períodos de luminosidade, sob fotoperíodo de 12 horas as colônias cresceram mais 

rápido do que aquelas submetidas à luz constante, sendo que o micélio do fungo cobriu a 

placa completamente após 84 horas de incubação. 

 

2.5 Sintomatologia da doença 

 

Segundo Kimati et al. (2005), na podridão do colmo, na parte externa, há uma 

alteração de cor, variando do palha ao marrom escuro, e a medula encontra-se fragmentada, 

apresentando mudança de cor. Quando o tecido está senescido, o S. maydis produz picnídios 

pardo-negros, os quais estão agrupados no tecido dos nós, o que é um sinal importante para 

diagnosticar a doença. As plantas que são atacadas de modo severo, geralmente têm morte 

precoce. A presença de espigas decumbentes é um sinal que o colmo está infectado. 

Na espiga, os primeiros sintomas começam na base, ocorrendo despigmentação e 

deixando-a com cor parda. Quando a espiga apresenta coloração pardo-cinzenta a 

esbranquiçada, está com os grãos enrugados e leves e as palhas estão aderidas aos grãos, é 

sinal de que a infecção aconteceu logo após a polinização e o micélio do fungo está crescido. 

Os sintomas também podem atingir os grãos, estes, quando doentes, apresentam coloração 

cinza fosco a marrom. Quando as espigas são contaminadas no final do ciclo, não apresentam 

manifestações externas, porém quando os grãos são retirados da espiga, é possível observar o 

micélio do fungo crescendo entre eles (DUARTE et al., 2009). 

 

2.6 Ciclo da doença 

 

2.6.1 Fontes de inóculo 

 

Os resíduos de plantas de milho infectados por S. maydis, deixados no solo, e 

sementes infectadas são as principais fontes de inóculo e de disseminação do patógeno. Essa 
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doença está presente em todas as regiões do Brasil, com predomínio na Região Sul, onde as 

altitudes são mais elevadas. Nessa região, as doenças associadas com a germinação de 

sementes, podridões da espiga e do colmo, ocorrem devido à presença do fungo S. maydis 

(CASA et al., 2000).  

Os fungos S. maydis e S. macrospora são parasitas necrotróficos, devido a isso sua 

sobrevivência depende se há palha ou não no solo. Os resíduos culturais de milho deixados na 

lavoura de um ano para o outro, em sistema de monocultura, contribuem para a germinação de 

conídios de S. maydis e S. macrospora, o que confirma a importância do inóculo primário 

nestes resíduos como fonte de infecção primária para plantas de milho (CASA et al., 2003). 

 

2.6.2 Disseminação 

 

A semente infectada é um dos principais métodos de disseminação de S. maydis, o que 

a torna responsável pela introdução do fungo em novas áreas de cultivo de milho distantes da 

região de origem (CASA et al., 2006).  

A dispersão vertical e horizontal dos conídios de Stenocarpella spp. foram relatadas 

por Casa et al. (2004). Os resultados mostraram que até 25 cm de altura, mais de 60% dos 

conídios de S. maydis e S. macrospora foram coletados. Esses dados auxiliam na 

compreensão do porque os colmos são infectados entre o primeiro e segundo entrenó pelas 

podridões causadas por Stenocarpella spp. Acima de 50 cm foi coletado somente 20 a 30% 

dos conídios para ambos os fungos, mostrando uma redução de 50% quando comparado com 

a altura de 25 cm. Isso pode ter acontecido devido à relação do tamanho e o peso dos conídios 

e/ou do cirro inteiro ter sido liberado do picnídio. Outro fator importante é a altura do 

respingo das gotículas d’água sobre o corpo frutífero contendo os conídios, o que não permite 

que grande quantidade deles seja capturada a alturas superiores a 25 cm da fonte de inóculo. 

 

2.6.3 Infecção e colonização 

 

A principal fonte de inóculo para a podridão branca da espiga são as sementes 

infectadas. O micélio do fungo presente no endosperma da semente retoma sua atividade vital 

e cresce do interior à superfície da semente, quando esta entra em contato com a água. 

Portanto, o patógeno consegue sobreviver saprofiticamente em restos de cultura, raízes, 

colmos, espigas e grãos em monoculturas no sistema de plantio direto. Dessa forma, o inóculo 
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possui condições ideais para esporulação, liberação e dispersão dos conídios (CASA et al, 

2003; TRENTO, 2004). 

A infecção da espiga ocorre a partir de conídios disseminados pelo vento, ou seja, os 

conídios são carregados e depositados pela força da gravidade nas espigas, preservando o 

inóculo viável por muito tempo (CASA et al., 2004; REIS e MARIO, 2003). 

As plantas também ficam predispostas à infecção de Stenocarpella spp. devido a alta 

densidade de plantas nas lavouras, ao baixo nível de potássio, alto nível de nitrogênio e a 

redução da área foliar ocasionada por outras doenças (FONTOURA et al., 2006; CASA et al., 

2007). 

 

2.7 Manejo da doença 

 

As características de S. maydis de infectar somente plantas de milho, não formar 

estruturas de repouso e os conídios serem dispersos pelo vento a curtas distâncias, permitem 

manejar a doença reduzindo ou eliminando o inóculo na sua fonte (CASA et al., 2006). 

O manejo das podridões de grãos envolve ações integradas, como a rotação de 

culturas, o uso de cultivares resistentes e sementes livres de patógenos, a destruição de restos 

culturais infectados, o manejo do solo e a sincronia nas épocas de semeadura (JULIATTI et 

al., 2007). A rotação de culturas em híbridos com elevado nível de resistência fúngica é a 

melhor alternativa, porém são necessários dois ou três anos para reduzir o inóculo para níveis 

aceitáveis (SPADARO e GULLINO, 2004). 

 

2.8 Variabilidade genética de S. maydis 

 

Na literatura não há relatos sobre a existência de raças de S. maydis. No entanto, sabe-

se da existência de variação no grau de agressividade desse patógeno.  

Latterell e Rossi (1983) verificaram durante os estádios iniciais de desenvolvimento 

das plantas de milho que S. maydis é menos agressivo que S. macrospora. 

Dorrance et al. (1999) compararam 46 isolados de S. maydis advindos de laboratórios 

de fitopatologia e empresas dos Estados Unidos e da África do Sul. Os autores observaram 

que houve baixo nível de polimorfismo de isoenzimas, variando pouco para 10 enzimas 

avaliadas. Com relação à agressividade do patógeno estudado, esperavam maior variação. A 

justificativa para a limitada variação em isoenzimas é a especialização do fungo ao 

hospedeiro. 
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Para o estudo da genética de fungos as técnicas moleculares são muito utilizadas. Os 

dados moleculares são importantes no desenvolvimento da sistemática, bioquímica e ecologia 

de fungos (BRIDGE, 2002). O desenvolvimento da tecnologia molecular favoreceu as 

pesquisas relacionadas com a identificação de espécies desconhecidas, estudos de 

variabilidade genética, caracterização e detecção de patógenos (BRIDGE, 2002; WANG et 

al., 2005). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é um método viável para auxiliar 

rapidamente várias doenças relacionadas com fungos e tem como base a análise direta das 

moléculas de DNA (LEE et al., 2002). 

 

2.8.1 Marcadores moleculares 

 

Marcadores genéticos são utilizados em pesquisas básicas, na caracterização de 

germoplasma, em isolamentos de genes, na introgressão assistida de alelos favoráveis, na 

produção de variedades melhoradas e para obter informações sobre a variação genética dentro 

das populações. Estes marcadores podem ser divididos em três classes: morfológicos 

(variação em nível de fenótipo), bioquímicos (variação no nível de produto do gene) e 

moleculares (variação no DNA) (WANI et al., 2013). 

Os marcadores moleculares são sequências específicas de DNA capazes de diferenciar 

dois ou mais indivíduos (MILACH, 1998). Esses marcadores permitem identificar 

rapidamente linhagens, híbridos, cultivares e espécies, a fim de auxiliar em estudos de 

diversidade e variabilidade genética, estimar o grau de parentesco, facilitar a construção de 

mapas de ligação, associações com características agronômicas e estabelecer relações 

filogenéticas mais precisas (BENKO ISEPPON et al., 2003; MOULIN et al., 2012; MIR e 

VARSHNEY, 2013). 

Os marcadores moleculares podem ser divididos em dois grupos, os marcadores 

baseados em hibridização e os baseados em PCR. O RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) foi um dos primeiros marcadores a ser desenvolvido e utiliza a técnica de 

hibridização, através do uso de enzimas de restrição. As principais limitações desse marcador 

são devido ao elevado tempo e custo para as análises (SARTORETTO e MELLO FARIAS, 

2010). Os marcadores minissatélites ou VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) são 

semelhantes ao RFLP, diferindo apenas no tipo de sonda utilizada (MARANO et al., 2010). 

A primeira geração de marcadores de DNA incluindo o RFLP não correspondeu às 
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expectativas desejadas. Devido a isso, as técnicas baseadas em PCR surgiram para suprir as 

limitações e necessidade dos marcadores baseados em hibridização (MILACH, 1998). Os 

principais marcadores baseados em PCR são o RAPD (Random Amplified of Polymorphic 

DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat) e 

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (WANI et al., 2013). 

O marcador RAPD é simples e rápido (SHI et al., 2010; REZK et al., 2012), porém 

apresenta baixa reprodutibilidade (ADZITEY et al., 2013). O marcador AFLP gera elevado 

grau de polimorfismo, mas é uma técnica muito elaborada (MEUDT e CLARKE, 2007; 

MANICA-BERTO et al., 2013). Os SSR são codominantes, apresentam alto grau de 

polimorfismo, porém para sua otimização é uma técnica trabalhosa e cara (VARSHNEY et 

al., 2005). O marcador aleatório ISSR é dominante, porém consiste em um técnica simples, 

rápida, barata, eficiente (VEIGA et al., 2011), não é necessário o conhecimento prévio do 

genoma, o que facilita sua aplicação (REDDY et al., 2002). 

 

2.8.1.1 ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) 

 

O marcador ISSR é baseado na técnica de PCR e envolve a amplificação de 

fragmentos de DNA entre duas regiões microssatélites repetidas e opostas. A sequência do 

primer ISSR abrange uma repetição de microssatélites que geralmente se ancora na 

extremidade 3’ ou 5’, com uma a quatro bases que podem ser específicas ou degeneradas 

(WANG et al., 2009). 

