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RESUMO

A giberela do trigo na regido sul do Brasil é causada por vérias espécies do
complexo de espéecies Fusarium graminearum (FGSC, F. graminearum species
complex). Dentre essas, destacam-se em prevaléncia, nessa ordem, Fusarium
graminearum sensu stricto (Fgra), F. meridionale (Fmer) e F. cortaderiae (Fcor).
Baseado na hipotese de que Fgra apresenta vantagens adaptativas em relacdo as demais,
objetivou-se comparar essas espécies quanto a fecundidade (reproducdo assexuada),
fertilidade (reproducdo sexuada, patogenicidade e producdo de tricotecenos). Para isso,
foi selecionado um total de 33 isolados de trés espécies, sendo 12 F. graminearum, 11
F. meridionale e 10 F. cortaderiae, identificados em estudos anteriores. Experimentos
foram conduzidos para avaliar: crescimento micelial em duas temperaturas; esporulacéo
e germinacdo de macroconidios; formacdo e producéo de peritécios em graos de arroz,
trigo e milho; a agressividade na cultivar BRS Guamirim e produgdo dos tricotecenos
deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) e duas formas acetiladas de DON (3-ADON e
15-ADON). Quanto ao crescimento micelial, houve interacdo significativa entre espécie
e temperatura. Isolados Fgra mostraram maior resposta no crescimento ao incremento
da temperatura, assim como Fmer em relacdo a Fcor. Na formacdo e producdo de
peritécios nos graos, um indice de fertilidade relativa (IFR), calculado com base na
frequéncia de formacdo de peritécios em diferentes niveis de colonizacao dos graos, foi
maior para todos os isolados quando inoculados em graos de arroz e milho, comparado
com trigo. Independente do substrato, Fgra foi a espécie com o maior IFR seguido de
Fmer e Fcor. Fgra apresentou maior percentual de germinacdo e um maior nimero de
esporos Vvidveis em relacdo a média de Fmer + Fcor. No ensaio de patogenicidade, a
severidade média da doenca foi de 36% e ndo foi observada diferenca estatistica entre as
espécies. Na andlise de micotoxinas produzidas in vitro, foram detectadas apenas as
duas formas acetiladas de deoxinivalenol e nivalenol, sendo a producdo total maior em
substrato de arroz. De forma coerente Fgra produziu mais 15-ADON que Fmer e Fcor,
da mesma forma que Fmer e Fcor produziram mais nivalenol. Assim, Fgra apresentou
evidéncias de maior vantagem adaptiva em relacdo as demais espécies.
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ABSTRACT

Fusarium head blight (FHB) of wheat in southern Brazil is caused by several
species of the Fusarium graminearum species complex (FGSC, F. graminearum species
complex). The most prevalent species include Fusarium graminearum sensu stricto
(Fgra), F. meridionale (Fmer) and F. cortaderiae (Fcor), in this order. Based on the
hypothesis that Fgra is more fit than the others, this study aimed to compare these
species with regards to fecundity (asexual reproduction), fertility (sexual reproduction),
pathogenicity and in vitro production of trichothecene mycotoxins. For this purpose, 33
isolates of these species were selected, being 12 of F. graminearum, 11 of F.
meridionale and 10 of F. cortaderiae, identified in previous studies. Experiments were
conducted to assess: mycelial growth rate at two temperatures; sporulation and
germination of macroconidia; perithecia formation and trichothecene production in rice,
wheat and maize grain susbstrate; and aggressiveness towards a moderately resistant
cultivar (BRS Guamirim) and production of deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV)
and two DON acetylates (3-ADON and 15-ADON). Fgra isolates were more responsive
in mycelial growth to the increase of temperature, as was Fmer related to Fcor. Higher
relative fertility index (RFI), estimated based on the frequency of different levels of
perithecia covering grains, was found for all isolates inoculated on corn and rice grains,
rather than wheat grains. Regardless of the substrate, Fgra was the species with the
highest IFR followed by Fmer and Fcor. Fgra showed higher percent of macroconidia
germination and a greater number of viable spores than the average of Fmer + Fcor. In
the pathogenicity test, the average severity of the disease was 36% and there was no
significant effect of species. As to mycotoxin analysis, only the two acetylated forms of
DON and nivalenol, were detected, with higher total production in the rice substrate.
Fgra consistently produced more 15-ADON than Fmer and Fcor, which produced more
nivalenol. Therefore, there is evidence that Fgra possess adaptive advantages over the
other species.
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) é o segundo cereal mais cultivado no mundo em
uma area estimada em 217 milhdes de hectares plantados anualmente; cerca de 135
milhGes de toneladas foram comercializadas na safra 2012/2013 (FAOSTAT, 2012).
Aproximadamente 30% da populacdo mundial tém a sua alimentacdo baseada em trigo e
seus derivados como fonte priméria de energia, sendo considerada a segunda fonte de
caloria nos paises mais populosos como China e india (FAO, 2011).

