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1 - INTRODUÇ!Q 

> J,,., 
• 

A 

O milho e uma cultura de grande imp'.)rtancia ec')ncirnic.q_ na a-

11.inentaçã') hurnri.na e animal, tant') "in natura n com') industrializad0. 

No Brasil, este cereal ocupa uma posição de destaque, quer 

se trate do volume de sua produção ou de sua área cultivada. Entretan-

to, nas nossas condições, o milho esti sujeito a incidência de um número 

relativamente grande de doenças e, dentre estas destaca-se a morte dos 

11seedlings 11 causada por Fusarium moniliforme Sbeldon ( Gibberella fuj;i -

kuroi (Saw) Wr.) , que dependendo das condições ambientais poderá causar 

d 
. ( gran es preJuizos. 

.. 
. Para o controle, a medida mais adequada e econorruca consis-

te no emprego de variedades resistentes. 

A detecção de fontes de resist,?ncia a patÓgenos mediante o 

.,, . ' � . ,, uso de toxina em sementes germinadas e muito deseJavel, pois, alem de 

ser um teste mais rápido, é menos afetado por efeitos de fatores ambien-
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tais. 
, 

Neste sentido ja se tem conhecimento de trabalhos realizados, em 

diferentes partes do mundo, realçando assim, a importância do uso da to-

. , ~ 

xina no metodo de seleçao. 

O presente trabalho teve por objetivos estudar os efeitos 

do período de cultivo e composição do meio de cultura sobre o desenvolvi 

mento de Fusarium moniliforme Sheldon, pH do meio, produção de toxina Ri 

lo patÓgeno e o possivel uso da mesma na seleção de material resistente. 
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2 - REVISÃO B IBLIOGRÁFICA 

Segundo DJAK.AMIHARDJA (5) , Fuso.rium moniliforme (Sheld) 

Snyd. Hans. foi consto. tado pela primeira vez em Nebraska, em 1904, 

causando podridÕes de espigas de milho e foi descrito por SHELDON com 

o nome de Fusarium moniliforme Sheldon.

De acordo com TJJ:ESSIAEN & CASSINI (16) , Fusarium monili

forme Sheldon (Gibberella fuj1kuroi (Saw) Wr.) caracteriza-se pela 

ausência de clamidosporos, microconidios abundantes e pequenos, eliti 

cos, em cadeias sobre conidiÓforos alongados. 

MESSIAEN & CASSINI ( 16) , MESSIAEN ( 15) e EDWARDS ( 6) r!Z 

lataram a existência de uma variedade; Gibberella moniliforme var. 

subglutinans (Sheld) Snyd. Hans., cujos microconidios são produzi-

dos em falsas cadeias e nao na forma normal de cadeias. 

Todavia, SNYDER & HANSEN (23) , em suas investigações 

com Fusarium moniliforme , concluíram que a formação de microconidios 
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em cadeias é instável e portanto imprópria para a separaçao de varieda

des, considerando então Fusarium moniliforme e Fusarium moniliforme 

var. subglutinans como sinônimos. Porém, BOOTH (1) relatou que em 

Fusarium moniliforme os microconidios são formados em fiálides simples, 

usualmente em cadeias, enquanto que para Fusarium moniliforme var. sub

glutinans os microconidios são formados em polifiálides, não em cadeias. 

Com relação a doença de plântulas de milho causada por es

te patÓgeno, os trabalhos desenvolvidos por MOHAMED et alii (17), FU 

TRELL & KILGORE (8) mostraram que Fusariwn moniliforme pode afetar a e

mergência, stand e vigor das plântulas, produzindo, posteriormente, clo

rose, necrose e finalmente morte das mesmas. 

No tocante aos efeitos produzidos pelo fungo e produtos me

tal:Ólicos do mesmo, MOHA:'-IBD et alii (17) e SCDTT & FUTRELL (21) observ� 

raro que filtrados de culturas de Fusê:rium moliforme , quando colocados 

em plântulas de milho, causavam os mesmos sintomas que aqueles observª 

dos quando as plântulas foram inoculadas com o fungo. 

FUTRELL & KILGORE (8) , cultivando plântulas de milho em 

cultura axênica com Fusariwn moniliforme, observaram que o sistema radi 

cular apresentou uma inibição no seu elongamento e concluíram que o mo

do de ação da inibição foi causada por uma toxina produzida pelo fungo. 

Esta inibição foi também observada por SCOTT & FUTRELL (21), quando co

locaram sementes de milho para germinar em papel de filtro embebido em 

solução contendo toxina produzida por Fusarium �iforID§.. 

Com relação a especificidade, KIRSEY et alii (11) demons-
~ , I traram que a toxina produzida por Fusariwn moniliforme nao e especifica 

para milho, pois é capaz de inibir coleÓptilos de trigo, causar necrose 

e clorose em pl�ntulas de fumo e produzir efeitos tóxicos em animais. 



- 5 -

No tocante �s caracteristicas da toxina produzida por Fu

ªªri.!Jm moniliforme , FUTRELL & KILGORE (8) e SCOTT & FUTRELL (21) rel� 

taram ser esta toxina estável ao calor e col'l.pletamente solúvel em água, 

enquanto KIRSEY et alii (11) , encontrando caracteristicas fisicas e 

quimicas diferentes de outras toxinas conhecidas, evidenciaram a possi

bilidade de tratar-se estruturalmente de uma nova toxina, dando-lhe o 

nome 11moniliformina". Por outro lado, GAUMANN (9) relatou ser GiL-

berella fujikuroi capuz de produzir ácido fusárico e ácido dihidrofusá

rico juntamente com outras toxinas. 

Com relação aos fatores que afetam a atividade de uma toxi 

na, KUO & SCHEFFER (12) , estudando a toxina produzida por Helminthos -

poriw,1 Sfil:bonum Ullstrup, raça 1 ,  observaram que a temperatura, o tem 

po de exposição das raizes das plântulas à solução de toxina e a conceg 

tração da mesma afetam a sua atividade. 

SAAD et alii (20), procurando estudar a influência da ida

de do micélio e o efeito da aeração na produção de toxina, cultivaram 

Alternaria tenuis Nees em solução de Richard , em agitação. Durante um 

t periodo de 2 a 28 dias, efetuararn a filtragem de ctüturas e observaram, 

; . que o maximo de crescimento do fungo foi alcançado depois de 9 dias,mas 

nenhuma toxina foi detectada, mesmo após 28 dias. 

PRINGLE & SCHEFFER (18) , procurando estudar o efeito do 

periodo de cultivo do fungo sobre o pH da solução nutritiva, cultivaram 

Periconia circinata (Mangin) Saco. em meio de Fries, inicialmente, a

justado para um pH 5,4 . ApÓs 18 dias, eles observaram que a concen -

tração hidrogen-iÔnica caiu abaixo de pH 4,0, enquanto aos 28 dias e

levou-se próximo a pH 7,0 . 
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CHI & HANSEN (2), estudando o efeito do pH sobre o cresci 

men to de um isolado de Fusariwn �y_gp.Q!YID ( 56 - 3) em meio de Richard, 

observaram que a concentração hidrogen-iÔnica Ótima para o crescimento 

estava entre wn pH 5,0 - 5,5 , enquanto que acima de pH 6,5 ou abai

xo de pH 4,5 o crescimento era reduzido. 

Com relação� composição do meio de cultura e periodo de 

cultivo sobre a produção de toxina, SMEDEGARD- PETERSElN & NELSON (22) 

relataram que, quando isolados de .Q.Q.Q]i).inbolu!;i, heterostrophus Dreschs 

eram cultivados em meio de Fries suplementado com 2% de extrato de le-
~ . , 

vedura, a maior produçao de toxina era detectada apos 14 dias. 

Quanto ao emprego de toxina como um meio auxiliar para a 

detecção de resistência, vários trabalhos têm sido feitos usando rea

ções de plântulas de diversas gramineas, inclusive o milho, à toxinas 

produzidas por diferentes patÓgenos. Assim, YODER (29) e LUKE et alii 

(14), usando toxina de Phyllosticta !!lli,Ydis Arny Nelson e Helminthos 

porium victoriae Meehan Murphy , respectivamente em milho e aveia , 
,,... > l A 

chegaram a conclusao que e possivel separar plantulas resistentes e SUli

ceptiveis. 

Segundo STEINER & BYTHER (24) , a detecção de resistência 

a patÓgenos, mediante o uso de toxina é mais vantajosa, pois além de 

obter resultados mais rápidos, os mesmos sao menos afetados por efei -

tos de fatores ambientais. Além disso, as passiveis mudanças em vir� 

lência do patÓgeno, devido ao cultivo continuo em meio de cultura, são 

eliminadas, quando grande quantidade de toxina pode ser produzida e ar 

mazenada por um longo período de tempo. Estes autores cara.cterizaram 

parcialmente a toxina produzida por Helminthosporium sacchari (B. de 

Haan) Butl. e a utilizaram na seleção, em larga escala, de variedades 

de cana-de-açúcar resistentes à doença causadet por este fungo. 
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 - :Meios de Cultura Utilizados 

Cs meios de cultura empregados no presente trabalho foram 

os seguintes: 

A - Bata ta-dextrose-agar ( B D A) , TUI TE ( 25) 

Bata ta • º ••••• º ••••••• º •• º º º ••• 

Wxt.rose ••••••.••.••.••• º • º º •• 

Agar . . .. . . . .. .. . .. .. . .. .. . .. ..  0- • o tt ♦ -O ♦ O •

Água até completar 

200 g 

20 g 

15 g 

l.0CO ml

B - :Meio de Fries modificado, LUKE & WHEELER (13) 

Sacarose ••..•.•••.••••.••••••• 30 g 

Tartarato de am�nia ••••••••••• 5 g 

NH
4
No

3 
.. ..• ... ..... .•..••.. .. 1 g 

K
2

HP0
4 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 g 



Mgs0
4 

NaCl 

111 7 H
2 

O ••..••• º ••• o- ••••• 

• 7 H
2 

O • º º ••••• º •• º º º ••• 
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0,5 g 

0,1 g 

0,13 g 

Extrato de levedt1ra •.•.••••..• 1 g 

Água • º •••• º º • º •••••••••• •••• º ª 1. 000 ml 

C - Solt1ção de Richard, TUI TE ( 25) 

D - Meio de

Sacarose ..................... . 