O marcadore ISSR apresenta vantagem por ser simples, pela aplicabilidade em várias 

espécies sem conhecimento prévio do genoma, por permitirem a análise de elevado número 

de loci e por produzirem fragmentos com grande reprodutibilidade. Entretanto, uma 

desvantagem dos marcadores ISSR é a expressão dominante, ou seja, não diferenciam os 

indivíduos heterozigotos dos homozigotos (VEIGA et al., 2011). 

O ISSR é uma ótima ferramenta para analisar a variabilidade genética dentro de 

espécies associadas e também, para estudos de genética de populações de fungos patogênicos, 

possibilitando obter informações úteis para medidas de controle de doenças (CHADHA e 

GOPALAKRISHNA, 2007; TAKATSUKA, 2007). 

Armengol et al. (2010) estudaram a análise da estrutura populacional de Rosellinia 

necatrix em Cyperus esculentus utilizando sequência inter simples repetida (ISSR). Os 

resultados envidenciaram que a partir dos 17 isolados estudados, 4 dos 7 primers geraram 

fragmentos polimórficos, sendo que o ISSR1 gerou fragmentos com tamanho entre 350 a 
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1260 pb. A análise envidenciou índice de polimorfismo de 81%, resultando em 8 diferentes 

padrões de fragmentos. 

Thangavelu et al. (2012) avaliaram a diversidade genética de Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense (Foc) de isolados da Índia e observaram a amplificação de ISSR de 107 isolados 

de Foc utilizando 10 primers que produziram de 3 a 14 fragmentos, sendo que 2 em 10 

primers foram polimórficos. O tamanho dos fragmentos de PCR gerados variou de 100 a 

4500 pb. A matriz de distância entre os acessos foi calculada com base no fingerprintg obtido 

e variou de 0,27 a 1,00. Esses resultados indicaram a existência de grande diversidade 

genética entre os isolados de Foc na Índia. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral  

 

- Realizar um levantamento de fungos associados a amostra de grãos de milho e 

estudar a variabilidade genética entre isolados de Stenocarpella maydis. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

- Realizar o levantamento dos principais fungos causadores do complexo grão ardido 

em amostras de milho oriundas de diferentes locais de coleta; 

- Estabelecer condições para crescimento micelial de S. maydis in vitro; 

- Estimar a variabilidade genética de isolados monospóricos de Stenocarpella maydis 

utilizando marcadores moleculares ISSR. 
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Para apresentação dos materiais e métodos, resultados e discussão esta dissertação será 

apresentada em dois capítulos conforme segue: 

 

CAPÍTULO I 

LEVANTAMENTO EM GRÃOS DE MILHO DE FUNGOS CAUSADORES DE 

PODRIDÃO DA ESPIGA E ESTABELECIMENTO DE CONDIÇÕES PARA 

CRESCIMENTO MICELIAL DE Stenocarpella maydis 

 

CAPÍTULO II 

VARIABILIDADE GENÉTICA DE ISOLADOS DE Stenocarpella maydis 
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5. CAPÍTULO I 

LEVANTAMENTO DE FUNGOS CAUSADORES DE PODRIDÃO DE ESPIGA EM 

MILHO E ESTABELECIMENTO DE CONDIÇÕES PARA CRESCIMENTO 

MICELIAL DE Stenocarpella maydis 

 

RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi realizar o levantamento dos principais fungos causadores 

do complexo grão ardido em milho e estabelecer condições para o crescimento micelial de S. 

maydis, a partir de culturas monospóricas deste fungo. As amostras de grãos de milho 

coletadas em diferentes municípios foram submetidas ao teste de patologia de sementes 

(Blotter Test). Para o crescimento micelial de S. maydis, foi instalado experimento no 

delineamento inteiramente casualizado (DIC), com tratamentos em arranjo fatorial 4 (meios 

de cultura) x 2 (antibiótico) x 2 (regime de luz), com quatro repetições. Foram testados os 

meios de cultura aveia-ágar (AA), batata-dextrose-ágar (BDA), batata-sacarose-ágar (BSA) e 

meio de cenoura (MC). O antibiótico utilizado foi o cloranfenicol 150mg L-1. Para o 

crescimento micelial e teste de competição de fungos causadores da podridão da espiga, 

foram utilizados os fungos Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e Stenocarpella 

maydis. O delineamento foi inteiramente casualizado com oito tratamentos e quatro 

repetições. Os resultados do teste de patologia de grãos indicaram que o fungo Stenocarpella 

spp foi o que apresentou a menor incidência (1,13%) e o Fusarium spp. a maior incidência 

(49,56%) nas amostras de grãos avaliados. Para o crescimento micelial, os meios BDA e BSA 

foram os que apresentaram maior velocidade de crescimento. Em relação ao crescimento 

micelial e competição de fungos causadores de podridão de espiga, destacou-se o fungo 

Penicillium spp., pois evidenciou elevado antagonismo ao patógeno S. maydis. 

Adicionalmente, os resultados permitem concluir que a baixa incidência de S. maydis nas 

amostras de grãos coletados seja devido ao efeito de inibição de outros fungos presentes 

nestes grãos de milho amostrados. 

 

Palavras-chave: Patologia de grãos; Blotter Test; crescimento micelial. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this study was to survey the main fungi grain complex burned in corn 

and establish conditions for the mycelial growth of S. maydis, from monosporic cultures of 

this fungus. Samples of corn grains collected in different municipalities were subjected to 

seed pathology test (Blotter Test). For the mycelial growth of S. maydis experiment was 

conducted in a completely randomized design (CRD), with treatments in a factorial 

arrangement 4 (culture media) x 2 (antibiotic) x 2 (light regime), with four replications. The 

tested media were oatmeal agar (OA), potato dextrose agar (PDA), potato sucrose agar (PSA) 

and carrot medium (CM). The antibiotic used was chloramphenicol 150 mg L-1. For mycelial 

growth and competition test fungi that cause ear rot, Aspergillus spp., Fusarium spp., 

Penicillium spp. and Stenocarpella maydis fungi were used. The design was completely 

randomized with eight treatments and four replications. The design was completely 

randomized with eight treatments and four replications. The results of the grain pathology test 

indicated that the fungus Stenocarpella spp. was the one with the lowest incidence (1.13%) 

and Fusarium spp. the highest incidence (49.56%) in the samples evaluated grains. For 

mycelial growth, the BDA and BSA media were those with the highest growth rate. Regarding 

the mycelial growth and competition of fungi that cause ear rot, stood out the fungus 

Penicillium spp., as evidenced high antagonism to the pathogen S. maydis. Additionally, the 

results showed that the low incidence of S. maydis in grain samples collected is due to the 

inhibitory effect of other fungi present in these sampled corn kernels. 

 

Keywords: Grain pathology; Blotter Test; mycelial growth. 
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5.1 INTRODUÇÃO 

 

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais importantes da agricultura. Pela 

importância econômica na agricultura nacional tem recebido investimentos em melhoramento 

e técnicas de manejo, tornando-se um dos grãos mais importantes do Brasil. A utilização deste 

cereal vai desde a alimentação humana e animal até a indústria de alta tecnologia (DUARTE 

et al., 2009). 

Em função da grande diversidade de épocas de semeadura nas diferentes regiões do 

País, a cultura fica no campo quase todo o ano, o que facilita a produção de inóculo de um 

grande número de patógenos, levando a graves problemas na produção (BONALDO et al., 

2010). Além disso, com o uso de cultivares suscetíveis e o manejo cultural incorreto das 

lavouras, pode-se elevar o grau de incidência de doenças, incluindo as podridões de sementes 

e espigas (REIS et al., 2011). 

As podridões de espiga ocorrem em todos os locais de cultivo do milho e podem ser 

causadas pelos patógenos presentes no colmo, pois estes são capazes de infectar as espigas e 

favorecer a ocorrência de grãos ardidos (RIBEIRO et al., 2005). Essas doenças são causadas 

por fungos de armazenamento como o Penicillium spp. e o Aspergillus spp. e de campo, como 

o Fusarium verticillioides, o F. subglutinans, o F. graminearum, o F. sporotrichioides, a 

Gibberella zeae, a Stenocarpella macrospora e a Stenocarpella maydis (PINTO et al., 2007). 

A elevada incidência desses fungos nos grãos de milho ainda é um problema devido à 

produção de micotoxinas, que são compostos secundários ligados com a habilidade de 

biossíntese do fungo e das condições ambientais existentes (CASELA et al., 2006). Os fungos 

toxigênicos predominantes na cultura do milho são do gênero Fusarium spp., seguido por 

Penicillium spp., Aspergillus spp. e Stenocarpella spp. (RAMOS et al., 2010). 

A diagnose e a identificação, em laboratório, dos fungos presentes nos grãos é de 

extrema importância. O teste de sanidade de grãos, Blotter Test, é uma opção viável para a 

avaliação de fungos causadores de podridões de espigas, pois permite observar a ocorrência 

de cada fungo (MENDES et al., 2011). 

Ramos et al. (2010) realizaram um levantamento da micoflora em grãos ardidos em 

sementes de milho e verificaram que as incidências fúngicas foram compatíveis com o padrão 

brasileiro, sendo os fungos mais incidentes Fusarium spp. e Penicillium spp., seguidos por 

Aspergillus spp., Cladosporium sp., Cephalosporium sp. e Stenocarpella spp. 

O S. maydis é o principal agente etiológico da diplodia e a reprodução dessa espécie 

ocorre via conídios, predominando a forma anamórfica (CASA et al, 2006). O clima quente e 
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úmido propicia o processo de infecção e de desenvolvimento do fungo nas primeiras semanas 

após a polinização das plantas de milho (CASA et al., 2007). 

A esporulação de S. maydis em diferentes meio de cultura foi estudada por Silva e 

Juliatti (2005). Esses autores observaram que para esporulação deste fungo, os meios de grãos 

de sorgo e o de farinha de aveia com ágar e vitamina propiciaram melhor produção de 

conídios, com 2,6 x 106 e 2,3 x 106 esporos mL-1, respectivamente. 