No Brasil, o trigo é cultivado nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais,
com uma produgédo que oscila entre cinco e seis milhdes de toneladas, sendo a regido
Sul do pais responsavel por 92% do total produzido (CONAB, 2013). No entanto, para
atender a demanda de consumo no Brasil, estimada em torno de 10 milhdes de
toneladas, ainda € necessario importar quase a mesma quantidade produzida no pais
(Abitrigo, 2013).

Dentre os fatores biodticos que limitam a produtividade e/ou depreciam a
qualidade do trigo, destacam-se as doencas que causam danos e perdas significativas
aos produtores, dentre essas, a giberela (McMullen et al., 2012). Causada por membros
do complexo de espécies Fusarium graminearum (Fusarium graminearum species
complex, FGSC), reduz o rendimento e contamina 0s grdos com micotoxinas de
implicacdes toxicologicas em humanos e animais (McMullen et al., 2012). Em

determinadas situacdes, a presenca de micotoxinas pode desvalorizar o grdo junto ao



mercado, causando prejuizo econdmico aos produtores. Dentre as micotoxinas mais
importantes destacam-se a deoxinivalenol (DON), da classe dos tricotecenos do tipo B
(Mugrabi de Kupler et al., 2011).

No Brasil, as espécies mais frequentes do FGSC, especialmente no Estado do
Rio Grande do Sul, séo: F. graminearum (Fgra), F. meridionale (Fmer) e F. cortaderiae
(Fcor). Em menores frequéncias sdo encontradas as espécies F. austroamericanum
(Faus) e F. asiaticum (Fasi) (Del Ponte et al., 2014). Essas espécies também tém sido
identificadas quanto ao genotipo tricoteceno com base na deteccdo de porgdes de genes
da sintese dos tricotecenos em reacdo em cadeia de polimerase. De maneira consistente,
a analise molecular em isolados de cole¢des de trigo, cevada e arroz mostraram que F.
graminearum € do gendétipo 15-acetildeoxinivalenol (ADON); F. meridionale é do
genotipo nivalenol (N1V) e F cortaderiae segrega tanto para NIV como para 3-ADON
(Scoz et al., 2009; Astolfi et al., 2012; Del Ponte et al., 2014; Gomes et al., 2015).

Na America do Norte e Europa F. graminearum é também dominante dentre as
espécies do complexo, no entanto, segrega para 0s trés geno6tipos supracitados (Téth et
al., 2005; Somma et al., 2014). Apesar dos genotipos tricotecenos serem considerados
preditivos do quimiotipo, estudos tém mostrado discrepancias entre a genotipagem e a
quimiotipagem (analise quimica do substrato de crescimento do fungo), ja que alguns
isolados com um determinado genétipo tricoteceno podem produzir primariamente
outro tricoteceno e ndo aquele predito pelo método molecular (Sampietro et al., 2012).