NH
4

No
3 

o•••• o••••••••• o •o•••••• 

KH
2

PO 
4 

.••••.•••.•••.•••••••. º • 

MgSC:
4

. . . . . . . . . . . . . . . . .  º •••••• 

FeC1
3

. . . . . . . .. . . . .. . . . .. . . . . . .  º. 

Ágt1a · · · · • • t1 • • · · · · · · · · • • 0 & • • · · · 

cevada, RUIZ - TAPIADOR & LORDUY 

Grãos de cevada · · · · · • • o: c,- 0 0 0 0 0- •

Água . . . . . ... . . . . . . . .  0 • • · • • 0- 0 0 0 ♦ 0

50 g 

10 g 

5 g 

2,5 g 

traços 

1.000 ml 

(19) 

15C g 

17') ml 

Os meios de ct1ltt1ra, acima citados, foram esterilizados por 

at1toclavagem a llffia atmosfera de pressão, duru.nte 20 minlltos, sendo gt1e o 

meio de cevada foi esterilizado dt1as vezes com wn intervalo de 24 horas 

entre esterilizações. 

3.2 - Isolado Utilizado 

No presente trabalho foi t1tilizado um isolado de Ft1sarillm 

moniliforme Sheldon isolado de raízes de milho procedentes da região 

de Lavras, Minas Gerais. 
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J.J - Isolamento do PatÓgeno e Manutenção das Culturas

Para o isolamento, foi seguido a seguinte técnica: 

zes foram subdivididas em fragmentos de aproximadaments 1,0 cm de compri 

mento e desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sÓdio, (fórmu

la comercial contendo 5,2% de cloro-ativo) diluído na base de uma parte 

�este para urna parte de água, mediante a imersão dos fragmentos na solu-

ção durante um minuto. ApÓs a desinfestação, os fragmentos foram colo-

cados em placas de Petri contendo agar-água e mantidos�- temperatura am-

l•iente. Parte das colônias do fungo obtidas foram repicadas para tuL0s 

de ensaio contendo o meio inclinado de BDA (batata-dextrose-agar) e man 

tidas através de repicagens sucessivas. 

3.4 - Gbtenção da Toxina 

3.4.1 - Método de produção da toxina 

Para a obtenção do inÓculo a ser uss.do em estudo de produ -

çao de toxina, foi feita, em tubos de ensaio contendo as culturas do fuQ 

go, uma suspensão de conÍdios com água esterilizada, sendo transferido 

0,1 ml desta suspensão para os frascos erlemeyer , com capacidade de 

250 ml , que continham, separadamente, 50 ml dos meios de cultura de Ri-

chard , Fries e cevada, descritos no item 3.1 • Para cada meio de cul-

tura foram usados o 4 frascos, os quais foram colocados no escuro a 27 C, 

durante períodos correspondentes a 7, 14 e 21 dias. Com intervalos 

de 7 dias, a �artir da colocação da suspensão de conÍdios nos diferentes 

meios de cultura lÍquidos, o micélio foi removido dos mesmos, separo.d� 

mente paro. cada uma d'ls repetições de cad:1 tratamento em meios lÍquidos, 

para a determin':lção do peso seco do micélio, mediante a filtragem do cog 



- 10 -

teÚdo de cada frasco por um fuhil de Buchner com papel de filtro wbat

man n� 1 .  

O filtrado obtido ,para cada repetição de cada tratamento 

em meio lÍquido usado, foi utilizado para a determinação do pH , sendo, 

�m seguida, ajuntadas as quatro repetições de cada tratamento e proces

sados a seguir como um todo. 

A c,:i.da frasco contendo meio sÓlido, meio de cevada, foram 

adicionados 150 ml de água estéril, sendo o conteúdo homogeinizado me-

diante agitação. Em seguida, procedeu-se a uma primeira filtragem num 

pano, para eliminar as impurezas maiores, e passando-se, em seguida, o 

filtr3.do obtido por uni funil de Buchner contendo papel de filtro wbat-

o ' . ~ man n. 1 • Os filtrados correspondentes as quatro repetiçoes de, 

tratamento foram ajuntadas e processadas a seguir como um todo. 

cada 

Finalmente, todos os filtrados obtidos para os difer�ntes 

tratamentos foram submetidos, separadamente, a wna filtração através de 

filtros de nseitz11 
, previt.mente esterilizados à temperatura de 120° c 

e pressão de 1,0 atmosfera, durante 20 minutos, sendo em seguida conse� 

vados em congelador a - 18°c até a posterior purificação parcial. 

3.4.2 - Purificação Parcial da Toxina 

Para purificação parcial da toxina, foi utilizada 3. técni

ca de STEINER & BYTHER (24) , com ligeiras modificações, sendo ela em 

linhas gerais a seguinte: 

Os fil tr3.dos obtidos separ3.damente para cada meio de cul

tura e periodo de produção de toxina, num volume correspondente a 100 

ml para os meios liq uidos e 150 ml para os extra tos do meio de cevada, 

foram concentrados a 1: 10 do volume original, sob vácuo a 42° C .  
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Aos diferentes concentratos obtidos, foi adicionado igual volume de me-

o tanol, sendo os frascos guardados a 4 C por 24 horas. ApÓs este perio-

do, o precipitado resultante em cada frasco foi removido, separadamente, 

do sobrenadante mediante filtração em funil de Bucher contendo papel de 

filtro whatman n� 1 .  O filtrado obtido foi evaporado a vácuo, até me-

tade do volume, para eliminação do metanol. 

A fim de se ter maior segurança quanto a evaporaçao do met-ª 

nol, foi adicionado, separadamente, a cada concentrado, um volume igual 

de água, após o que foi feito nova evaporação até restarem, no frasco e

vaporador, 10 ml de solução contendo toxina par,1 extra tos obtidos em 

meios liquidos e 15 ml para extratos obtidos em meio de cevada. 

Finalmente, a solução contendo a toxina foi particiona.a� 

três vezes com igual volume de clorofórmio, sendo o clorofórmio descartQ 

do, após a separação nitida das fases orgânicas e aquosa, e guardada a 

fase aquosa, daqui pí1r diante referida como 11solução de toxina n. 

Os meios de cu1_tura, que servir,1m como testemunhas, pass'l -

ram pelos mesmos processos de filtração, extração e concentração. 

3.4.3 - Conservação da solução de toxina 

As 11soluçÕes de toxina 1
• f0r'lm ce>nservadas em congelad')r, a 

o , ~ ~ 

- 18-c, ate a utilizaçao p0r ocasiao d0s bioensaios.

3.5 - lliterminação d') Crescimento do Micélio do Fungo e do plLdos 

Filtrados de Cultura 

, 

O crescimento do fungo foi determinade> atraves do peso seco 
, • """ • ,V e do micelio obtid'.1, separadamente, para cada repetiçao da interiiça') perlQ 

d') de cresciment') e mei')s de cultura. 
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O micélio foi removido do meio liquido, por filtração a vi 

cuo, mediante a utilização de um funil de Buchner contendo papéis de 

filtro previamente pesados. Cs papéis de filtro juntamente com o miei_ 

lio foram colocados em estufa, a 80°G, por 24 horas, e em seguida colQ 

cados em dissecador contendo silicagel 0 posteriormente pesados. 

O pH do filtrado de cada repetição, para cada um dos meios 

de cultura nos diferentes periodos, foi determinado, separadamente, me

diante o uso de um potenciÔmetro. 

3.6 - Bioensaios 

3.6.1 - Ssterilização,_germinação das sementes e escolha 

das sementes gfil.:filinadas 

Para esterilização superficial, germinação das sementes e 

escolha das sementes germinadas, foi seguida a técnica usada por LUKE & 

WHEELER (13) , com a introdu5ão de ligeiras modificações. 

As sementes foram esterilizadas superficialmente com uma 

solução de hipoclori to de sódio, ( diluindo uma parte de hipoclori to co

mercial, contendo 5,2% de cloro-ativo, com uma pa.rte de ·Ígua) durante 

20 minutos. A seguir, as sementes foram lavadas com �gua estéril e C.Q 

locadas para germinar em placas de Petri contendo papel de filtro umed§. 