Os objetivos deste trabalho foram realizar o levantamento dos principais fungos 

causadores da podridão da espiga em diferentes amostras de grãos de milho e estabelecer 

condições para o crescimento micelial de S. maydis in vitro a partir de culturas monospóricas 

do patógeno. 
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5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.2.1 Locais de coleta 

 

Tabela 1 Amostras de grãos de milho coletadas de diferentes cultivares nas safras 2012/13 e 

2013/14. Guarapuava: Unicentro, 2014. 

MUNICÍPIO AMOSTRAS CONDIÇÃO 
DE COLETA 

MUNICÍPIO AMOSTRAS CONDIÇÃO 
DE COLETA 

Aquidaban 1 Armazenamento Itapejara 
d’Oeste 

1 Armazenamento 

Assis 
Chateaubriand 

1 Campo  2 Campo 

Campo 
Mourão 

1 Campo  3 Campo 

Candói 1 Campo Jaçanã 1 Armazenamento 
Cascavel 1 Armazenamento Marialva 1 Armazenamento 

 2 Campo  2 Armazenamento 
 3 Campo Passo Fundo 1 Campo 

Coronel 
Vivida 

1 Armazenamento Pinhão 1 Campo 

 2 Campo Quedas do 
Iguaçu 

1 Campo 

Cruzeiro 
d’Oeste 

1 Campo Salto do 
Lontra 

1 Campo 

 2 Campo Santa Fé 1 Campo 
 3 Campo São João 1 Armazenamento 
 4 Campo  2 Campo 
 5 Campo São Jorge 

d’Oeste 
1 Campo 

Dois Vizinhos 1 Armazenamento São Pedro do 
Ivaí 

1 Campo 

 2 Campo  2 Campo 
 3 Campo Toledo 1 Armazenamento 

Francisco 
Beltrão 

1 Campo Verê 1 Armazenamento 

Iguatemi 1 Campo  2 Campo 
 2 Campo  3 Campo 
 3 Campo  4 Campo 

Itambé 1 Campo Vitorino 1 Campo 
 2 Campo    

 

5.2.2 Local das análises 

 

As análises foram conduzidas no laboratório de Fitopatologia do Departamento de 

Agronomia da Universidade Estadual do Centro-Oeste – Unicentro, Campus Cedeteg, em 

Guarapuava, Paraná. 
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5.2.3 Teste de patologia de grãos 

 

Nas amostras coletadas retirou-se aleatoriamente grãos para realização do teste de 

patologia de grãos, Blotter Test, com a finalidade de se obter as estruturas dos fungos. Para 

esse teste, os grãos foram desinfestados em hipoclorito de sódio a 2% por dois minutos e 

após, lavadas três vezes com água destilada esterilizada. Vinte e cinco grãos foram colocados 

em gerbox contendo papel de filtro esterilizado e umedecido com ágar-água a 5%. As caixas 

de germinação foram acondicionadas por 24 horas em temperatura ambiente sob luz 

fluorescente e após, mantidas em freezer à -20ºC, por 24 horas. Posteriormente, os gerbox 

foram colocados, durante 15 dias em câmara de incubação à 25ºC, com fotoperíodo de 12 

horas (MARIO e REIS, 2001). A avaliação da incidência dos diferentes fungos nos grãos foi 

efetuada utilizando microscópio estereoscópico. O experimento foi conduzido no 

delineamento inteiramente casualizado, com 45 tratamentos e oito repetições. Cada amostra 

foi considerada um tratamento (Tabela 1). 

Estruturas dos fungos Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. foram 

transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura BSA+ A (Batata-Sacarose-Ágar + 

Antibiótico) para crescimento do micélio. A diferenciação de S. maydis e S. macrospora foi 

baseada na observação morfológica dos conídios, através do tamanho e número de septos. 

 

5.2.4 Isolamento de Stenocarpella maydis 

 

5.2.4.1 Obtenção de cultura monospórica de S. maydis 

 

Os picnídios contendo os conídios de S. maydis foram transferidos com auxílio de 

agulha estéril para placas de Petri com meio de cultura AA (aveia-ágar) que foram mantidas a 

25ºC até a formação de novos picnídios. Novamente, com auxílio de agulha estéril, um dos 

picnídios foi transferido para meio ágar-água e deixado por 12 horas em câmara de incubação 

tipo B.O.D.(Biochemical Oxygen Demand) para germinação dos conídios. Após esse 

procedimento, para se obter uma cultura monospórica de S. maydis, apenas um conídio foi 

transferido para o meio BSA+A. Essa metodologia foi aplicada para todos os isolados de S. 

maydis. O isolado de Guarapuava foi proveniente da micoteca do Laboratório de 

Fitopatologia da Unicentro, Guarapuava – PR. 
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5.2.4.2 Crescimento micelial de S. maydis 

 

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com os 

tratamentos dispostos em arranjo fatorial 4 (meios de cultura) x 2 (antibiótico) x 2 (regime de 

luz), com quatro repetições e repetido duas vezes. O primeiro fator foi os meios de cultura, o 

segundo a utilização ou não de antibiótico e o terceiro, o regime de luz empregado, sendo 

fotoperíodo de 12 horas e escuro contínuo. Os meios de cultura testados foram aveia-ágar 

(AA), batata-dextrose-ágar (BDA), batata-sacarose-ágar (BSA) e meio de cenoura (MC) e o 

antibiótico utilizado foi o cloranfenicol 500mg, na concentração de 150 mg L-1. 

Para determinar o crescimento micelial do fungo, discos de micélio de oito mm de 

diâmetro de um isolado monospórico de S. maydis foram repicados para o centro das placas 

de Petri com os respectivos meios de cultura identificados. Após a repicagem, as placas foram 

vedadas com fita PVC e colocadas em câmara incubadora tipo B.O.D., com temperatura 

ajustada para 25ºC. 

A primeira avaliação do crescimento micelial foi realizada 48 horas após a incubação 

e seguiu até 96 horas, quando em pelo menos uma placa o micélio atingiu a borda. Para essa 

avaliação utilizou-se medidas opostas da colônia fúngica com uso de paquímetro digital. 

As medidas foram utilizadas para o cálculo do índice de velocidade de crescimento 

micelial (IVCM) por meio da fórmula de Maguire, adaptada por Oliveira (1991): 

 

IVCM = (Ʃ (D - Da)) / N 

Sendo: 

D = diâmetro médio da colônia (cm) 

Da = diâmetro médio da colônia do dia anterior (cm) 

N = número de dias após a repicagem. 

 

5.2.5 Crescimento micelial de fungos causadores de podridão de espiga 

 

Para avaliar o crescimento micelial dos fungos Aspergillus ssp., Fusarium spp., S. 

maydis e Penicillium spp. discos de micélio de 5mm de diâmetro foram colocados em um dos 

lados da placa que continha meio BSA+A. O experimento foi inteiramente casualizado com 

quatro tratamentos e cinco repetições (Tabela 2). Os experimentos foram realizados por duas 

vezes para confirmação dos resultados. 
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Tabela 2. Descrição dos tratamentos relativos ao crescimento micelial fungos causadores de 

podridão de espiga. Guarapuava: Unicentro, 2014. 

Tratamentos Descrição 
01 S. maydis 

02 Fusarium spp. 
03 Aspergillus spp. 
04 Penicillium spp. 

 

A primeira avaliação do crescimento micelial foi realizada 48 horas após a incubação 

e seguiu até quando em pelo menos uma placa o micélio atingiu a borda. Para essa avaliação 

utilizou-se medidas horizontais das colônias fúngicas com uso de paquímetro digital. 

Os resultados foram utilizados para o cálculo do índice de velocidade de crescimento 

micelial (IVCM) por meio da fórmula de Maguire, adaptada por Oliveira (1991): 

 

IVCM = (Ʃ (D - Da)) / N 

 

Sendo: 

D = diâmetro médio da colônia (cm); 

Da = diâmetro médio da colônia do dia anterior (cm); 

N = número de dias após a repicagem. 

 

5.2.6 Competição de fungos causadores da podridão da espiga 

 

Os isolados dos fungos utilizados neste experimento foram aqueles obtidos das 

amostras de grãos de milho, descritos anteriormente. O experimento foi feito utilizando o 

método de culturas pareadas, em delineamento inteiramente casualizado, com cinco 

tratamentos (Tabela 3) e quatro repetições, por duas vezes para confirmação dos resultados. 

Cada placa de Petri de 10 cm, contendo meio de cultura BSA+A, recebeu dois discos de 

micélio de 5mm de diâmetro dispostos em dois pontos opostos e equidistantes das bordas da 

placa, contendo estruturas dos prováveis antagonistas, sendo Aspergillus spp., Fusarium spp. 

e Penicillium spp, e do fitopatógeno S. maydis. Como tratamento testemunha utilizou-se S. 

maydis cultivado isoladamente, colocando um disco de micélio de 5 mm de diâmetro sempre 

no mesmo lado da placa em que o patógeno foi disposto (MELLO et al, 2007). 
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Tabela 3. Descrição dos tratamentos relativos à porcentagem de inibição de crescimento 

micelial de S. maydis. Guarapuava: Unicentro, 2014. 

Tratamentos Descrição 
01 S. maydis 

02 S. maydis + Fusarium spp. 
03 S. maydis + Aspergillus spp. 
04 S. maydis + Penicillium spp. 

 

As placas foram mantidas em câmaras de incubação do tipo B.O.D. a 25ºC e 

fotoperíodo de 12 horas. As avaliações iniciaram após 48 horas de incubação e seguiram até o 

momento em que pelo menos numa placa do tratamento testemunha o micélio atingisse a 

borda oposta. Os diâmetros das colônias foram medidos e comparados com o crescimento do 

tratamento testemunha, através de paquímetro digital. 

O cálculo da porcentagem de inibição do crescimento micelial foi feito através da 

aplicação da fórmula de Menten et al. (1976): 

 

I(%) = [(crtest - crtrat) /crtest] x 100 

 

Sendo: 

crtest = crescimento radial testemunha;  

crtrat = crescimento radial tratamento. 