A preocupagdo com a seguranca alimentar, devido a frequéncia de micotoxinas
em graos e alimentos produzidos com cereais, tem levado varios paises a promulgar
limites maximos de toleréncia (LMT) de micotoxinas em cereais. Na Europa, o LMT de
micotoxinas é regulado desde 2007 (CE N° 1881/2006). Mas, até 0 momento ndo ha

legislagdo prevendo LMT para NIV em alimentos ou ragdes (Leatherhead Food



Research, 2010), uma vez que estudos da European Food Safety Authority (EFSA)
ainda ndo observaram risco a satde humana associada a NIV,

No Brasil, a regulamentacdo iniciou em 2012, incluindo o trigo e seus
subprodutos (ANVISA, 2011). Dentre as micotoxinas regulamentadas estdo incluidos
DON e zearalenona (ZEA), ambas produzidas por algumas espécies de Fusarium,
especialmente aquelas do FGSC. O Brasil também ndo tem LMT para nivalenol,
embora o LMT e a concentracdo de NIV em cereais podem variar entre os locais
amostrados (Del Ponte et al., 2012). Assim, a caracteriza¢do do potencial toxigénico das
populacbes das espécies filogenéticas € essencial para analises de risco e embasamento
para os ajustes na legislacdo, uma vez que outras micotoxinas podem estar sendo
produzidas associadas a giberela do trigo no Brasil (Del Ponte et al., 2014).

O predominio de certos genoétipos tricotecenos em populagBes patogénicas tem
sido associado a vantagens competitivas supostamente associadas ao perfil toxigénico
das espécies, o que poderia levar a mudancas no perfil populacional do patégeno,
conforme determinado em algumas regifes que comparam cole¢des antigas com
colecdes contemporaneas de isolados (Purahong et al., 2014).

No Brasil, foi demonstrado que isolados de Fgra com gendtipo 15-ADON
apresentaram maior agressividade que isolados Fmer do genétipo NIV, resultado
observado em cultivar moderadamente resistente, mas ndo em cultivar suscetivel (Spolti
et al., 2012). Estudos sobre a biologia de populagdes de espécies de FGSC sdo escassos
e evidéncias sobre vantagens competitivas de determinadas espécies tém sido
contraditérias (Spolti & Del Ponte, 2013) e ainda precisam ser mais exploradas,
especialmente com um maior numero de isolados.

A hipotese do presente estudo é que as espécies dominantes na cultura do trigo

apresentam vantagem adaptativa em relacdo aquelas presentes em menor frequéncia. A



adaptabilidade dessas espécies pode estar relacionada as caracteristicas da fase
saprofitica do ciclo de vida do fungo como também vantagem competitiva na fase
patogénica ou mesmo toxigénica. No Brasil, embora a genotipagem dos tricotecenos
seja uma técnica amplamente utilizada, ainda se desconhece o quimiotipo das espécies
presentes na cultura do trigo, bem como os fatores que influenciam na producdo da
toxina in vivo, tal como em substrato.

Assim, utilizando uma colecdo de isolados representativos de trés espécies do
FGSC presentes no Sul do Brasil, este estudo objetivou comparar essas espécies quanto
a 1) fecundidade ou fertilidade nas fases sexuada e assexuada do ciclo de vida do
patdgeno; ii) agressividade em cultivar com nivel moderado de resisténcia genética; iii)

producéo de tricotecenos em condic¢des de crescimento in vitro em dois substratos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importéancia da giberela do trigo

A giberela é uma das mais importantes doencas da cultura do trigo devido aos
danos potenciais no rendimento e na qualidade dos grdos (McMullen et al., 2012). A
doenca é de grande importancia no Brasil e no mundo, devido a ocorréncia mais
frequente de epidemias a partir da década de 1990, coincidentes com condigdes
climaticas favoraveis a doenca, quando comparada as décadas anteriores (Del Ponte et
al., 2009). Além do clima, a doenca tem sido atribuida a mudancas nas praticas
culturais, especialmente com a ampla adocao do plantio direto, que contribuiu para a
manutencdo da fonte de indéculo (Reis et al., 2011).