,. • o , 

cid o com agua, e incubadas a 27 C • Apos 48 horas, foram selecionadas, 

para o bioensaio, as sementes germinadas que apresentavu.m raiz princi -

pal medindo aproximadamente 5 mm de comprimento. 
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3.6.2 - Condução do
,,

teste, avaliaç�p e, concep.tração das 

soluções de toxina usadas 

Para testar um possível efeito de toxina, foi seguido o 

método de HOOKER et alii (10) que consiste em colocar 5 ml da '�solu

ção de toxina" em placas de Petri, com dimensões de 6C x 15 mm , cog 

tendo papel de filtro. Em seguida, cinco sementes germinadas, com 

raiz principal com comprimento aproximado de 5 mm , com o embrião vol 

tado para baixo, foram colocadas em cada placa de Petri e logo apos, 

colocadas no escuro a temperatura de 27
°
c, durante 48 horas. 

Como testemunhas, foram usadas as 1'soluçÕes sem toxina tt,

obtidas a partir dos diferentes meios de cultura não inoculados e ten

do recebido os mesmos tratamentos que os meios inoculados, como também 
.. 

a agua destilada. 

Para :.:i.valiação de um possivel efeito inibidor no elonga -

mento das raízes, foi utilizado o método usado por HOOKER et alii (10) 

que consiste em medir com uma régua o comprimento da raiz principal de 

cada semente germinada. 

As diferentes concentrações das nsoluçÕes de tnxina", uti. 

lizadas nos bioensaios, foram obtidas mediante a diluição das "solu

ções de toxina", inicfalmen te obtidas, com água estéril. 

Nos bioensaios I e II foram usadas as diluições 1: 10, 

1 � 50 e 1: 100 , ao passo que n"> bioensaio III f0i usada a dilui -

çao 1 : 10 • 

J.6.3 - Sementes utilizadas

As sementes utilizad:1s nos diferentes bioensaios encon

tram-se relacionadas a seguir: 



Cultivares 

ESALQ HV - 1 

Centralmex 

Piramex 

Hmd 7479 

Catet,.., são Simão 

Ag- 28 

Ag - 25 

Ag-157 

3.7 - Experimentos 

Pr')cedêncio. 

ESALQ 

ESALQ 

ESALQ 

ESALQ 

ESALQ 

Sementes 

Sementes 

Swnentes 

Agroceres 

Agr'1ceres 

Agroceres 
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S/A 

s/A 

SÍA 

3.7.1 - ExperimentD I - Efeit0s d'1 peri'1do de cultivo e 

comp')siçãri do meio de cultur:l. sohre o desenvrilvi

ment') do fung'), pH d') mei'J e pr,...,dt1çã,, de t-,xina 

3.7.1.1 - Peso SGC'J r,btid, para o miccfli,, 0 pH d,, filtra

ª" de cult..ira 

Par1. este es tud'l, f'1r:1m u tiliz.·1d1s ')S meiris lÍquid">s de 

Richard e de Fries m'1dific:1d">, '.)8 quais f')r·.1m ap�s a transferência d0 

fung'1, incubad'1s, n0 escur'), a tempe:r-a tura de 27 °G , durante os perÍ.2 

d0s de 7, 14 e 21 dias. C-,m in terval0s de 7 dias, a partir dn i.12 

culaç;o dos frasc0s, foram rec')lhidos quatr'1 frascos, correspondentes 

:,s quatro repetiç0es, para cada intE3raçêí, período x mei,.., , e feitas 

,�s determinações ps.ra peso sec0 de micélio e pH • 
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3.7.1.2 - Bioensaio I 

Neste bioensaio, foram usadas as '-•soluções de toxina" obti_ 

das para os meios de cultura de Richard, Fries e cevada , referentes 

l aos periodos de 7 , 14 e. 21 dias de crescimento do fungo nos meios. 

As dil1üçÕes para as '�soluções de toxina tt usadas foram; 

1: 10 
, 

1: 50 e 1 g 100 • 

Como testemunhas, foram usadas as "soluções sem toxina 11
, 

dilu.idas a 1: 10, e água destilada. 

As sementes de milho utilizadas foram as do hibrido ESALQ 

HV - 1 var. sintético. A condução do bioensaio e o método de avalia-

ção foram aqueles descritos anteriormente no item 3.6.2. 

O delineamento deste ensaio obedeceu a um esquema fato-

rial 3 x 3 { 3 ( meios x periodos x diluições) com tratamentos adi -

cionais, inteiramente casualizado com três repetições, sendo que cada 

placa de Petri, contendo cinco sementes, foi considerada l.lIDa repetição. 

Para a análise da variincia foram utilizadas as médias das 

cinco sementes. 

3.7.1.3 - Bioensaio II 

Este bioensaio foi feito com o propósito de confirmar- se 

os dados obtidos no bioensaio I 
, 

sendo seguido o mesmo delineam,n-

.. 

to, numero de tratamentos e metodo�ogia. 

3.7.2 - Experimento II - �feito da toxina no desenvolvimen

to da raiz principal de sementes germinadas de oito 

cultiv::i.res de milho 

Neste ensaio, foi estudado o comportamento de oito culti

vares de milho em presença da toxina produzida pelo fungo no meio de 
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t cevada di.U'ante o periodo de 21 dias de cultivo. 

A concentração da nsolução de toxina·1� usada foi uma dilui

çao com água es téri 1 para 1 : 10 em relação a 11s olução de toxina n ori 

gi,ml. 

Os cultivares foram: Centralmex, Piramex , R�d 7479, � 

teto São s;_mão , Ag - 28 , Ag - 25 , Ag - 157 e ESALQ HV - 1 • 

Este ensaio foi delineado obedecendo a wn esquema fatorial 

8 x 2 (cultivares x presença ou ausência de toxina) , inteiramente ca

sualizado com três repetições, sendo que cada placa de Petri, contendo 

cinco sementes, foi considerada como urna repetição. 

Para a análise da variância foram utilizadas as médias das 

cinco sementes. 

A condução do teste e avaliação foram feitas segundo os mf 

todos descritos anteriormente no item 3.6.2. 

Foi incluido u� tratamento testemunha para cada cultivar, 

no qual a "solução de toxina" foi substi tu.ida pela nsolução sem toxina 11 

... � 
í obtida para o meio de cevada, na ausencia do fungo, tambem dilu da a 

1 g 10 . 

3.7.3 - füfperimento III - t Efeito do periodo de conservaçao 

da toxina sobre sua atividade 

As 11soluçÕes de toxina" usa.das nos ensaios anteriores fo-

ram mantidas a - 18°c durante 8 meses. Após este período, foram us� 

das as nsoluçÕes de toxina" produzidas nos meios de Richard e cevada , 

para os períodos de 14 e 21 dias. 

As "soluções de toxina" foram dilUÍd::i.s com Úgua estéril , 

para l; 10 em relação a solução inicial. 
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,.

Como testemunhas foi usada agua destilada. 

A condução do ensaio e método de avaliação foram descritos 

anteriormente no item 3.6.2 • 

Este ensaio foi delineado obedecendo a um esquema fatorial 

3 x 3 (meios x periodos de conservação) , inteiramente casualizado com 

três repetições, sendo que cada placa de Petri, contendo cinco sementes 

foi considerada uma repetição. 

Para a análise da variância foram utilizadas as médias das 

cinco sementes. 
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4 - �LTADOS 

4.1 - Ex�rimento I 

4.1.1 - Efeito do P§riodo de cultivo e composição do meio 

de cultura rohre o desenvolvimento do fungQ 

Os resultados obtidos para o crescimento do fungo, peso s� 

co de micélio, em diferentes periodos e meios são apresentados no Qua -

À , o drr.i I do Apendice, e no Grafico n. 1 do texto. 

Os resultados obtid0s para a análise da vari�ncia sao apr� 

sentados no Quadro II do Apêndice. 

A anilise da variância revelou um efeito significativo, ao 

nivel de 1% de probabilidade, para o desenvolvimento do fungo nos dife

rentes meios de cultura. 



- 19 -

> • • As medias para os diferentes meios, expressas em mg de pe-

se seco de micéiio, foram 521 e 256; respectivamente, para os mei0s de 

Ri�hard e Fries. 

A diferença rninima significativa para o teste de Tukey, ao 

nivel de 1% de probabilidade, foi de 122,50 mg de peso seco. 

A análise da variância também revelou um efeito significa

tivo, ao nivel de 1% de probatilidade, para o desenvolvimento do fungo 

nos diferentes periodos de cultivo. 

As médias para 0s diferentes period0s, expressas 0m mg de 

piJSO seco de micélio, foram: 
,. 

ID7 dias = 215 

,. 

ml4 dias ::;; 511 

m
21 dias = 440 

A diferença minima significativa para o teste de Tukey, ao 

nivel de 1% de probabilidaéle, foi de 141,47 mg de pes0 seco. 

O teste de Tukey revelou que o peso seco de micélio obtid'l 

para 7 dias, diferiu significativamente daqueles obtid0s para 14 e 21 

dias, enquanto que estes dois Últimos não diferiram significativamente 

entre si. 