 

5.2.7 Análises estatísticas 

 

Os dados do crescimento micelial de todos os experimentos foram submetidos à 

análise de variância e as médias dos tratamentos comparadas entre si pelo teste de Tukey a 

1%. Quando necessário, os dados do crescimento micelial foram transformados pela raiz 

quadrada de x+1 para homogeneidade e normalidade. Todas as análises foram realizadas com 

o auxílio do programa estatístico ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2009). 
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.3.1 Teste de patologia de grãos 

 

Os fungos identificados e quantificados a partir das diferentes amostras de grãos de 

milho obtidos neste trabalho foram Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e 

Stenocarpella spp. 

Os resultados do teste de patologia dos grãos evidenciaram que as incidências de 

Fusarium spp. Penicillium spp., Aspergillus spp. e Stenocarpella spp. ficaram concentradas 

nas faixas de 0 a 95%, 4 a 85%, 0 a 53% e 0 a 50%, respectivamente (Tabela 4). 

A maior incidência de Fusarium spp. (95%) foi observada no município de Dois 

Vizinhos (amostra 3) e a menor (0%), nos municípios de Dois Vizinhos (amostra 1) e Toledo. 

Para o Penicillium spp., a maior incidência (85%) ocorreu no município de Toledo e a menor 

em Dois Vizinhos (amostra 3), com 4%. Em relação à Aspergillus spp., a menor incidência 

(0%) foi encontrada nos municípios de Cascavel (amostras 2 e 3), São João (amostra 2) e São 

Pedro do Ivaí (amostra 2), e a maior (53%), em Coronel Vivida (amostra 1). Para o fungo 

Stenocarpella spp., observou-se que somente nos municípios de Vitorino e São Jorge d’Oeste 

este fungo foi incidente, com 50 e 1% de incidência, respectivamente (Tabela 4). 

Barros e Juliatti (2012) fizeram levantamento de fungos em amostras de sementes de 

milho através de testes de sanidade de sementes, pelo método Blotter Test e verificaram que a 

maior incidência foi de Fusarium spp. com 37%, seguido de Penicillium spp. com 17%. 

A microbiota fúngica de três híbridos de milho provenientes de três regiões distintas 

do estado de São Paulo foram avaliadas por Almeida et al. (2000), que observaram a 

incidência de Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp. com 71,10; 46,70 e 22,70% 

respectivamente. Os níveis de incidência relatados pelos autores corroboram com os aqui 

contrados, indicando que estes gêneros de fungos são predominantes sobre outros. 

Dilkin et al. (2000) avaliaram cinco híbridos de milho recém-colhidos, com 18% de 

umidade, no município de Santa Maria, Rio Grande do Sul e encontraram contaminações de 

57,10; 23,60 e 14,3% de Fusarium spp., Aspergillus sp. e Penicillium sp., respectivamente. 

A alta incidência de Fusarium spp. pode ser explicada com base nas características do 

fungo, que apresenta elevada taxa de esporulação e dispersão (MENDES et al., 2011) em 

condições de umidade e temperatura mais elevadas (BENTO et al., 2012). O fungo Fusarium 

spp. não afeta necessariamente a germinação das sementes, porém causa deterioração e 

compromete o desenvolvimento radicular da plântula (MUNKVOLD e O’MARA, 2002). 
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Tabela 4. Incidência média de fungos causadores das podridões de espiga em grãos de milho 

oriundos de diferentes locais. Guarapuava, Unicentro, 2014. 

MUNICÍPIO AMOSTRAS CONDIÇÃO 
DE COLETA 

% INCIDÊNCIA 

  Fusarium 

spp. 
Penicillium 

spp. 
Aspergillus 

spp. 
Stenocarpella 

spp. 
Aquidaban 1 Armazenamento 38 41 21 0 

Assis 
Chateaubriand 

1 Campo 57 30 13 0 

Campo Mourão 1 Campo 46 42 12 0 
Candói 1 Campo 33 35 32 0 

Cascavel 1 Armazenamento 7 74 19 0 
 2 Campo 49 51 0 0 
 3 Campo 77 23 0 0 

Coronel Vivida 1 Armazenamento 1 46 53 0 
 2 Campo 63 27 10 0 

Cruzeiro d’Oeste 1 Campo 35 45 20 0 
 2 Campo 76 21 3 0 
 3 Campo 50 29 21 0 
 4 Campo 54 28 18 0 
 5 Campo 48 30 22 0 

Dois Vizinhos 1 Armazenamento 0 49 51 0 
 2 Campo 82 10 8 0 
 3 Campo 95 4 1 0 

Francisco Beltrão 1 Campo 55 25 20 0 
Iguatemi 1 Campo 72 21 7 0 

 2 Campo 48 50 2 0 
 3 Campo 64 34 2 0 

Itambé 1 Campo 73 25 2 0 
 2 Campo 48 48 4 0 

Itapejara d’Oeste 1 Armazenamento 22 37 41 0 
 2 Campo 63 23 14 0 
 3 Campo 52 47 1 0 

Jaçanã 1 Armazenamento 37 42 21 0 
Marialva 1 Armazenamento 39 56 5 0 

 2 Armazenamento 57 30 13 0 
Passo Fundo 1 Campo 55 27 18 0 

Pinhão 1 Campo 77 18 5 0 
Quedas do Iguaçu 1 Campo 43 29 28 0 
Salto do Lontra 1 Campo 69 16 15 0 

Santa Fé 1 Campo 53 45 2 0 
São João 1 Armazenamento 28 36 36 0 

 2 Campo 49 51 0 0 
São Jorge d’Oeste 1 Campo 59 20 20 1 
São Pedro do Ivaí 1 Campo 86 13 1 0 

 2 Campo 50 50 0 0 
Toledo 1 Armazenamento 0 85 15 0 
Verê 1 Armazenamento 28 28 27 0 

 2 Campo 52 37 11 0 
 3 Campo 88 8 4 0 
 4 Campo 52 47 1 0 

Vitorino 1 Campo 0 36 14 50 
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Cappelini et al. (2005) verificaram que, na ausência de condições favoráveis ao 

desenvolvimento da cultura, com disponibilidade hídrica, temperatura e preparo do solo, 

houve correlações negativas entre a incidência de F. verticilioides e o desempenho das 

sementes, sendo o maior efeito nocivo do fungo em sementes de baixa qualidade fisiológica. 

A elevada incidência encontrada neste trabalho para os fungos Penicillium e 

Aspergillus possivelmente deve-se ao fato de algumas amostras de grãos serem provenientes 

de armazenamentos em silos e galpões e ainda a semente ser acometida por danos mecânicos 

durante a colheita, favorecendo a contaminação por fungos desses gêneros (BARROZO et al., 

2011). 

A presença dos fungos dos gêneros Aspergillus e Penicillium indica existência de 

grãos deteriorados, sendo que estes patógenos podem causar danos aos embriões, promovendo 

a descoloração e alterações nutricionais (MARQUES et al., 2009). O amido é o principal 

componente do milho (HENRIQUE et al., 2007), que o torna um substrato perfeito para 

contaminação fúngica (BANKOLE e ADEBANJO, 2003). 

A composição nutricional dos grãos de milho pode ser afetada diretamente pelas 

condições climáticas, como o regime de chuvas, a temperatura e a umidade relativa, o que 

interfere na maior ou menor produtividade (REAL et al.,2013). Almeida et al. (2000) 

concluíram que estes fatores tem influência direta no nível de contaminação fúngica, como 

também no potencial toxigênico de Aspergillus flavus e de Fusarium moniliforme para a 

produção de micotoxinas nos grãos deste cereal. 

Em relação à baixa incidência de Stenocarpella spp. in vitro, pode ter ocorrido devido 

a presença de outros patógenos como Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp., 

terem inibido seu crescimento durante o período de incubação. No campo, essa baixa 

incidência pode ser em consequência das condições não favoráveis ao seu desenvolvimento, 

como baixa umidade, temperaturas muito elevadas ou muito inferiores, utilização de 

fungicidas (CARVALHO et al., 2004) e híbridos resistentes (MENDES et al., 2011).  

No total foram analisados 9.000 grãos não tratados com fungicidas, provenientes dos 

diferentes municípios de coleta. A partir dos dados relativos à incidência, verificou-se que 

Fusarium spp. foi o mais frequente com 49,56%, seguido por Penicillium spp. com 34,87%, 

Aspergillus spp. com 14,10% e o menos frequente, Stenocarpella spp. com 1,13% (Figura 1). 

Resultados semelhantes foram observados por Nerbass et al. (2008) que avaliaram sementes 

de milho provenientes dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul e constataram que o 

fungo Fusarium spp. foi o mais incidente com 14,4%, seguido por Penicillium spp. com 

12,40%, Aspergillus spp.com 8,40% e Stenocarpella spp. com 0,10%. 
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Figura 1. Porcentagem média de incidência de fungos em grãos de milho baseados na análise 

do Blotter Test de grãos oriundos de diferentes localidades dos estados do Paraná, 

São Paulo e Rio Grande do Sul. Guarapuava, Unicentro, 2014. 

 

5.3.2 Crescimento micelial de S. maydis 

 

O crescimento micelial de Stenocarpella maydis ocorreu em todos os meios, com ou 

sem antibiótico, quando submetidos aos dois diferentes regimes de luminosidade avaliados, 

porém houve diferença significativa somente entre os meios de cultura utilizados, destacando-

se os meios BDA e BSA (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Índice de velocidade de crescimento micelial (cm) de S. maydis em diferentes 

meios de cultura. Guarapuava, Unicentro, 2014. 

Meios de cultura Experimento 1 Experimento 2 
BDA 2,42 a 1,83 a 
BSA 2,59 a 2,22 a 
MC 1,39 b 0,97 b 
AA 0,55 c 1,13 b 

CV(%) 7,30 11,16 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 1% de 
probabilidade. 

 

Casa et al. (2007) estudaram o efeito da temperatura e de regimes de luz no 

crescimento micelial de S. maydis e verificaram que o crescimento do micélio foi mais rápido 

sob fotoperíodo de 12 horas, sendo que o micélio do fungo atingiu a borda da placa antes que 

aquelas sob luz contínua. Os autores relataram que a maior taxa de crescimento micelial foi 
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observada numa amplitude de 23 a 28ºC de temperatura de cultivo. 