O dano médio estimado em trigo causado por giberela no Sul do Brasil foi de
19% em 21 safras (de 1984 a 1994 e de 1999 a 2010), com o dano maximo de 40%
registrado na safra do ano de 2007 (Reis et al., 1996; Panisson et al., 2003; Casa et al.,
2004; Reis & Carmona, 2013).

O aumento da importancia da doenca tem causado preocupacdo da cadeia
produtiva do trigo, especialmente devido a presenca de micotoxinas nocivas a saude de
humanos e animais. De forma a garantir a seguranca alimentar, alguns paises tém
implementado medidas regulatérias para LMT de algumas micotoxinas em gréos e
subprodutos para consumo humano e animal (Brennan et al., 2007), inclusive o Brasil

(Anvisa, 2011).



2.2 Sintomatologia

Os primeiros sintomas de giberela em trigo podem ser observados de quatro a
seis dias ap0s a infeccdo (Parry et al., 1995). A infec¢do do fungo ocorre no periodo do
florescimento do trigo e o sitio de infeccdo é através das anteras. A colonizagdo ocorre
através da raquis que é responsavel pela expansdo da doenca na espiga do trigo (Brown
et al., 2010). O fungo também pode infectar o pedunculo logo abaixo da espiga,
causando lesbes necroticas marrom-avermelhada no tecido (Del Ponte et al., 2004).
Eventualmente massas de esporos rosa-alaranjadas do fungo (esporoddquios), podem
ser vistos nas espiguetas atacadas e glumas caso expostas ao clima Umido por tempo
prolongado.

Os gréos infectados por F. graminearum sdo deformados, chochos e
esbranquicados (Sutton et al., 1982; Del Ponte et al., 2007). No entanto, o grau de
intensidade dos sintomas nos gréos depende do momento das infecgdes (Del Ponte et
al., 2007; Cowger & Arrelano, 2010). Em infeccOes tardias, ou seja, durante o
enchimento de gréos, as alteragdes no tamanho e peso de gréos sdo menores e, portanto
0 peso dos graos infectados assemelha-se ao peso de grdos sadios, mas ainda assim,
podem se apresentar contaminados com micotoxinas (Del Ponte et al., 2007; Cowger &

Arellano, 2010).

2.3 Etiologia

A qgiberela em trigo é causada principalmente pela morfoespécie Fusarium
graminearum Schwabe - teleomorfo: Gibberella zeae (Schwein). Nos paises europeus e
regides de clima temperado, F. culmorum, F. poae e F. avenaceum sdo espécies também

encontradas associadas a giberela em trigo (Téth et al., 2005; McMullen et al., 2012).



Em um estudo filogenético com isolados de vérias regibes do mundo, foram
determinadas sete linhagens de F. graminearum estruturadas biogeograficamente
(O’Donnel et al., 2000). Posteriormente, as sete linhagens foram definidas como
espécies filogenéticas com concordancia genealdgica, junto com mais duas novas
espécies, compondo o complexo de espécies Fusarium graminearum (FGSC, Fusarium
graminearum species complex) (O’Donnel et al., 2004). Desde entdo o numero de
espécies foi ampliado até um total atual de 16 espécies do FGSC, e dessas, 15 espécies
foram formalmente nomeadas, denominadas: Fusarium acacia-mearnsii, F.
aethiopicum, F. asiaticum, F. austroamericanum, F. boothii, F. brasilicum, F.
cortaderiae, F. gerlachii, F. graminearum sensu stricto, F. meridionale, F.
mesoamericanum, F. ussurianum, F. vorosii, F. nepalense e F. lousianense. (O’Donnel
et al., 2000; O’Donnel et al., 2004; O’Donnel et al., 2008; Sarver et al., 2011; Aoki et
al., 2012) (Figural).

Embora se afirme que seis espécies do complexo possam ser separadas por
caracteristicas morfoldgicas dos conidios, a identificacdo dessas espécies s6 é possivel
de maneira acurada por métodos moleculares, especialmente com base em sequéncias

de mais de um gene (Aoki et al., 2012).