C'Jmo a interação, meio de cultura G perir:>d'l de cultivo,foi 

significativa, o nÚmero de gralls de liberdade correspondentes a per{o -

dos e interação f0ram desdobrados. A ,1. d '" . ana ise a vari9.ncl':1. para este 

desdobrament':l é apresentada n') Qu::.dr0 III do Ap-�ndico. Esta análise 

revel,,u efeit0s altamente signific'ltivos para periodos dentr'l deis meios 

de Richard e Fries. 
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Mein de Fries 

····---·- -- meio de Richard

/ 
/ 

/ 

/ --

·-----------::',-----------�--------·-----··- ··-·

7 14 21 

Periodos de crescimento (dias) 

Gráfico n� 1 - Crescimento de Fusa�1µm moniliforme em diferentes meios 
t de cultura e periodos de CtJ.ltivo 
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As médias para a interação, expressas em mg de peso sedo 

de micélio, sao apresentadas a seguir: 

Meios de 

Cultura 

Richard 

Fries 

7 dias 

284 

146 

Periodos de cultivo 

14 dias 

685 

337 

21 dias 

593 

286 

A diferença minima significativa para o teste de Tukey, ao 

nivel de 1% de probabilidade, foi de 141,47 mg de peso seco. 

Comparando-se as médias para periodos dentro de cada meio, 

nota-se que o peso seco de micélio obtido para o periodo de 7 dias, tan 

to para o meio de Richard, como para o meio de Fries, diferiu signific� 

tivamente, ao nivel de 1% de probabilidade, para aqueles obtidos para 

os periodos de 14 e 21 dias, os quais não diferiram entre si. 

4.1.2 - Efeito do P§r.iodo de cultivo e composição do meio 

de cultura sobre o pH do filtrado de cultura 

Os resultados obtidos para as determinações feitas sao a

presentadas no Quadro IV do Apêndice e no Gráfico n� 2 do texto. 

Os resultados revelaram que, em ambos os meios, houve um 

aumento no pH para os três períodos testados, sendo que o maior aumento 

foi observado entre os periodos de 7 e 14 dias. 

O meio de Fries foi o que revelou maior mudança na concen

tração hidrogen-iÔnica durante os periodos testados. 
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-meio de Richard 

-�-- meio de Fries

___ ... 

-·· 

. .-

/ 

Periodos de crescimento (dias) 

Concentração hidrogen-iÔnica para os diferentes meios 

de cultura e periodos de cultivo de Fusarium J.!llill!li

fo!!!!�
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4.1.3 .. Efei to_QQ_P§riodo de cultivo e composiç[o
11 
do meio 

sobre a produçãô de toxina 

4.1.3.1 - Bioensaio I 

Os resultados obtidos para o elongamento das raízes princi 

pais e sua análise da variância são apresentados, respectivamente, nos 

Quadros V e VI do Apêndice. 

A análise da variância revelou diferenças altamente signi

ficativas para os efeitos de meios, periodos, diluições, interações e 

tratamentos adicionais. 

As médias dos comprimentos da raiz principal para os meios 

de cultura, periodos de cultivo e diluições, expressas em cm , foram: 

A 

3,45 3,32 2,52 mRichard 
= 

� 
= ml: dias 10

3,30 
...

3,18 
,. 

3,58 mF 
= ml4

= ml: ries dias 50
,. 

3,18 
,. ,. 

3,82 m = m21
= 3,43 ml: cevada dias 100

As diferenças mínimas significativas para o teste de Tu -

key, tanto para meios como para períodos e diluições, foramg 

1 -

2 -

Ao nivel de 5% de probabilidade 

Ao nivel de 1% de probabilidade 

6 == 0,18 cm 

6 = 0,20 cm. 

O teste de Tukey revelou que o elongamento das raizes priQ 

cipais no meio de cevada diferiu significativamente, ao nivel de 1% de 

probabilidade, daquele observado no meio de Richard, enquanto que os d� 

dos obtidos para os meios de Richard e de Fries não mostraram diferen -

ça significativa entre si. 
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Quanto aos periodos de cultivo, foi observado que o elong� 

mento das raízes principais verificado para o periodo de 14 dias dife .. 

riu significativamente, ao nível de 1% de probabilidade, daquele obser

vado para o período de 21 dias, sendo que os dados obtidos para este Úl 

timo caso nao diferiram dos obtidos para o periodo de 7 dias. 

Com relação as diluições, todas as três mostraram-se dife

rentes entre si, ao nível de 1% de probabilidade. 

Desdobrando-se os graus de liberdade obtidos para as inte

raçoes meios x periodos e períodos , meios x diluições e meios , periQ 

dos x diluições e períodos , foram obtidas as análises ap resentadas,reli 

pectiv•1mente, nos Quadros VII , VIII e IX do Apêndice. 

As medias para as interacÕes r meios x periodos, para os eli 

tudos dos efeitos de periodos de cultivo dentro de meios de cultura,são 

a presentadas no Quadro 1. 

Quadro 1 �dias para o comprimento da raiz principal, em cm, para 
. t ~ . 

t d in eraçoes meios x perio os

Períodos de Meios de cultura 

Cultivo Richard Fries Cevada 

7 dias 3,32 3,04 3,61 

14 dias 3,2C' 3,33 3,C2 

21 dias 3,82 3,54 2,93 

As diferenç:1s mínimas signific':ltÍV'J.S pn.ra o teste de Ttl-

key, foram; 



1 -

2 

Ao nível de 5% de probabilidade 

Ao nível de 1% de prohqbilidade 

í::. = 0,27 cm 

t:, == 0,34 cm 
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Comparando-se as médias obtidas para o elongamento das raÍ-

zes para períodos dentro de cada meio, foi observado r que o periodo de 

21 dias, dentro do meio de Richard, diferiu significativamente, ao nível 

de 1% de probabilidade, dos períodos de 7 e 14 dias, os quais não diferi 

ram entre si. Para o meio de Fries, o dado obtido para o período de 7 

dias diferiu significativamente, ao nível de 1% de probabilidade, dope

ríodo de 21 dias e ao nível de 5% de probabilidade do período de 14 dias, 

r enquanto que no meio de cevada, o dado ohtido para o periodo de 7 dias 

diferiu significativamente, ao nível de 1% de probabilidade, dos perÍo -

dos de 14 e 21 dias, os quais não diferiram entre si. 

As médias para a interação meios x diluições, para os estll 

dos dos efeitos de meios dentro de diluições, são apresentadas no Qua

dro 2 .  

Quadro 2 - Médias, para o comprimento da raiz principal, em cm, 

para a interação meios x diluições 

Meios de Diluições 

Cultura 1; 10 lg )0 1; 100 

Richard 2,83 3,66 3,86 

Fries 2,51 3,61 3,78 

Cevada 2,23 3,49 3,83 

As diferenças mínimas significativas para o teste d� Tu-

key, foram: 



1 - Ao nível de 5% de probabilidade 

2 - Ao nível de 1% de probabilidade 

6 = 0,27 cm 

6 = 0,34 cm 
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O teste de Tukey revelou que os alongamentos de raizes 

principais observados para os três meios de cultura, dentro da dilui

çao lg 10 , diferiram significativamente entre si, ao nivel de 5% de 

probabilidade, ao passo que para as diluições lg 50 e li 100 não fo-

ram observadas diferenças significativas. O meio de Richard dentro 

da diluição 1 g 10 , diferiu significativamente, ao nivel de 1% de 

probabilidade do meio de cevada. 

As médias para a interação periodos x diluições, para 

os estudos dos efeitos de periodos de cultivo dentro de diluições , 

são apresentadas no Quadro 3 .  

Quadro 3 - Médias, para o comprimento da raiz principal, em cm, 

para a interação periodos x diluições 

Periodos de Diluições 

Cultivo 1 g 10 1 g 50 lg 100 

7 dias 2,65 3,62 3,70 

14 dias 2,21 3,49 3,84 

21 dias 2,70 3,65 3,93 

As diferenças minimas significativas para o teste de 

Tukey, foramg 

1 -

2 -

Ao nível de 5% de probabilidade 

Ao nivel de 1% de probabilidade 

6 = 0,27 cm 

6 = 0,34 cm 
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Comparando-se as médias de periodos dentro de cada diluição, 

foi observado que o período de 7 dias na diluição 1: 10 diferiu signifi 

cativamente, ao nível de 1% de probabilidade, dos periodos 14 e 21 dias, 

os quais não diferiram entre si. Não foram notadas diferenças signific� 

tivas entre os períodos dentro das diluições li 50 e l& 100 . 

As médias para os tratamentos do fatorial e tratamentos adi

cionais, considerados como testemunhas, são apresentadas no Quadro 4 .

Quadro 4 - Médias, para o comprimento das raízes principais, expres

sas em cm , obtidas para extratos de meios de cultura com 

toxina, sem toxina e água 

-

Meios de 

Cultura 

Richard 

Fries 

Cevada 

,

Agua 

Diluições 

1: 10 

1� 50 

1: 100 

1; 10 

1: 50 

1: 100 

1 : 10 

1: 50 

1: l0C 

7 

Extratos 

Periodos 

dias 

2,45 

3,74 

3,78 

2,23 

3,35 

3,53 

3,28 

3,75 

3,79 

14 

com toxina 

de cultivo 

dias 

2,29 

3,41 

3,91 

2,55 

3,54 

3,89 

1,79 

3,51 

3,74 

21 dias 

3,75 

3,81 

3,87 

2,75 

3,93 

3,93 

1,61 

3,20 

3,97 

Extra tos sem to-

xina ( Tra tamon-

tos adicionais) 

3,96 

2,41 

3,84 

3,69 



forami 

1 

2 -

rui diferenças mÍnimas signifidativas para o teste de Tukey, 

Ao nivel de 5% de probabilidade 

Ao nivel de 1% de probabilidade 

t; = 0,24 cm 

t; = 0,27 cm 

O teste de Tukey revelou que o extrato obtido para o meio de 

Fries sem toxina, tratamento adicional, diferiu significativamente, ao 

nível de 1% de probabilidade, dos tratamentos meio de Richard, meio de 

, 
. ~ 

cevada, extratos sem toxina , e agua, os quais nao diferiram significa-

tivamente entre si. Este teste também revelou que, na diluição 1; 10, 

o elDngamento das raizes obtidos para o meio de Fries sem toxina, usado

como testemunha, não diferiu significativamente para os dados obtidos p� 

,.. I ra os tres periodos de cultivo. I Por outro lado, o elongamento das rai-

zes observado para o meio de Richard, sem toxina, também na diluição 

li 10 , só não diferiu significativamente daquele observado para o extr� 

to do mesmo meio onde foi cultivado o fungo durante um período de 21 

dias. O elongamento de raizes observados no meio de cevada sem toxina, 

usado como testemunha, na diluição 1: 10 , diferiu significativamente 

dos dados obtidos para o extrato do mesmo meio onde foi cultivado o fun-
,. 