Kuhnem Júnior et al. (2012) estudando os efeitos da temperatura, regime de luz e 

substratos na produção e germinação de picnídios de S. maydis, demonstraram que houve 

diferença significativa entre os substratos testados, sendo que a maior taxa de germinação foi 

verificada utilizando grãos de cevada. Em relação ao regime de luz, os autores verificaram 

que não houve diferença significativa sobre a produção e porcentagem de germinação dos 

picnídios de S. maydis entre 12 horas de fotoperíodo e luz continua. Porém, níveis mais 

baixos de produção e percentual de germinação foram encontrados sob condição de escuridão 

contínua, independente do substrato e da temperatura. 

Em relação ao crescimento micelial do fungo foi observado que não houve diferença 

significativa entre os meios BDA e BSA no primeiro e no segundo experimento, mas nestes 

meios quando comparados com os meios MC e AA, o fungo apresentou maior velocidade de 

crescimento. Lazarotto et al. (2014) também observaram que os melhores meios de cultura 

para crescimento micelial de Fusarium chlamydosporum foram o BDA e o BSA. Isso pode 

ser explicado porque os meios BDA e BSA apresentam maior riqueza nutricional e maior 

quantidade de carboidratos, que estimulam a reprodução de vários fungos (SILVA e 

TEIXEIRA, 2012). 

No experimento um, os meios de cenoura (MC) e aveia ágar (AA) diferiram 

estatisticamente entre si, sendo que o MC proporcionol maior crescimento micelial que AA, 

porém este resultado não ocorreu no segundo experimento, onde os meios MC e AA não 

diferiram estatisticamente. 

 

5.3.3 Crescimento micelial e competição de fungos causadores da podridão da 

espiga 

 

Após seis dias de incubação, período em que a testemunha atingiu a outra borda da 

placa, foi observado que houve diferença estatística entre os tratamentos, sendo que a 

testemunha (S. maydis) apresentou maior índice de velocidade de crescimento micelial 

(IVCM) com 2,31 cm, seguida de Fusarium spp. com 1,74 cm e o menor IVCM foi verificado 

em Aspergillus spp., com 0,66 cm, porém este resultado não diferiu estatisticamente do 

crescimento de Penicillium spp., 0,84 cm (Tabela 6).  
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Tabela 6. Índice de velocidade de crescimento micelial de fungos causadores de podridão de 

espiga. Guarapuava: Unicentro, 2014. 

Tratamentos Descrição IVCM (cm) 

01 S. maydis 2,31 a 
02 Fusarium spp. 1,74 b 
03 Aspergillus spp. 0,66 c 
04 Penicillium spp. 0,84 c 

CV(%)  7,46 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 1% de 
probabilidade. 
 

Em relação ao antagonismo de S. maydis com Aspergillus spp., Fusarium spp. e 

Penicillium spp. observou-se que Fusarium spp. inibiu o desenvolvimento de S. maydis em 

41,50% (Tabela 7). O fungo Fusarium spp. pode ter inibido o desenvolvimento de S. maydis 

devido as micotoxinas produzidas, principalmente fumonisina, que são elaboradas a partir de 

uma estrutura característica da esfinganina que é um composto intermediário na biossíntese 

dos esfingolipídeos (ALMEIDA et al., 2005). 

 

Tabela 7. Porcentagem de inibição do crescimento micelial de Stenocarpella maydis em 

cultivo pareado em meio de cultura BSA+A a 25°C. Guarapuava: Unicentro, 2014. 

Tratamentos Descrição % inibição 

01 S. maydis 0,00 
02 S. maydis + Fusarium spp. 41,50 
03 S. maydis + Aspergillus spp. 39,50 
04 S. maydis + Penicillium spp. 59,50 

05 
S. maydis + Fusarium + Aspergillus + 

Penicillium 
52,50 

 

Os esfingolipídeos são componentes essenciais da membrana das células de fungos 

(BERGOLD e GEORGIADIS, 2004) e a rota biossintética desse componente, forma as 

ceramidas. Após a formação da ceramida, há adição de açúcares fosforilados. A primeira 

adição de fosfatidilinositol, catalisada pela fostatidilinositolceramida sintase, é inibida por 

concentrações nanomolares de um depsipeptídeo cíclico produzido pela levedura 

Aureobasidium pullulan (NAGIEC et al., 1997). 

Portanto, a semelhança das fumonisinas com a molécula de esfinganina é explicada 

pelo seu mecanismo de ação, que está relacionado com a inibição ou quebra dos 

esfingolipídeos, que estão relacionados com várias funções da célula, dentre elas, a morte 

celular (MERRIL JÚNIOR, 1991). 
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O fungo Aspergillus spp. foi o que apresentou menor antagonismo, com 39,50% de 

inibição em relação a S. maydis (Tabela 7). No tratamento cinco foi possível observar que os 

três fungos pareados inibiram o crescimento micelial de S. maydis em 52,50%.  

Esses gêneros já foram relatados como antagonistas a fitopatógenos em estufa, como 

no trabalho de Ethur et al. (2005), que Penicillium spp., Aspergillus spp. e Fusarium spp. 

inibiram o desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum em pepineiro. Neste trabalho, o 

cultivo pareado de S. maydis com os fungos Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus 

spp. evidenciou que o patógeno demonstrou crescimento micelial comprometido. Assim, a 

baixa incidência de S. maydis nas diferentes amostras de grãos de milho aqui estudadas pode 

ter ocorrido devido ao crescimento dos demais fungos estudados, que afetaram o 

desenvolvimento normal deste patógeno sobre os grãos das espigas. 
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5.4 CONCLUSÕES 

 

- Os fungos causadores de podridão da espiga identificados em grão de milho foram o 

Fusarium spp., o Penicillium spp., o Aspergillus spp. e o Stenocarpella maydis; 

- Fusarium spp. e Stenocarpella maydis foram os fungos com o maior e menor índice 

de incidência nas amostras de grãos de milho, respectivamente;  

- O crescimento micelial de S. maydis foi melhor nos meios BDA e BSA, 

independentemente do regime de luz e da utilização de antibiótico. 

- O fungo Penicillium spp. evidenciou uma boa taxa de inibição do crescimento 

micelial de S. maydis. 
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6. CAPÍTULO II 

VARIABILIDADE GENÉTICA DE ISOLADOS DE Stenocarpella maydis 

 

RESUMO 

 

A podridão do colmo e da espiga do milho são doenças causadas pelo fungo 

Stenocarpella maydis e causa prejuízos econômicos para a agricultura. O conhecimento da 

biologia da espécie é importante para as técnicas de manejo. O presente trabalho teve como 

objetivo avaliar a variabilidade genética de seis isolados monospóricos de S. maydis 

utilizando o marcador molecular ISSR. O DNA dos isolados de S. maydis foi extraído pelo 

método CTAB e a amplificação dos fragmentos através da técnica da PCR utilizando 42 

primers ISSR. Os índices PIC (conteúdo de informação polimórfica), MI (índice do 

marcador) e RP (poder de resolução) foram calculados para determinar os 10 primers ISSR 

mais informativos para os estudos da variabilidade genética de S. maydis. A similaridade 

genética entre os indivíduos foi calculada com base no coeficiente de Jaccard e o 

dendrograma de similaridade entre os isolados a partir do método UPGMA. Dos 42 primers 

utilizados, 50% apresentaram bons produtos de amplificação. A média de polimorfismo foi de 

90,44%. Os valores de PIC, MI e RP variaram de 0,31 a 0,45, 4,84 a 18,46 e 0,40 a 10,00, 

respectivamente. A análise de agrupamento evidenciou a mesma tendência na topologia dos 

dendrogramas gerados, possibilitando separar isolados de S. maydis do mesmo município (I2, 

I3, I5 e I6 – Vitorino) em grupos diferentes e não agrupando o I4 (Guarapuava) em relação 

aos demais isolados, evidenciando a alta variabilidade genética. Os primers UBC 848, 873, 

808, 811, 807, 827, 861, 868, 809 e 835 foram os que apresentaram melhores resultados para 

análise da variabilidade genética. A similaridade genética média entre os isolados foi de 34%, 

mostrando a existência de alta variabilidade genética entre os seis isolados de S. maydis. 

 

Palavras-chave: Podridão da espiga; ISSR; similaridade. 
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ABSTRACT 

 

The stem rot diseases and maize cob are caused by the Stenocarpella maydis fungus 

and cause economic damage to agriculture. The knowledge of species' biology is important 

for management techniques. This study aimed to evaluate the genetic variability of six single 

spore isolates of S. maydis using ISSR molecular marker. The isolated DNA of S. maydis was 

extracted by the CTAB method, and the amplification of fragments by PCR technique using 

42 ISSR primers. The PIC (polymorphic information content), MI (marker index) and RP 

(resolving power) indices were calculated to determine the 10 ISSR primers more informative 

for studies of genetic variability of S. maydis. The genetic similarity among individuals was 

calculated using Jaccard coefficient and the dendrogram of similarity among isolates from the 

UPGMA method. Of the 42 primers, 50% had good amplification products. The 

polymorphism average was 90.44%. The PIC, MI and RP values ranged between 0.31 to 0.45, 

4.84 to 18.46 and 0.40 to 10.00, respectively. Cluster analysis showed the same trend in the 

topology of the generated dendrograms, allowing separate isolates of S. maydis the same city 

(I2, I3, I5 and I6 - Vitorino) in different groups and not gathering the I4 (Guarapuava) in 

relation to other isolated, suggesting a high genetic variability. The UBC 848, 873, 808, 811, 

807, 827, 861, 868, 809 and 835 primers showed the best results for the analysis of genetic 

variability. The mean genetic similarity among isolates was 34%, showing the existence of 

high genetic variability among the six isolates of S. maydis. 

 

Keywords: Ear rot; ISSR; similarity. 
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6.1 INTRODUÇÃO 

 

O fungo S. maydis (Berk.) Sutton [Sin. Diplodia maydis (Berk.) Sacc.; D. zeae (Scw.) 

Lev.] é o agente etiológico da podridão de diplodia, também conhecida como podridão do 

colmo e da espiga, na cultura do milho (BRESSAN e FIGUEIREDO, 2003; CASA et al., 

2006). 