2.4 Ciclo da doenca

O patdgeno sobrevive como sapréfita nos restos culturais de cereais como milho,
cevada, aveia e centeio (McMullen et al., 1997). O fungo possui também uma ampla
gama de hospedeiros secundarios que podem contribuir para a manuten¢do do inoculo
(Landschoot et al., 2011). Dentre eles, as gramineas, incluindo espécies dos géneros
Agropyron, Agrostis, Andropogon, Botriochloa, Bromus, Cenchrus, Cortaderia,
Digitaria, Echinochloa, Lolium, Pannicum, Paspalum, Pennisetum, Poa e Setaria

(Pereyra & Dill-Macky, 2004).



12 genes combinados
16,109 bp

1 of 288 MP trees
2624 steps

Cl1=0.79

RI=0.91

. = heterotalico

F. wesurianmm

Geografia

N

Asia

. = homotalico F. aethiopicum
. = ambiguo
FGSC F. boothi
'.E' e I F. mesoamericanum
memmmm
—n — do Sul
SR
| e [
F. lunwtasporum
100 —Et&m
e F culovum _
[ F. pasudograminearum
foutgrotps] L * L Fusaium sp.
FIGURA 1. Filogenia de espécies de Fusarium produtoras de tricotecenos e

estruturacdo das espécies filogenéticas do complexo de espécies
Fusarium graminearum através da identificacdo biogeogréafica (FGSC,
Fusarium graminearum species complex). Adaptado de Aoki et al.

(2012).



Nos restos culturais ou nos hospedeiros secundarios, sob condigdes 6timas de
molhamento, ocorre o desenvolvimento da fase sexual, pela formagdo de hifas
dicarioticas (binucleadas) capazes de formar corpos de frutificacdo conhecidos como
peritécios (Reis, 1990; Leplat et al., 2013). Temperaturas entre 5 °C a 35 °C favorecem
a formacao de peritécios, sendo 29 °C a temperatura étima (Sutton, 1982).

A producdo dos ascosporos ocorre na faixa de 13 °C a 33 °C, com temperatura
6tima de 25 °C a 28 °C. O fotoperiodo é um fator ambiental que altera a taxa de
liberacdo dos ascosporos, sendo maior na presenca da luz (Trail et al., 2002). Apo6s
liberados, os ascosporos sdo carregados pela acdo do vento através da turbuléncia
atmosférica e podem alcancar longas distancias da fonte de origem (Hallen & Trail,
2008). A maior deposi¢do dos ascOsporos ocorre durante a noite, possivelmente como
resultado da inversdo da turbuléncia atmosférica no periodo noturno (Del Ponte et al.,
2005; Prussin, 2013).

O periodo de suscetibilidade do trigo as infec¢bes por F. graminearum se
estende do inicio da floracdo até estadios de grdo em massa mole em cultivar suscetivel
(Del Ponte et al., 2007). No entanto, a giberela € considerada uma doenca monociclica
devido especialmente o curto periodo de suscetibilidade (Sutton, 1982). A infeccdo
ocorre pela deposicdo dos esporos (conidios e ascOsporos) nas espiguetas, 0s quais
germinam e entram na planta através de aberturas naturais na base da lema e da palea,
ou pelos tecidos degenerados da antera (Pritsch et al., 2000).

No inicio da infecgdo, ainda sem sintomas visiveis, ocorre a colonizagdo dos
espacos extracelulares (Brown et al., 2010). Estudos moleculares mostraram, nessa fase,
uma alta expressao dos genes Tri (Tri4, Tri5, Tri6, Tri9, e Tril4), relacionados a sintese

das micotoxinas da classe dos tricotecenos (Brown et al., 2011). Quando produzidas no
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tecido do hospedeiro essas micotoxinas inibem a sintese protéica, suprimindo a defesa
da planta (Jansen et al., 2005).