I go para os tres periodos de cultivo. 

4.1.3.2 - Bioensaio II 

Os resultados obtidos neste ensaio e sua análise da variância 

sao apresentados, respectivamente, nos Quadros X e XI do Apêndice. 

A análise da variância revelou diferenças altamente signific� 

tivas para os efeitos de meios, periodos, diluições, interações e trata

mentos adicionais. 
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As médias para os meios de cultura, períodos de cultivo e 

diluições, expressas em cm , foramg 

3,40 
,.

mRichard 
= m7

=:; 3,32 ml: 10
= 2,45 dias 

.. 

3,32 
.. 

J,16 
.. 

3,63 mFries 
= m

l4 
= 

ml: 50 dias 
,. 

3,13 
.. 

3�36 = m21
= 

ri,__: 100 = 3,77
cevada dias 

As diferenças mÍnimas significativas para o teste de Tukey, 

tanto para meios como para periodos e diluições, foram� 

1 -

2 

Ao nível de 5% de probabilidade 

Ao nível de 1% de probabilidade 

t:, = 0,11 cm 

t:, = 0,14 cm 

f O teste de Tukey revelou que os elongamentos das raizes prin 

cipais observados para o meio de cevada com toxina, diferiram significati 

vamente, ao nível de 1% de probabilidade, dos dados obtidos para os meios 

de Fries e Richard, os quais não diferiram entre si. 

Com relação aos períodos de cultivo, foi observado que o e

longamento das raizes observado para o periodo de 14 dias diferiu signifi 

cativamente,, ao ni vel de 1% de probabilidade, daqueles observados para o 

periodo de 21 dias e, ao nivel de 5% de probabilidade, do período de 7 

f ~ 

dias, enquanto que os dados obtidos para os period os de 7 e 21 dias nao 

diferiram significativamente entre si. 

Quanto as diluições, estas apresentaram diferenças altamente 

significativas entre si. 

As médias para os tratamentos do fatorial e tratamentos adi

cionais, considerados como testemunhas, são apresentadas no Quadro 5 .  
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'd· > Qu':ldro 5 - Me ias, expressas em cm , para o elong':lmen to de raizes

Meios de 

Cultura 

Richard 

Fries 

Cevada 

Água 

obtidas em extratos de meios de cultura com e sem toxi 

na e agua 

Diluições 

1: 10 

1: 50 

lilOC' 

1: 10 

1 � 50 

1: 100 

1: 10 

1: 50 

1 g 100 

7 

Extra tos 

Periodos 

dias 
---

2,42 

3,67 

3,70 

2,03 

3,58 

3,65 

3,03 

3,97 

3,93 

14 

com toxiha 

de cul ti VD 

dias 

2,13 

3,83 

3,85 

2,49 

3,87 

3,77 

1,93 

3,03 

3, 57 

21 dias 

3,39 

3,77 

3,88 

2,85 

3,82 

3,8( 

1,75 

3,17 

3,82 

·• 

Extra tos sem to-

xina ( Tratamen-

tos adicionais) 

3,72 

2,21 

3,82 

3,80 

As diferenças minimas significa ti v:1s par& o teste de 

Tukey, foram� 

1 

2 

Ao nivel de 5% de probabilidade 

Ao nivel de 1% de probabilidade 

I:!. = 0,17 cm 

L = 0,19 cm 

O teste de Tukey revelou que, o dado obtido para o extrato 

obtido do meio de Fries sem toxina, diferiu significativamente, ao ni

vel de 1% de probabilidade, dos dados obtidos para os tratamentos meio 

de Richard, meio de cevada, ambos sem toxina, e água, os quais não di-
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feriram ente si. Também foi observado que o elongamento das raízes oh 

tido, na di luiçãb 1 g 10 para o meio de Fries sem toxina, usado como 

testemunha, não diferiu significativamente daquele obtido para o extra

to do mesmo meio onde foi cultivado o fungo, durante o periodo de 7 dias 

de cultivo, porém, diferindo significativamente dos dados obtidos para o 

I' extrato onde o fungo foi cultivado durante os periodos 14 e 21 dias de 

cultivo. Os resultados dos demais tratamentos adicionais diferiram si� 

nificativamente daqueles obtidos para os extratos dos meios correspondeu 
,. I' tes, onde o fungo foi cultivado durante tres periodos de cultivo, para 

as diluições correspondentes. 

4.2 - ExP§rimento II - llitio da Toxina no Desenvolvimento da 

Raiz Principal de Sementes Germinadas de Oito Cultivares 

de Milho 

Os resultados obtidos par':l. este experimento e sua análise 

da variância são apresentados, respectivamente, nos Quadros XII e XIII 

do Apêndice. 

A análise da variância revelou diferenças altamente signi-

fica. tivas para o elong0,tmento das raizes principais dos cultivares e

efeitos da toxina no desenvolvimento das raízes principais. 

As m�dias para os cultivares, expressas em cm, foram; 

3,01 m = 

centralmex 
..

m = 3,72 Ag - 25 
.. 

m = 3,23 Ag - 28

2,72 = 

Ag - 157 

mHmd r-;479
m ~ 

Cateto Sao 

mE:SALQ HV - 1 

mp. iramex 

= 3,13 

Si'llão 
= 3,37 

= 3,72 

= 3,28 
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As diferenças f • m1n1mas significativas para o teste de Tu-

key, forami 

1 - Ao nivel de 5% de probabilidade !':, = 0/,9 cm 

2 Ao nível de 1% de probabilidade [_ = 0,84 cm 

O teste de T11key revelot1 q11e o elongamen to de raizes prin

cipais observado para Ag- 25 e ESALQ HV - 1 diferiram daq11ele obser

vado para Ag - 157 , ao nível de 1% de probabilidade, e de centralmex , 

ao nível de 5% de probabilidade. Os demais cultivares não diferiram 

entre si. 

As médias para o elongamento das raízes principais para os 

tratamentos com toxina e sem toxina, expressas em cm , foram: 

com toxina 

sem toxina 

::: 

= 

2,22 

4,33 

A diferença mÍnima significativa para o teste de Tukey, ao 

nível de 1% de probabilidade, foi de 0,29 cm. Este teste revelou q11e 

f o elongamento das raizes para os tratamentos com toxina diferiram signi

ficativamente daqueles obtidos pa�a tratamentos sem toxina. 

4.3 - Ex�rimento III - Efeito do Período de Gonservaçi.Q_da To

xina sobre sua A tividade 

Os resultados referentes ao experimento, realiz:1do oito m§. 

ses ap�s a obtenção dos extratos, com relação ao efeito do período de 

conservação da toxina sobre sua atividade, sao apresentados no Q11adro 

XIV do Apêndice, juntamente com os dados correspondentes obtidos em biQ 

ensaios anteriores. 
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A análise da variância em conjunto t apresentada no Quadro 

XV do Apêndice. 

A análise da variância revelou diferenças altamente signi

ficativas, no tocante ao desenvolvimento das raizes para os efeitos de 

meios de cultura, não sendo observadas diferenças significativas para 

periodos de conservação das"soluçÕes de toxinatte interação meios x pe

riodos. 

ram: 

key, foram: 

1 -

2 -

,. . As medias para os meios de culturas, expressas em cm , fo-

.. 

m
Richard = 21 18

,. 

mcevada = l, 78

As diferenças minimas significativas para o teste de Tu-

Ao nivel de 5% de probabilidade 

A� nível de 1% de probabilidade 

t:,. = 0,24 cm 

!::, = 0,31 cm 

O teste de Tukey revelou que os meios diferiram significa

tivamente entre si, sendo que no meio de cevada foi observado '.lffia maior 

inibição das raízes principais. 
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5 - DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos para os efeitos do periodo de culti

vo sobre o desenvolvimento do fungo Fusarium moniliforme Sheld., consi

derando-se os dois meios de cultura usados, mostraram que o fungo apre-

sentou um ganho em peso seco de micélio até aos 14 dias. Aos 21 dias, 

de um modo geral, houve uma redução, embora nao significativa, que pro

vavelmente se deva a autÓlise, manifestando-se um declinio no peso seco 

do micélio. A curva obtida, considerando-se o longo intervalo entre 

observações, apresenta alguns pontos semelhantes ;queles descritos por 

COCHRANE (3) • Segundo ele, a curva típica de crescimento para um fun 

go é caracterizada por tr�s fases principais; 

a) uma fase de nenhum crescimento aparente ;

b) urna fase de crescimento rápido e aproximadamente linear ;

c) uma fase de nenhum crescimento ou autÓlise e declínio em 

peso seco de micélio.
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Quanto aos efeitos da composição dos meios de cultura no 

desenvolvimento do fungo, estes apresentaram diferenças altamente sig

nificativas entre si, sendo observado um maior desenvolvimento no meio 

de Richard quando comparado com aquele no meio de Fries. Is to, prova-

velmente, seja decorrência do fato do meio de Richard ser mais rico em 

carboidrato e �utros elementos mais facilmente utilizáveis pelo fungo. 