Os sintomas na espiga iniciam quando a palha despigmenta e fica com coloração 

parda. Quando a infecção ocorre logo após a polinização, o micélio do fungo aparece entre os 

grãos, a espiga vai tornando-se esbranquiçada, as palhas ficam aderidas aos grãos, e estes 

ficam enrugados e leves. Porém, quando são infectadas no final do ciclo, não há 

manifestações externas, mas é possível ver o micélio do fungo crescendo entre os grãos. Os 

grãos, quando infectados pela doença, apresentam coloração cinza fosco a marrom (DUARTE 

et al., 2009). 

As sementes infectadas são a principal fonte de inóculo, pois a infecção inicia-se na 

espiga pelos conídios disseminados pelo vento e o micélio do fungo cresce entre os grãos 

deixando o inóculo viável por muito tempo (CASA et al., 2004; CASA et al., 2006; REIS e 

MARIO, 2003). O manejo das podridões de grãos envolve ações integradas de manejo, como 

rotação de culturas, manejo do solo, época de semeadura, destruição de restos culturais, 

utilização de cultivares resistentes e sementes livres de patógenos (JULIATTI et al., 2007). 

A detecção de fungos através da análise do DNA por meio da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) em combinação com marcadores moleculares provou ser uma alternativa 

viável para diagnosticar várias doenças e tem sido utilizada para identificar e quantificar 

vários patógenos de plantas (LEE et al. 2002; BARROCAS et al., 2012). 

Os marcadores moleculares são sequências específicas de DNA capaz de diferenciar 

dois ou mais indivíduos. Esta ferramenta molecular possibilitou identificar e diferenciar 

linhagens, híbridos, cultivares e espécies. Além disso, estimar o grau de parentesco, a 

diversidade e variabilidade genética, detectar polimorfismos a níveis de loci específicos, de 

locus de características quantitativas (QTLs) e ao nível da totalidade do genoma. 

Adicionalmente, facilitam a construção de mapas de ligação e o mapeamento genômico de 

características agronômicas (BENKO ISEPPON et al., 2003; MOULIN et al., 2012; MIR e 

VARSHNEY, 2013). 

Um dos marcadores moleculares baseados em PCR amplamente utilizados são os 

ISSRs (Inter Simple Sequence Repeat). A técnica ISSR amplifica fragmentos entre duas 
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regiões microssatélites repetidas e em sentidos opostos sem a necessidade de conhecimento 

prévio do genoma. O primer desse marcador ancora na extremidade 5’ ou 3’, com uma a 

quatro bases específicas ou degeneradas (WANG et al., 2009). O marcador ISSR possibilita 

realizar análises de variabilidade genética entre espécies associadas e em populações de 

fungos patogênicos, podendo fornecer informações úteis para o manejo de doenças 

(CHADHA e GOPALAKRISHNA, 2007; TAKATSUKA, 2007). 

Stenocarpella maydis é um fungo patogênico importante na cultura do milho e nada se 

conhece sobre a variabilidade genética desta espécie utilizando marcadores. Portanto, visto 

que o uso de marcadores moleculares é uma ferramenta importante na geração de dados 

genéticos sobre fungos, este trabalho objetivou avaliar a variabilidade genética entre isolados 

monospóricos de Stenocarpella maydis utilizando o marcadore molecular ISSR. 
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6.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.2.1 Local das análises 

 

As análises moleculares foram realizadas no laboratório de Genética e Biologia 

Molecular Vegetal, do Departamento de Ciências Biológicas da Universidade Estadual do 

Centro-Oeste, Unicentro, Campus Cedeteg, Guarapuava, Paraná. 

 

6.2.2 Extração de DNA 

 

O DNA de seis isolados de S. maydis (Tabela 8), obtidos no Capítulo I, foi extraído de 

acordo com o protocolo de Doyle e Doyle (1987). A partir de culturas puras, o micélio do 

fungo foi raspado com espátula e macerado em nitrogênio líquido, com auxílio de almofariz e 

pistilo, até obter um pó bem fino. Ao tubo contendo micélio macerado foi acrescentado 700 µl 

de tampão de extração (20mM de EDTA, 100mM de Tris-HCl pH 8,0, 1,4M de NaCl, 2% de 

CTAB, 0,4% de β-mercaptoetanol). Os tubos foram levados ao banho maria a 65 °C por 45 

min. O DNA foi separado da solução por precipitação com clorofórmio álcoolisoamílico 

(24:1) e centrifugação. Em seguida foram realizadas sucessivas lavagens com etanol para 

obtenção de um DNA limpo. Depois de seco, o DNA foi ressuspendido em tampão TE  

tratado com RNAse. O DNA obtido foi armazenado a -20°C até o momento do uso. 

 

Tabela 8. Codificação e local de coleta dos isolados de Stenocarpella maydis utilizadas neste 

estudo. Guarapuava: Unicentro, 2014. 

Código Município Estado Código Município Estado 
I1 São Jorge d’Oeste PR I4 Guarapuava PR 
I2 Vitorino R3 PR I5 Vitorino R8 PR 
I3 Vitorino R4 PR I6 Vitorino R1 PR 

 

6.2.3 Quantificação do DNA 

 

A quantificação do DNA foi feita em gel de agarose a 0,90%, corado com brometo de 

etídeo. O resultado da eletroforese foi visualizado em luz UV e fotodocumentado com sistema 

digital. Para determinação da quantidade de DNA em cada amostra foi utilizado um padrão de 

peso molecular conhecido o DNA do fago Lambda (λ). 

 



 

45 
 

6.2.4 Amplificação do DNA 

 

Para as análises moleculares foram testados 42 primers ISSR (Tabela 9), para que 

destes fossem selecionados os primers mais informativos para S. maydis. 

As reações de amplificação do DNA de cada isolado via PCR foram conduzidas em 

volume final de 12,5 μL contendo: 20 ng de DNA, 0,2μM de primer, 200 μM de cada dNTP, 

1,5 mM de MgCl2 e 1 U de Taq DNA Polimerase e tampão para PCR 1X. Para a 

amplificação, o termociclador foi programado para desnaturação inicial a 94ºC por cinco 

minutos, seguida de 35 ciclos de 94ºC por 45s, temperatura de anelamento dos primers por 

45s e 72ºC por 90s, e por fim foi feito um passo a 72°C por cinco minutos para extensão final 

dos fragmentos. 

Os produtos de amplificação foram resolvidos em gel de agarose a 1,8% a 110 V 

corado com brometo de etídeo (0,5 μg mL
-1). O resultado da eletroforese foi visualizado em 

luz UV e fotodocumentado por sistema de captura digital. Para determinação do tamanho dos 

fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb. 

 

6.2.5 Análises estatísticas - ISSR  

 

Somente os fragmentos que apresentaram bom padrão de resolução foram 

considerados. Os produtos de amplificação dos primers ISSR (Tabela 9) foram classificados 

visualmente quanto à presença (1) ou ausência (0) dos fragmentos em análise. A porcentagem 

de polimorfismo de cada primer ISSR foi calculada dividindo o número de fragmentos 

polimórficos pelo número total de fragmentos amplificados. 

Neste trabalho foram utilizados três índices para determinar os primers ISSR mais 

informativos sendo: o PIC (conteúdo de informação polimórfica), o MI (índice do marcador) 

e RP (poder de resolução). 

O PIC foi calculado como proposto por Roldán-Ruiz et al. (2000): 

 

PIC = 2 fi1 (1- fi2) 

Sendo: 

fi1  = frequência dos fragmentos presentes no marcador no mesmo locus; 

(1- fi2) = frequência dos fragmentos ausentes no marcador no mesmo locus. 
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Tabela 9. Primers ISSR utilizados para amplificação do DNA de seis isolados de 

Stenocarpella maydis provenientes dos municípios de Guarapuava, São Jorge 

d’Oeste e Vitorino. Guarapuava: Unicentro, 2014. 

Primer Sequência* TAºC Primer Sequência* TAºC 
UBC 807 (AG)8T 52 UBC 848 (CA)8RG 55 
UBC 808 (AG)8C 50 UBC 852 (CT)8RA 52 
UBC 809 (AT)8T 55 UBC 855 (AC)8YT 55 
UBC 810 (GA)8T 52 UBC 856 (AC)8YA 55 
UBC 811 (GA)8C 53 UBC 857 (AC)8YG 54 
UBC 813 (CT) 8T 50 UBC 858 (TG)8RT 52 
UBC 814 (CT)8A 50 UBC 859 (TG)8RC 55 
UBC 815 (CT)8G 53 UBC 860 (TG)8RA 52 
UBC 817 (CA)8A 52 UBC 861 (ACC)6 52 
UBC 820 (GT)8T 52 UBC 864 (ATG)6 50 
UBC 822 (TC)8A 55 UBC 866 C(TCC)5TC 55 
UBC 823 (TC)8C 55 UBC 868 (GGA)6 50 
UBC 824 (TC)8G 50 UBC 873 (GACA)4 50 
UBC 826 (AC)8C 52 UBC 878 GGA(TGGA)3T 54 
UBC 827 (AC)8G 53 UBC 881 (GGGGT)3 53 
UBC 828 (TG)8A 50 UBC 886 VDV(CT)7 55 
UBC 834 (AG)8YT 52 UBC 889 DBD(AC)7 52 
UBC 835 (AG)8YC 54 UBC 890 VHV(GT)7 54 
UBC 836 (AG)8YA 53 UBC 891 HVH(TG)7 54 
UBC 840 (GA)8YT 53 UBC 899 CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 55 
UBC 843 (CT)8RA 54 UBC 900 ACTTCCCCACAGGTTAACACA 55 
* Y = (C,T); R = (A, G); H = (A, C, T); B = (C, G, T); V = (A, C, G); D = (A, G, T) 
TA°C: temperatura de anelamento do primer em graus Celcius. 
 

O índice de marcador (MI) foi calculado de acordo com Varshney et al. (2007): 

 

MI = PIC x EMR 

 

A relação efetiva múltipla (EMR) foi calculada da seguinte maneira: 

 

EMR = n x β, 

 

Sendo: 

n = total de fragmentos de amplificação do primer / n° total de isolados analisados; 

β = número de fragmentos polimórficos / número de total de fragmentos amplificados. 