Posteriormente, o fungo cresce intercelularmente (Jansen et al., 2005),
radialmente, necrosando o tecido colonizado e expressando o sintoma tipico da doenca,
pela descoloragéo das espiguetas infectadas e a deformagéo das aristas (McMullen et al.,
1997). A taxa de colonizacdo da espiga via raquis é dependente do nivel de resisténcia
da cultivar e da temperatura (Parry et al., 1995), e h4 uma tendéncia da colonizagéao
progredir na dire¢do basipetal em detrimento ao movimento acropetal (Malbrén et al.,
2014). Além disso, pode ocorrer a senescéncia das espigas pela fitotoxidez das toxinas

produzidas durante o processo de infecgéo e colonizagéo (Brown et al., 2011).

2.5 Epidemiologia

A giberela é favorecida em ambientes com chuvas prolongadas, alta umidade
relativa do ar e clima quente no periodo da floragdo do trigo e desenvolvimento dos
grdos na espiga (Goswami & Kistle, 2004). A principal fonte do inoculo priméario da
doenca sdo os restos culturais (Sutton, 1982; Xu et al., 2004; Leplat et al., 2013). O
indculo principal é constituido de ascésporos (esporos sexuais) produzidos em
peritécios sobre os restos de culturas que antecedem o plantio do trigo, mas
especialmente o milho, onde causa a podriddo em colmos (Sutton, 1982; Trail, 2009). A
ejecdo dos ascosporos do interior dos peritécios ocorre por efeito de molhamento (Trail
et al., 2002). Dependendo das condicdes atmosféricas, 0s esporos podem alcancar
longas distancias (Schmale et al., 2006).

As cultivares comerciais de trigo sdo suscetiveis a doenca em diferentes niveis e
a infeccéo inicia durante a floragdo, podendo ocorrer nas fases de enchimento dos gréos

(Del Ponte et al., 2007; Cowger & Arrellano, 2010). O indculo, em regiGes onde se
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utiliza praticas conservacionistas, como o plantio direto, pode ser encontrado em todos
0s meses do ano (Casa et al., 2004). Estudos de modelagem sugeriram o0 aumento na
ocorréncia da giberela no Sul do Brasil em funcdo da maior frequéncia de anos
favoraveis a doenca, como chuvas mais frequentes no periodo da primavera (Del Ponte
et al., 2009).

O sucesso do manejo da doenga depende do conhecimento dos fatores
epidemioldgicos. Dentre esses, € importante conhecer a populagdo do patégeno presente
em uma regido para entender sobre a adaptabilidade do patégeno as cultivares e as
praticas culturais utilizadas. Assim como, as mudancas na sensibilidade aos fungicidas
utilizados para o controle da giberela; o fluxo génico entre as populagdes; o perfil e
potencial toxigénico das populacBes e o risco de dispersdo de variantes genotipicas que

sejam mais agressivas ou toxigénicas entre lavouras e regides (Gale et al., 2002).

2.6 Distribuicdo de espécies e gendtipos tricotecenos

Recentemente, diversos estudos de identificacdo FGSC foram conduzidos na
regido sul do Brasil (nos estados do Rio Grande do Sul e Parana) por meio da coleta de
isolados do patdgeno associado a espigas sintomaticas no campo ou grdos colhidos em
lavouras comerciais (Astolfi et al., 2012, Del Ponte et al., 2014). Seis espécies de FGSC
ja foram identificadas associadas a diferentes hospedeiros no Brasil, sendo: Fgra, Fmer,
Fcor, Faus e Fasi (Astolfi et al., 2011; Del Ponte et al., 2014).

A guimiotaxonomia para Fusarium graminearum foi proposta inicialmente por
Ichinoe et al. (1983), a partir da classificacdo de isolados oriundos do Japéo,
especificamente do grupo tricotecenos-B, como quimiotipos deoxinivalenol (DON) ou
nivalenol (NIV). Posteriormente, foram descritos trés outros quimiotipos de F.

graminearum conforme a posicdo da acetilagio destes compostos (Miller &
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Greenhalgh, 1999): 3ADON (3-acetildesoxinivalenol), um acetilado C-3 de DON; 15-
ADON (15-acetildesoxinivalenol), um acetilado C-15 de DON, e NIV (nivalenol) um
acetilado C-4 de DON (Desjardins et al., 1993; Goswami & Kistler 2005).