Com relação ao efeito da concentração hidrogen-iÔnica, foi 

verificado que a mesma diminuiu durante os primeiros 14 dias, oca -

sião, em que foi verificado um aumento no peso seco de micélio, de aprQ 

ximadamente 10 a 1.000 vezes, respectivamente, nos meios de Richard e 

Fries. Para os 7 dias seguintes, ocasião em que foi �otado uma redu-

çao no peso seco do micélio, a diminuição da concentração hidrogen-iÔni 

ea nos dois meios foi menor quando comparada à diminuição observada nos 

14 primeiros dias. Conforme COCHRANE (3) , este fato provavelmente se 

deva a absorção de ions ou liberação de amônia dos compostos nitrogena-

dos. 

De um modo geral, comparando-se o desenvolvimento do fungo 

nos dois meios de cultura usados no presente trabalho com a concentra -

çao hidrogen-iÔnica, foi verificado que a concentração hidrogen-iÔnica, 

apresentou uma diminuição durante os três periodos de cultivo estudados, 

inclusive quando o fungo entrou em autÓlise, enquanto que o peso seco de 

micélio aumentou até aos 14 dias, havendo em seguida wn declinio. 

Os resultados para o elongamento da raiz principal de semeg 

tes germinadas, obtidos no bioensaio I , mostraram efeitos diferentes p� 

ra os extratos obtidos a partir dos diferentes meios de cultura. 

Embora ainda não tivesse sido testada para Fusarium IDQ.Uili-

; 

fo� , ate o presente momento, a capacidade produtora de toxina no meio 
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. ; ,. 
de Fries, esta Ja era conhecida para outros generos de fungos, segundo 

PRINGLE & SCHEFFER (18) , LUKE & WHESLER (14) , COMSTOCK & SCHEFFER (4) 

e YODER (29). Por outro lado, : já é conh3cido o emprego do meio de Ri 

chard para produção de toxina, não só para Fusarium moniliforme GAUMAKN 

(9) , VIDHYASERKARAN et alii (26) , como tambfm para odras espécies d,é!

Fu$_arium, WINS111EAD & WALKER (27) , GAUMANN (9) , FAHlvfY (7) e WOLF é:. \vC,LF 

(28). 

SMEDEGARD-PETERSEN & NELSON (22) , estudando o efeito da 

toxina do fungo Cochliobolus heterostrophu� na inibição do elonganento 

de raizes de plântulas de milho, observou que o meio de Fries apre�en -

tou um efeito na inibição do elongamento das raizes, mesmo quando o 

fungo não tenha sido cultivado no meio. Fato semelhante foi verifica-

do no presente trabalho, quando o extra to do meio sem toxina foi usado 

como testemunha na diluição lg 10. Isto, provavelmente, pode ser a-

tribuido � concentração de sais no meio. 

O meio de cevada em grãos, embora não fosse encontrada na 

literatura referência quanto ao seu emprego para produção de toxinas de 

fungo, revelou ser um bom substrato para a produção de toxina por fgsa

riQill moniliforme , podendo substituir com vantagens os meios de Richard 

e Fries. 

De  maneira geral, comparando-se os periodos àe cultivo com 

a produção de toxina nos diferentes meios de cultura, foi verificado 

que no meio de Richard a maior iniLição do elongamento da raiz princi -

pal ocorreu aos 14 dias, quando foi determinado '.) maio:· peso soco de mi 

c�lio. Após este periodo, houve um declirüo no fl'3SO �0eco o ume. dimi -

nuição do principio tóxico, o qual não foi detectado ,:lr;S 21 dias de CLÜ 

tivo. Tal fato sugere, que durante este periodo, a k•xina tenha sido 
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metabolizada pelo próprio fungo ou inativaaa de alguma maneira. 

Com relac:;ão ao meio de Fries, foi verificado que a maior i 

nibição do elongamento da raiz principal ocorreu aos 7 dias, sendo o 

maior peso seco de micélio determinado aos 14 dias. Gomo já discutido 

anteriormente, este meio é capaz de inibir raízes de plântulas mascaran 

do um poss:Í·1el efeito da toxina de Fusarium '!loniliforme. A maior ini

bição verificada aos 7 dias de cultivo, possivelmente seja atribuída 

aos sais que ainda não foram metabolizados pelo fungo. 

Quanto ao meio de cevada, embora não possa ser determinado 

o crescimento do fungo neste meio, foi verificado que a maior inibição

do elongamento da raiz principal ocorreu aos 21 dias. Ao contrário 

dos extratos obtidos dos meios de Richard e Fries, foi verificado que 

os extratos do meio de cevada provocou um aumento gradativo da inibição 

do elongamento da raiz principal durante os três períodos de cultivo. 

Estes resultados mostram que é de grande importância o conhecimento do 

período de cultivo nos diferentes meios de cultura p3.ra produção de to

xina. É possível que o máximo de produção de toxina em meio de cevada 

não tenha sido alc·:1rçado após 21 dias de cultivo. 

Com relação as diluições, estas apresentaram grandes dife

renças entre si, no tocante a inibição das raízes. Considerando-se tQ 

dos os meios de cultura e períodos de cultivo, foi verificado que para 

diluição 1: 10 a inibição do elongamento das raízes principais das 

plântulas foi aproximadamente de 50%, enquanto que para as diluições 

1: 50 e 1: 100 não foi evidenciado nenhuma diferença significativa, 

quanto ao efeito sobre o tamanho das raízes. Isto é atribuído a uma 

drástica redução do princípio tóxico nas diluições lg 50 e 1: 100 fa-
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zendo com que a atividade da toxina nao possa ser detectada a estas con-

centrações. 

Quanto as interações, os resultados obtidos para os estudos 

dos efeitos dos periodos de cultivo dentro dos meios de cultura, mostra

ram que, para o meio de Richard, os periodos de 7 e 14 dias mostraram as 

mesmas tendências não havendo diferenças significativas entre suas me-

dias. Porém, diferiram significativamente do periodo de 21 dias. Para 

o meio de Fries, foi verificado que o periodo de 7 dias diferiu signifi

cativamente do periodo de 21 dias, havendo porém uma menor redução quan-

do comparado com o período de 14 dias. r Quanto aos periodos dentro do 

meio de cevada, foi verificado que houve uma maior produção de toxina dQ 

, r 

rante o periodo de 21 dias, quando comparado com os periodos de 7 e 14 

dias. Estes dados revelaram que a quantidade de toxina produzida nos 

diferentes períodos diferiu para os diferentes meios de cultura. 

Com referência aos efeitos dos meios de cultura dentro das 

diluições, considerando-se todos os períodos de cultivo, os resultados 

obtidos mostraram que para a diluição li 10 , o meio de cevada apresen

tou uma maior inibição do elongamento de raizes de plântulas, enquanto 

que para as diluições 1� 50 e 1,100 todos os meios apresentaram resul 

tados semelhantes, não apresentado diferenças significativas. 

Os resultados obtidos para os efeitos dos periodos de culti 

vo dentro das diluições, considerando-se todos os meios de cultura, mos

traram que para a diluição 1 i 10 a mai0r detectaçã0 ocorreu aos 14 

êias de cultivo, enquanto que para as diluições 1; 50 e 1� 100 todos 

os periodos não apresentaram diferenças significativas. 
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Os resultados obtidos para o bioensaio II , confirmaram os 

.:'esul tados do bioensaio I • Isto mostra que, embora sendo realizados 

em épocas diferentes, mas nas mesmas condições, os efeitos dos extratos 

obtidos dos meios de cultura e periodos de cultivo usados no presente 

trabalho foram semelhantes. 

Quanto ao experimento II , sobre o efeito da toxina sobre 

o desenvolvimento da raiz principal de oito cultivares de milho, foi v�

rificado que o cultivar Ag - 157, mostrou-se mais sensivel a toxina, a

presentando maior inibição no elongamento das raizes principais das plân 

tulas. Por outro lado, os demais cultivares comportaram-se semelhante

mente, nao apresentando diferenças significativas. 

Já que existe uma diferença quanto ao comportamento de cul

tivares de milho em relação a inibição do elongamento da raiz principal, 

será interessante saber se este comportamento está relacionado com a re

sist�ncia do colmo ao patÓgeno em questão. 