 

O poder de resolução (RP), isto é, a distribuição de alelos pelos genótipos amostrados 

foi calculada de acordo com Prevost e Wilkinson (1999): 
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RP = Σ Ib 

Sendo Ib calculado pela fórmula: 

 

Ib = 1 – (2 |0,5 – p|) 

 

Sendo: 

p = proporção de indivíduos que contém o fragmento. 

 

Após obtenção dos índices foram calculadas as correlações entre PIC e MI, MI e RP, 

RP e PIC. Com base nos resultados foram selecionados os 10 primers mais informativos para 

estudos genéticos com o fungo S. maydis. A primeira seleção foi definida de acordo com a 

combinação dos valores dos índices PIC, MI e RP. O segundo critério de seleção baseou-se 

nos maiores valores do PIC como MI. O terceiro critério adotou-se os maiores valores para o 

RP e MI. O quarto critério, os maiores valores do RP e do PIC. O último critério levou-se em 

consideração apenas o maior valor para o RP. Os primers selecionados em cada etapa foram 

eliminados para as próximas seleções. 

A similaridade genética entre os isolados de S. maydis foi estimada com base no 

coeficiente de similaridade de Jaccard utilizando o software NTSYS 2.2 (Numerical 

Taxonomy Analyses System) (ROHLF, 2007) e o dendrograma de similaridade entre os 

isolados do fungo foi obtido pelo método UPGMA. Os coeficientes de similaridade entre os 

isolados de S. maydis bem como a análise de agrupamento dos isolados foram realizadas para 

os quatro grupos de primers ISSRs mais informativos de acordo com os critérios de seleção 

de primers pré-estabelecidos. Um primeiro momento foi utilizado todos os 21 primers ISSR, 

em segundo momento, somente os primers mais informativos (com base nos três índices 

calculados), em terceiro, utilizando os 10 primers com maiores valores de PIC e em quarto, os 

10 primers com maiores valores de RP. 
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.3.1 Seleção dos primers ISSRs 

 

Entre os 42 primers testados nos seis isolados de S. maydis, 21 (50%) apresentaram 

bom perfil de amplificação. Os primers UBC 859 e UBC 886 evidenciaram um excelente 

padrão de amplificação e são apresentados na Figura 2. O número total de fragmentos 

amplificados pelos 21 primers foi de 243, média de 11,5 fragmentos por primer (Tabela 10). 

O número de fragmentos polimórficos foi de 219, com índice médio de polimorfismo de 

90,44%. A porcentagem de fragmentos polimórficos variou de 38,40% para o primer UBC 

891 a 100% para os primers UBC 808, 809, 810, 815, 823, 836, 848, 855, 868, 873 e 878. O 

número de fragmentos amplificados por primer e a porcentagem de polimorfismo são 

apresentados na Tabela 10. O maior número de fragmentos amplificados foi obtido com os 

primers UBC 848 e UBC 890 (18 fragmentos), e o menor com o UBC 828 (5 fragmentos). De 

maneira geral, os primers ISSr amplificaram fragmentos com tamanho individual de 100 a 

1700 pb (Tabela 10). 

Figura 2. Padrão de amplificação dos primers ISSR UBC 859 e UBC 886 nos seis isolados 

de S. maydis. A seta a esquerda indica o fragmento de 600 pb. M = marcador de 

peso molecular DNA Ladder 100 pb. Guarapuava: Unicentro, 2014. 

 

Li et al. (2012) estudaram a diversidade genética de isolados de Phytophthora capsidi 

utilizando marcadores moleculares ISSR. Dos 40 primers analisados, 13 (32%) produziram 

UBC859 UBC886UUBCC885599 UUBBCC88866UBC859 UBC886



 

49 
 

fragmentos claros e robustos. A comparação destes dados com os obtidos neste trabalho 

evidenciaram a maior eficiência dos primers ISSR na análise genética de S. maydis do que 

com o fungo Phytophthora capsidi.  

Com relação à porcentagem de polimorfismo, Nghia et al. (2008) genotipando 

isolados de Corynespora cassiicola a partir de oito primers ISSR amplificaram 106 

fragmentos de DNA, com índice de polimorfismo de 91,50%. Archana et al. (2014), 

trabalhando com o mesmo marcador em Bipolaris oryzae relataram elevado polimorfismo 

(83,33 a 95,45%). Estes resultados encontrados na literatura junto com o presente trabalho 

confima o potencial do marcador molecular ISSR para identificar polimorfismo em fungos. O 

índice de polimorfismo tem sido utilizado por alguns autores para predizer a diversidade 

genética nas espécies. Desta forma, é possível inferir que o elevado polimorfismo molecular 

encontrado para este marcador esteja associado a alta variabilidade genética entre os seis 

isolados de S. maydis. 

Os valores de PIC variaram de 0,31 (UBC 836 e UBC 891) a 0,45 (UBC 811), com 

média de 0,36 (Tabela 10). Segundo Roldán-Ruiz et al. (2000) o valor do PIC de cada 

marcador é representado pela probabilidade do marcador estar presente ou ausente em dois 

indivíduos aleatórios da população. O PIC varia de zero para os marcadores monomórficos a 

0,5 para os marcadores presentes em 50% dos genótipos e ausente nos outros 50%. O PIC 

comprova a existência de variabilidade genética, ou seja, quanto mais próximo de 0,50 for o 

valor de PIC, maior será a capacidade do primer em diferenciar indivíduos de um grupo bem 

como possibilita estimar a variabilidade genética dentro e entre populações. 

O índice MI variou de 4,84 (UBC 891) a 18,46 (UBC 808), com média de 14,01 

(Tabela 10), sendo índices superiores aos relatados por Archana et al. (2014), a partir de 

primers ISSR em isolados de B. oryzae (MI 3,57 a 8,32). Segundo Tatikonda et al. (2009), não 

há um valor ideal para MI, assim pode-se analisar os resultados desse índice comparando os 

valores de cada primer utilizado no estudo, os melhores serão sempre os que apresentarem os 

maiores valores. 

Para o cálculo de MI, os valores de PIC são levados em consideração e são 

multiplicados pelo índice que considera o número total de fragmentos e o número de 

fragmentos polimórficos, considerando a média entre os níveis de polimorfismo e a 

capacidade de identificação de locus polimórficos, mostrando que o MI é o índice que mede a 

utilidade do marcador (VARSHNEY et al., 2007). 
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Tabela 10. Relação dos 42 primers ISSR utilizados com seus respectivos parâmetros em 

Stenocarpella maydis. Número total de fragmentos amplificados (NT), intervalo 

dos fragmentos (IF), porcentagem de polimorfismo (%P), conteúdo de informação 

de polimorfismo (PIC), índice de marcador (MI) e poder de resolução (RP). Os 

primers sombreados foram os 10 com melhores valores combinados dos índices 

PIC, MI e RP. Guarapuava: Unicentro, 2014. 

Primer 
 

Produto de 
amplificação 

NT IF %P PIC MI RP 

UBC 807  12 300 - 1200 91,6 0,36 16,20 5,60 
UBC 808  8 350 - 1300 100 0,38 18,46 4,40 
UBC 809  15 250 - 850 100 0,42 17,25 0,68 
UBC 810  8 340 - 850 100 0,34 13,78 3,66 
UBC 811  9 300 - 1400 77,7 0,45 17,28 0,74 
UBC 813 - - - - - - - 
UBC 814 - - - - - - - 
UBC 815  9 300 - 1700 100 0,36 14,75 0,55 
UBC 817 - - - - - - - 
UBC 820 - - - - - - - 
UBC 822 - - - - - - - 
UBC 823  8 500 - 1600 100 0,32 12,93 0,41 
UBC 824 - - - - - - - 
UBC 826 - - - - - - - 
UBC 827  11 430 - 1250 54,5 0,37 9,89 3,20 
UBC 828  5 500 - 1630 80 0,36 11,70 2,00 
UBC 834 - - - - - - - 
UBC 835  16 100 - 1100 93,7 0,42 16,03 0,66 

UBC 836  15 150 - 800 100 0,31 12,90 0,44 
UBC 840 - - - - - - - 
UBC 843 - - - - - - - 
UBC 848  18 350 - 1600 100 0,38 15,50 10,00 
UBC 852 - - - - - - - 
UBC 855  9 480 - 1600 100 0,33 13,50 0,44 
UBC 856 - - - - - - - 
UBC 857 - - - - - - - 
UBC 858 - - - - - - - 
UBC 859  12 230 – 1590 91,6 0,37 14,06 0,57 
UBC 860 - - - - - - - 
UBC 861  10 420 - 1200 90 0,33 12,37 4,33 
UBC 864 - - - - - - - 
UBC 866 - - - - - - - 
UBC 868  9 390 - 1300 100 0,32 13,00 4,00 
UBC 873  12 280 - 1200 100 0,41 16,87 8,66 
UBC 878  10 400 - 1600 100 0,35 14,17 0,50 
UBC 881 - - - - - - - 
UBC 886  16 230 - 1650 87,5 0,36 14,71 0,53 
UBC 889 - - - - - - - 
UBC 890  18 300 - 1600 94,4 0,36 14,12 0,56 
UBC 891  13 390 - 1600 38,4 0,31 4,84 0,40 
UBC 899 - - - - - - - 
UBC 900 - - - - - - - 
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Em relação ao RP, os valores variaram de 0,40 (UBC 891) a 10,00 (UBC848), com 

média de 2,49 (Tabela 10). Segundo Estrada et al. (2007), o RP dos 14 primers ISSR 

utilizados para avaliar a diversidade genética de isolados de Beauveria bassiana variou de 

1,10 para o primer UBC 891 a 8,90 para o UBC 888. Esses autores observaram que os 

primers com os maiores valores de RP foram os UBC 888, 809, 885 e 810 com 8,90; 7,90; 

6,60 e 6,60, respectivamente. Por outro lado, o UBC 873 foi o único primer capaz de 

diferenciar os onze isolados analisados. 

O cálculo de RP considera indiretamente o número de fragmentos polimórficos de um 

primer e a quantidade de indivíduos em que esses fragmentos estão presentes. O poder de 

resolução do primer apresenta várias aplicações, sendo a mais importante, a capacidade de 

separar indivíduos dentro de uma população. Para este índice não há um valor máximo 

estabelecido, portanto, quanto maior for o valor de RP, maior será o poder de distinção entre 

os indivíduos (PREVOST e WILKINSON, 1999). 