N" experimento III , foi estudado o efeito do periodo de 

conservaça0 da toxina sobre sua atividade, sendo analisados os dados ob-

tidos nos bioensaios I ,  II e experimento III . Não foi evidenciado n� 

nhuma diferença significativa quanto a variação do tamanho das raízes 

principais para os periodos de conservação da toxina estudados no presen 

te trabalho. Os resultados obtidos m')straram que não foi detectada pe.r. 

da na atividade da toxina, após um periodo de armazenamento por oito me

:1es a - 18° c • Este fato é importante, pois permite a utilização da 

\oxina durante um periodo suficientemente longo para a realização de tea 

tes biológicos como também trabalhos visando melhor compreender a natur� 

za da toxina produzida. Como já demonstrado por KIRSEY et alii (11) , 



foi detectada a produção de "moniliformina ll por Fusarium moniliforme, 

1.0 passo que GAUMANN ( 9) revelou a possibilidade de produção de mais 

de uma toxina. No presente trabalho não foi possivel detectar a natg 

reza da toxina, uma vez que os trabalhos foram realizados com uma soly 

ção de toxina parcialmente purificada. É de alto interesse que se d� 

senvolvam trabalhos no sentido de purificar e melhor conhecer a natur� 

za da(s) toxina(s) em questão. 



6 - CONCLUSÕES 

Dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se con

cluir o que se segue: 

1 - O crescimento do fungo variou com os periodos de cultivo e compo

sição de meios de cultura, sendo que, o crescim-:mto máximo foi d� 

terminado no meio de Richard durante o periodo de 14 dias de cul

tivo. 

2 - A concentração hidrogen-iÔnica variou consideravelmente durante o 

crescimento nos tr�s periodos de cultivo, sendo que a maior dimi

nuição foi observada entre os periodos de 7 e 14 dias. 

3 - A produção de toxina variou com a composição do meio e idade das 

culturas, sendo que, a maior produção foi detectada no meio de ce

vada, durante o periodo de 21 dias de cultivo. 
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4 - Considerando-se a composição dos meins de cultura, verificou-se 

que no meio de Richard a produção máxima de toxina ocorreu aos 

14 dias, ocasião em que foi determinado o maior peso seco de mi 

célio, enquanto que os extratos obtidos do meio de Fries, devem 

ter mascarado um possível efeito da toxina, uma vez que este 

meio, sem toxina, na diluição 1: 10, causou inibição do elon

gamento das raizes principais das plântulas. 

5 - Os cultivares reagiram diferentemente em presença da toxina. 

6 - A toxina pode ser conservada a - 18°0 sem perder sua ativida

de, pelo menos, cerca de oito meses. 
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7 - RÊSUM) 

O presente trabalho teve por objetivos o estudo dos efeitos 

do periodo de cultivo, composição do meio de cultura e pH do mesmo sobre 

o desenvolvimento e orodução de toxina pelo fungo Fus2�ium �oniliforme

Sheldon. 

O fungo foi cultivado sob condições de escuro e temperatu

ra controlada para 27ºC, em meios de composição quimica diferente, du

rante três diferentes periodos de cultivo. 

O crescimento do fungo foi determinado através do peso se

co do micélio, após este ter sido removido dos meios liquidos, por fil

tração a vácuo, mediante a utilização de um funil de Buchner e secado 

em estufa a 80°G durante 24 horas. O crescimento máximo foi obser

vado no meio de Richard durante o periodo de 14 dias de cultivo. 



O pH do filtrado de cada cultura, foi determinado, median

te o uso de um potenciÔrnetro, tendo sido observado um aumento do pH du-

,. t rante os tres periodos de cultivo, nos dois meios testados. 

Para o estudo da produção de toxina, foram colocadas semen 

tes de milho para germinar em placas de Petri, contendo papel de fil -

> 

tro umedecido com agua destilada. Após 48 horas, foram selecionadas 

as sementes germinadas que apresentavam raiz principal medindo aproxim� 

damente 5 m� de comprimento, as quais foram colocadas em nÚrnero de cig 

co por placa, contendo 5 ml • t > 

de toxina dilu1da em agua. As diluições

utilizadas, testadas separadamente, foramg 1 g 10 , 1 � 50 e 1 � 100 •

O método de avaliação utilizado consistiu em medir o com

primento das raizes principais das sementes germinadas, após 48 horas 

do inicio do tratamento com toxina. 

Os resultados obtidos revelaram uma inibição aproximadamen_ 

te de 50% do elongamento da raiz principal para a diluição 1: 10 • 

Foi encontrado entre os diferentes meios de cultura e pe

riodos de cultivo, diferença na produção de toxina, tendo sido detecta

da maior produção no meio de cevada, durante o periodo de 21 dias. 

O extrato do meio de Fries, sem toxina, apresentou wna ini 

bição do elongamento das raizes principais das plântulas, semelhante a

quela apresentada pelo extrato do mesmo meio onde o fungo foi cultivado. 

Quanto a conservação da toxina, foi demonstrado t ser poss1. 

vel mantê-la a temperatura de - 18°C , sem perda de atividade, pelo 

menos durante um periodo de oito meses. 
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8 - SUMMARY 

The objectives of this research were to study the effects 

of lengtb of growth period, composition of three culture media on the 

development of Fusarium moniliforme Sheldon , pH of the media and the 

toxin produced. 

The fungus was increased in dark and at controlled tempe

rature of 27
°

c in media of different chemical composition under three

different growth periods. 

The growth of the fungus was determined hy the dry weight 

of the mycelium, after removal from the liquid media by vacuum filtra

tion using a Buchner funnel and dried in oven held at so
º

c for 24 

hours. The greatst growth was observed after a period of 14 days in 

Richard's medium. 



a pH meter. 
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The pH of the filtrate of each culture was determined by 

An increase of pH was observed throughout the three 

different growth periods in two media used. 

To study the production of toxin, corn seeds placed in 

Petri dishes containing filter paper moistened with distilled water. 

After 48 hours, germinating seeds were selected that had main roots 

of approximately 5 mm in lenght. Five were placed in Petri dishes 

containing 5 ml of toxin dilution of either 1: 10 , 1� 50 or 

1 g 100 • 

Evaluation consisted of measurement of the main root 

length 48 hours after the inibition of the toxin treatment. 

The l; 10 dilution inhibited the main root elongation 

by 50%. 

The highest production of toxin obtained in sterilized 

barley seed medium after a 21 days period. 

The control extract of Fries medium, without toxin, re

sulted in about the same inhibition of growth of the main root of 

the seedlings as the inhibition by the extract of the sarne medium 

where the fungus was grown. 

It was demonstrated that the toxin could be stored at 

- 18
°
C without loss of activity for at  least 8 months.
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Quadro I - Efeito do periodo de cultivo e composiçao dos meios de 

cult ura sobre o desenvolvimento de Fusarium monilif.Qr

�' medido em mg de peso seco de micélio 

"1eio de 

Cultura 

Richard 

Fries 

Repetições 

I 

II 

III 

IV 

I 

II 

III 

IV 

Periodos de cultivo 

7 dias 14 dias 1 
211 

196 

379 

350 

158 

146 

142 

138 

733 

735 

752 

519 

353 

.332 

.313 

351 

21 dias 

584 

604 

594 

591 

277 

277 

302 

289 
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Q11adro II - Análise da V'.::.ri,incia para o efeito do periodo de c11l ti vo 

e composição do meio de c11ltura sobre o desenvolvimento 

de Fµsarium !J.1Q.Qiliforme 

Causa de Variação G. L. s. Q. Q. M. F 

Meios (M) 1 418.704 418. 704 115 ,60 **

Períodos (P) 2 381.880 190.940 52,72 **

Interação (M X P) 2 49.395 24.697 6,82 ** 

Tratamentos 5 849-979 169.995 46,93 **

, 

18 65.213 3.622 Resid110 

Total 23 915.192 

( **) Significativo ao nível de 1% de probabilidade 

C. V. = 15,51%

Q11adro III Análise da variância para o desdobramento dos graus de 

liberdade para o efeito de per{odos dentro de meios 

Causa de Variação G. L. s. Q. Q. M. F 

Periodos dentro do 

meio de Richard 2 352.811 176.405 48,70 **

Periodos dentro do 

meio de Fries 2 78.463 39.231 10,83 ** 

ResÍduo 18 65 .192 3.622 

( **) Significativo ao nivel de 1% de probabi lida.de 



Quadro IV -

),1eios de 

Cultura 

Richard 

Fries 

- 54 -

' � tEfeito da composiçao do meio e periodo de cultivo sobre 

a concentra��º hidrogen-iÔnica, expressa em pH 

Periodos de cultivo 
Repetições 

7 dias 14 dias 21 dias 

I 4,90 6,30 6,50 

II 4,40 6,30 6,40 

III 5,40 6,00 6,80 

IV 5,10 6,20 6,50 

I 4,00 8,00 8,60 

II 4,40 7,50 8,90 

III 4,50 7,50 8,80 

IV 4,00 8,50 8,60 
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Quadro VI -
, ... f Analise da variancia para o efeito do per1odo de cultivo 

e composição do meio de cultura sobre a produção de toxi 

na, expressa em inibição do elongarnento da raiz princi -

pal 

Causa de Variação 

Meios (M) 

Periodos (P) 

Diluições ( D)

Interação (M x P) 

Interação (M x D) 

Interação (P x D) 

Interação (M x P x D) 

Tratamentos 

Tratamentos Adicionais 

Res.Íduo 

Total 

G. L.

2 

2 

2 

4 

4 

4 

8 

26 

3 

63 

92 

s. Q.