A partir da estimativa dos índices de PIC, MI e RP, foram selecionados os primers 

ISSR mais informativos. Obedecendo aos critérios estabelecidos na metodologia de seleção 

de primers, para o primeiro critério foram selecionados os primers UBC 848, 873, 808 e 811; 

para o segundo UBC 809 e 835; o terceiro UBC 807, o quarto UBC 827 e o quinto UBC 861 

e 868, totalizando 10 primers (Tabela 10). 

Segundo TATIKONDA et al. (2009), os índices PIC, MI e RP são importantes e 

eficientes na identificação dos primers mais informativos. Neste trabalho, a utilização dos 

índices PIC, MI e RP permitiu selecionar 10 primers ISSR mais informativos para separar os 

isolados de S. maydis (Tabela 10). 

 

6.3.2 Variabilidade genética 

 

A similaridade genética entre os seis isolados de Stenocarpella maydis obtida a partir 

de 219 fragmentos polimórficos amplificados através de 21 primers ISSR oscilou de 0,27 a 

0,53, com similaridade média entre todos os isolados de 0,37. No dendrograma construído 

com os 21 primers (Figura 3A) foi possível observar dois grupos, um constituído por três 

isolados (I1, I2 e I3) e o outro por dois (I5 e I6). O isolado I4 de Guarapuava permaneceu 

individualizado.  

A similaridade genética entre os isolados de S. maydis obtida a partir dos 10 primers 

mais informativos (selecionados com base nos três índices) (Tabela 10) variou de 0,27 a 0,53, 

com média de 0,33. No dendrograma gerado por estes primers é observada a formação de um 
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grupo com quatro isolados (I1, I2, I3 e I6) e os isolados I4 e I5 não se agruparam (Figura 3B). 

 

 

Figura 3. Dendrogramas dos seis isolados de Stenocarpella maydis gerados com dados dos 

marcadores ISSR. A) dendrograma obtido utilizando 21 primers; B) dendrograma 

obtido utilizando os 10 primers mais informativos; C) dendrograma obtido 

utilizando os 10 primers com melhores valores de PIC; D) dendrograma obtido 

utilizando os 10 primers com melhores valores de RP. I1 - São Jorge d'Oeste; I2 - 

Vitorino R3; I3 - Vitorino R4; I4 - Guarapuava; I5 - Vitorino R8; I6 - Vitorino R1. 

Guarapuava: Unicentro, 2014. 

 

Segundo Roldan-Ruiz et al. (2000), o PIC representa a probabilidade de se achar o 

marcador em seus dois estados, de ausência e de presença. Para marcadores dominantes os 

valores de PIC variam de zero, para marcadores monomórficos, até 0,50 para aqueles que 

estiverem ausentes em metade da amostra e presentes na outra metade. Portanto, quanto mais 

próximo de 0,50, maior a eficiência do marcador, sendo ampla a sua possibilidade de uso para 

determinar a variabilidade genética. A similaridade genética entre os isolados de S. maydis 

utilizando os 10 primers com maiores valores de PIC (UBC 848, 873, 808, 827, 811, 809, 

835, 859, 890 e 815.) oscilou entre 0,16 e 0,58, com média de 0,34. No dendrograma gerado 

com os primers de maior PIC foi observada semelhança com o dendrograma formado pelos 
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primers mais informativos, que agruparam os isolados I1, I2, I3 e I6 em um grupo e os 

isolados I4 e I5 não foram agrupados (Figura 3C). 

O RP do primer é um índice que caracteriza e indica seu potencial discriminatório, o 

qual está relacionado com a capacidade de separar os isolados de uma mesma população 

(PREVOST e WILKINSON, 1999). Para este índice não há um valor ótimo estabelecido, 

portanto os primers são classificados de acordo com os maiores valores, sendo estes os que 

apresentam maior capacidade de discriminação dos genótipos (PREVOST e WILKINSON, 

1999). A similaridade genética entre os isolados estudados, obtida utilizando os 10 primers 

com melhores valores de RP (UBC 848, 873, 807, 808, 861, 868, 810, 827, 828 e 811) variou 

de 0,20 a 0,60, com média de 0,35. O dendrograma gerado a partir destes primers mostrou 

semelhança com os dendrogramas formados pelos 10 primers mais informativos e pelos 10 

primers com os maiores valores de PIC (Figura 3D). 

Com relação a similaridade entre isolados de fungos, Kandan et al. (2014) estudaram a 

diversidade molecular de 36 isolados de Bipolaris sativa utilizando oito primers ISSR e 

verificaram que a similaridade genética entre eles variou de 22,10% a 95,50%, sendo que o 

método UPGMA agrupou os isolados em quatro grandes grupos e dois subgrupos com 

isolados individuais. Neste trabalho, a menor similaridade obtida tanto com os 21 primers ou 

com os 10 mais informativos foi de 27%. 

O isolado I2, de Vitorino mostrou-se mais semelhante ao isolado I1 proveniente do 

município de São Jorge d´Oeste do que com os outros isolados de Vitorino em todos os 

dendrogramas (Figura 3). Essa semelhança pode ser explicada devido à proximidade dos 

municípios, pois os grãos infectados, principal fonte de inóculo (CASA et al., 2006), podem 

ser armazenados no mesmo local e transportados de um município para outro frequentemente. 

A comparação dos dendrogramas obtidos (Figura 3) evidenciou que os isolados I5 e I6 

foram agrupados somente no dendrograma com os dados dos 21 primers. Também foi 

observado que o isolado I4 foi agrupado com o isolado I5 somente no dendrograma obtido 

com os dados de RP (Figura 3). Isso pode ter ocorrido pelo fato do isolado I4 ser de 

Guarapuava, município mais distante dos outros locais de coleta. Mesmo com estas pequenas 

diferenças, a disposição de todos os dendrogramas mostra que em todos eles não foi alterado a 

tendência de posicionamento dos isolados em relação aos seus pares mais próximos (figura 3). 

O agrupamento de isolados de mesma origem em grupos diferentes (Figura 3) 

demonstra que os isolados possuem alta variabilidade genética dentro do mesmo município. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Kumar e Sharma (2011) que observaram que 

os isolados de Trichoderma viride formaram dois subgrupos dentro do cluster, sendo que os 
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isolados Tv2, T15 e TV32 formaram o primeiro subgrupo enquanto Tv4 e TvChen TvNir 

formaram o outro. Entretanto, o isolado TV12 não se agrupou com nenhum dos dois 

subgrupos e apresentou pouca similaridade com o ramo principal. 

Dinolfo et al. (2010) estudaram a variação genética entre isolados de Fusarium poae 

utilizando marcadores ISSR e verificaram que isolados da mesma região geográfica 

apareceram em grupos diferentes, considerando os vários ambientes agrícolas onde foram 

coletados os isolados. Os nossos resultados e os obtidos por Dinolfo et al. (2010) 

demonstraram que as condições ecológicas, o isolamento geográfico e a rotação de culturas 

não tiveram efeito significativo sobre a distribuição da variabilidade genética dos isolados.  

Os dados relativos aos 10 primers mais informativos neste trabalho se destacaram, 

demonstrando alta variabilidade genética entre os isolados, pois a média entre os coeficientes 

de similaridade foi a mais baixa (0,33), ou seja, os isolados foram similares em 33%. Estes 

resultados mostram que a discriminação entre os isolados pode ser feita utilizando somente os 

primers mais informativos. A diminuição do número de primers minimiza o custo e o tempo 

de trabalho em laboratório para realizar as análises (VARSHNEY et al., 2007). 

A boa caracterização molecular depende do emprego de marcadores que apresentem 

boa reprodutibilidade e polimorfismo capazes de diferenciar os isolados quanto a sua 

variabilidade. Os primers ISSR demonstraram alto polimorfismo, reforçando que a base 

genética do fungo S. maydis é ampla. Esses resultados corroboram com a baixa similaridade 

genética (33%) observada entre os isolados. O poder resolutivo do marcador molecular ISSR 

possibilita inferir sobre a redução no número de primers a serem utilizados em S. maydis, ou 

seja, de 42 primers para 10, mantendo a diferenciação eficiente entre os isolados. 

A análise da variabilidade genética entre isolados de interesse torna-se muito 

vantajoso no processo de conhecimento da base genética da espécie, principalmente em 

relação a fungos de grande interesse agrícola, como S. maydis, causador da podridão do colmo 

e da espiga em milho. 
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6.4 CONCLUSÕES 

 

- Os primers UBC 848, 873, 808, 811, 807, 827, 861, 868, 809 e 835 combinados 

ofereceram boa discriminação dos isolados de S. maydis, podendo substituir os demais 

primers estudados. 

- A análise de agrupamento evidenciou a mesma tendência na topologia dos 

dendrogramas gerados, possibilitando separar isolados de S. maydis do mesmo município (I2, 

I3, I5 e I6 – Vitorino) em grupos diferentes e não agrupando o I4 (Guarapuava) em relação 

aos demais isolados. 

- A similaridade genética média entre os isolados foi de apenas 34%, demonstrando 

que os isolados de S. maydis possuem alta variabilidade genética. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

- Os resultados com o Blotter Test mostraram maior incidência do fungo Fusarium 

spp. e menor de Stenocarpella maydis nas diferentes amostras de grãos de milho. A baixa 

incidência de S. maydis é causada, em parte, pelos fungos Fusarium spp., Penicillium spp. e 

Aspergillus spp. inibirem seu crescimento. 

- Para o crescimento micelial de S. maydis os meios BDA e BSA se destacaram nos 

dois experimentos, independentemente do regime de luz e da utilização de antibiótico. 

- Os fungos Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp. inibiram o crescimento 

de S. maydis em 41,50, 59,50 e 39,50%, respectivamente. 

- Os primers UBC 848, 873, 808, 811, 807, 827, 861, 868, 809 e 835 combinados 

ofereceram boa discriminação dos isolados de S. maydis, podendo substituir os 42 primers 

utilizados. A similaridade genética média entre os isolados foi de 34%, evidenciando alta 

variabilidade genética entre os isolados de S. maydis.  
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