0,95 

0,82 

25,87 

4,66 

0,86 

o,86 

4,61 

38,63 

4,64 

3,65 

46,92 

Q. M.

0,48 

0,41 

12,94 

1,17 

0,22 

0,22 

0,58 

1,49 

1,55 

0,06 

(**) Significativo ao nível de 1% de probabilidade 

C. V. = 7 ,24% 

F 

8,oc ** 

6,83 ** 

215,67 ** 

19,50 ** 

3,67 **

3,67 ** 

9,67 ** 

24,83 ** 

25,83 ** 
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Quadro VII - Análise da . ...  o desdobramento dos variancia para 

liberdade para o efeito de periodos dentro de 

Causa de Variação G. L. s. Q. Q. M.

Periodo dentro de meio 

de Richard 2 1,90 0,95 

Periodo dentro do meio 

de Fries 2 1,12 0,56 

Periodo dentro do meio 

de cevada 2 2,45 1,225 

Residuo 63 3,65 0,06 

(**) Significativo ao nivel de 1% de probabilidade 

graus de 

meios 

F 

15,83 ** 

9,33 ** 

20,42 ** 
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Quadro VIII - Análise da variância para o desdobramento dos graus de 

liberdade para o efeito de meios dentro de diluições 

Causa de Variação G. L. s. Q. Q. H. F 

Meio dentro de 1 g 10 2 1,64 o,s2 13,67 -lH(-

Meio dentro de 1 g 50 2 0,14 0,07 1,17 

:1eio dentro de 1 i 100 2 0,03 0,015 0,25 

Residuo 63 3,65 0,06 

( **) Significativo à0 nivel de 1% de prob:J.bilid,1de 

Quadro IX - Análise da VJ.riancia para o desdobramento dos graus de

liberdade o efeito de � dentro de diluiçõesparr, periodos 

Causa de Variação G. L. s. Q. Q. "1. F 

Periodo dentro de 1 g 10 2 1,31 o,66 11,00 -lH(-

Periodo dentro de 1 g 50 2 0,13 0,07 1,17 

Periodo dentro de 1 g 100 2 0,24 0,12 2,00 

Residuo 63 3,65 0,06 

( * -*) Significativo /j,0 nfvel de 1% de probabilidade 



r':11-(1"-:) ·r � ,�e.. _.,.. E::ceito do perbdo de cnltivo e composição do meio de cultura sobre a produção de 

toxina, expressa em inibiç;::i do elong,rnento da raiz principaL 

Bi9ensaio II 

.. __ ,, __ ,""'"" 
--«--•--- .-,.,,-.--"-

'.:e:Í.:) rJ.e Repeti- Testemu- Periodos de Cultivo 
-�-- ----- .. �_..,_ 

C·,_1tt,_r:' munhes 7 dias 14 dias 21 dias :oes ..... _. ____ ,,,_,_. 
.,_., __ ,_7 .. __ _,_,_,,_ �,.7 _,_,�,., ---·-'"'' ... ,,e _ __._,, ___ ,,.. • 

(+) 
Diluições Diluições Dilu1çÕes 

-- ... --- l 

T?.2� e> �\rd 

:?1::;_es 

Ce72.d:· 

I 3,95 ++ 
:i:T 3,70 
III 3,50 

T 2,06 
2,10 

�.:n 2,48 

I 3,85 
II 3,70 
III 3,90 

I 4,00
.·,gc1.c. II 3 ,60 

1 : n l 1 = 50 l 1 : 100 
1 

2,16 3,50 3,65 
2,6:J 3,80 3,60 
2,50 3,70 3,85 

2,00 3,64 3,60 
2,50 3,50 3,56 
1,58 3,60 3,80 

3,20 4,00 3,90 
2,90 3,80 4,00 
3,00 3,90 3,90 

1 : 10 l l : 50 1 1 : 100 l : 10 1 1: 50 
1 1: 1,.)) 

1 J 1 1 

2,30 3,70 3,90 3,oo 4,00 3,80 
2,00 3,80 3,85 3,80 3,70 3,85 
2,10 4,00 3,80 3,36 3,60 L,,. ,oo 

2,32 3,90 3,80 2,84 3,85 4,00 
2,66 3,90 3,60 2,92 3,70 .3,60 
2,50 3,80 3,90 2,so 3,90 3,80 

1,80 3,00 3,50 1,76 3,20 3,70 
2,·00 3,00 3,50 1,70 3,30 3,85 
2/)0 3,10 3,70 1,80 3,00 3,90 

IIT ? 80 
____ .... ___ ., ____ L ___ --- J_:' · -··-·•--•-L .. _L� _____ l ... _____ L_____ .. L ___ ..... J, ·----·-"·.L---·-·J _ .. _____ L_ .. ___ _! 

( -:- ) 

(-:+) 

Os extratos obtidos para meios de cultura sem o cultivo do pat6geno 9 consideredos como 
teste:,i111:n,.½as, foram diluidos para a diluição de 1 : 10 , com excessão d:> tratamento �gua. 

Crd;, vnlor represento ? médin d:>s comprimentos, expressos em cm , dé:1s reJ.zes principais 
de' cinco sementes germiiwdas em cod8 pleca º 

V, ,.o 



- 60 -

Quadro XI - Análise da variancia para o efei t0 do período de cultivo 

e composição do meio de cultura sobre a produção de toxi 

na, mediante a inibição do elongamento da raiz principal 

Causa de Variação G. L. s. Q. Q. M. F 

1'1eios (M) 2 1,10 0,55 18,33 ** 

Periodos ( P) 2 0,59 0,30 10,00 �

Diluiçnes (D) 2 28,51 14,26 475,3, ** 

Interação (M X P) 4 4,52 1,13 37,67 ** 

Interação (M x D) 4 0,57 0,14 4,67 ** 

Interação (P x D) 4 o,63 0,16 5,33 ** 

Interação ("1 X p X D) 8 2,56 0,32 10,67 ** 
----

Tr9. tamentos 26 38,48 1,48 49,33 ** 

Tratamentos Adicionais 3 5,53 1,84 61,33 ** 

fü)siduo 63 2,01 0,03 

Total 92 46,02 

( **) Significativo ªº nivel de 1% de probabilidade 

e. V. :::: 5,15% 
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Quadro XII - Efeito da toxina no desenvolvimento da raiz principal 

de sementes germinadas de oito cultivares, quando us� 

dos os extratos do meio de cevada com e sem toxina 

Extratos de meio de cevada 

Com toxina Sem toxina 
Cultivares 

Repetições Repetições 

I II I II I II III 

+ 
1,66 2,60 3,76 4,16 Centralmex 1,90 4,00 

Ag- 25 2,28 2,84 2,90 5,32 4,48 4,50 

Ag - 28 2,14 2,08 2,68 4,28 4,08 4,16 

Ag - 157 2,04 1,90 1,90 3,5(, 3,74 3,26 

Hmd 7479 2,02 2,26 2,16 4,10 4,08 4,18 

Cateto são Si:não 2/)2 2,30 2,32 4,nc 5,42 4,20 

ESALQ HV- 1 2,02 2,30 2,56 5,74 4,60 5,10 

Piramex 2,04 1,90 2,40 
1 1 

4,92 4,58 3,84 

(+) Cada valor corresponde a média, expressa em cm, dos com-

primentos das raizes principais de cinco se me n te s ge rmi -

nadas. 
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Quadro XIII • An�lise da variância para o comprimento das raizes 

principais de sementes germinadas de oito cultiva

res de milho, em extratos com e sem toxina 

Causa de Variação G. L. s. Q. Q. M. F 

Cultivares ( e) 7 4,81 o,69 4,93 

Toxina ( T) 1 53,72 53,72 383,71 

Interação ( C x T) 7 1,60 0,23 1,64 

** 

** 

Tratamentos 15 60,13 4,00 28,64 ** 

Residuo 32 4,48 0,14 

Total 47 64 ,61 

(**) Significativo ao nível de 1% de probauilidade 

C. V. = 11,28%



Quadoo XIV -

c1eios de 

Cultura 

Richard 

Cevada 

Água 

- 63 -

... r ~ 

Estudo da influencia do periodo de conservaçao da 

toxina sobre sua atividade. ( Bioensaios I e II ,

e Experimento III, para concentrações de soluções 

l: 10 • 

Repetições 

I 

II 

III 

I 

II 

III 

I 

II 

III 

l 

Bioensaio 

I 

2,30 

2,24 

2,34 

1,38 

1, 54 

1,92 

3,80 

3,60 

3.60 

Bioensaio 

II 

2,30 

2,00 

2,10 

1,76 

1, 70 

1,80 

4,00 

3,60 

3,80 

·-

Experimento 

III 

2,10 

2,20 

2,00 

1,92 

2,u2 

1,98 

3, 70 

4,04 

3,80 

(+) Cada valor corresponde a m�dia, expressa em cm, dos 

comprimentos das raízes principais de cinco semen -

tes germinadas. 
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Qlladro XV '1 • - r Ana ise da variancia para o efeit� do periodo de con-

servaçao da toxina sobre slla atividade 

Callsa de Variação 

Meios de Cllltllra ( M) 

Periodo de conservação 

Interação (M x P) 

Tratamentos 

Residllo 

Total 

G. L.

2 

2 

4 

8 

18 

26 

s. Q.

20,0 

0,07 

0,025 

20,09 

0,64 

20,73 

Q. M.

10,0 

0,04 

0,006 

2,51 

0,04 

( **) Significativo ao nivel de 1% de probabilidade 

C. V. = 7,75%

F 

250,00 ** 

1,00 

0,15 

62,75 ** 