Os genotipos tricotecenos associados as espécies filogenéticas presentes no
Brasil apresentam-se relativamente estruturados nas espécies, sendo 15-ADON para
todos os isolados Fgra e NIV para os isolados Fmer e Fasi. Ja Fcor e Faus apresentaram
os dois genotipos (Del Ponte et al., 2014).

No sul do Brasil um estudo, com amostras de 82 isolados de Fgra obtidos de
amostras de grdos de trigo sintomaticos da regido sul do pais, demonstrou a
predominancia de isolados 15-ADON, néo sendo detectado o tipo 3-ADON (Scoz et al.,
2009). lIsolados NIV foram detectados em seis individuos obtidos de amostras de
distintos locais, distribuidos de maneira aleatéria e em co-ocorréncia com o tipo 15-
ADON na mesma amostra (Scoz et al., 2009). Em trigo (Scoz et al., 2009) e cevada
(Astolfi et al., 2011), a frequéncia de Fgra foi de 92% e 66%, respectivamente

Em outro estudo, Astolfi et al. (2012) amostraram trés campos de trigo no Rio
Grande do Sul. Destas trés populagdes, um total de 140 isolados do FGSC foram
analisados quanto a frequéncia do genotipo tricoteceno. A diversidade genética foi
avaliada em uma amostra de 103 isolados de Fgra, sendo que o gendtipo 15-ADON foi
dominante, seguido pelo gendtipo NIV nas trés populacdes amostradas. Ainda, todos o0s
isolados do genotipo NIV foram identificados como Fmer e todos os isolados do
genotipo 15-ADON como Fgra (Astolfi et al., 2012). No Sul do Brasil, a espécie Fgra
predomina (90%) seguida por Fmer (10%) (Astolfi et al., 2012).

A frequéncia dessas espécies filogenéticas na regido sul do Brasil parece estar
fortemente relacionada com o hospedeiro de origem e a regido geogréafica (Del Ponte et

al., 2014). No estado do Parand, a frequéncia relativa de Fmer (> 28%) em trigo € maior
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gue quando comparada com a sua frequéncia no estado do Rio Grande do Sul (< 9%)
(Del Ponte et al., 2014). Em estudos com inocula¢Bes dessas duas espécies em espigas
de trigo (Spolti et al., 2012) e em pléantulas de milho (Kuhnem et al., 2013), foi
observado que Fgra foi mais agressiva em trigo e que Fmer foi mais agressiva em
milho.

Estudos de identificacdo de espécies e genotipo tricoteceno do FGSC também
tém sido feito em outros paises. Na Europa, os genétipos DON e NIV estdo presentes
em diversos paises, entre eles, na Alemanha (Muthomi et al., 2000), Italia (Gang et al.,
1998), Noruega (Langseth et al., 1999) e Franc¢a (Bakan et al., 2001). O genétipo DON
predomina na por¢do central da Europa, predominando a forma acetilada 15-ADON
(Téth et al., 2005). Em contraste, na por¢do norte foi observado exclusivamente
genotipo 3-ADON (Langseth et al., 1999). No continente Europeu, a espécie Fgra é a
prevalente, além de relatos de ocorréncia de Fmer, Fcor e Fboo (Somma et al., 2014).

Na Asia, Fasi € a espécie prevalente no Japdo (Suga et al., 2008) e na China (Qu
et al., 2008), com a co-ocorréncia de Fgra ou mesmo a dominancia de Fgra em algumas
regides (Wang et al., 2011). Além das duas espécies citadas, também foram relatadas as
espécies Fmer, Fboo e Fnep no continente asiatico (Wang et al., 2011).

Na América do Sul, na Argentina, o quimiotipo DON é dominante, com alguns
representantes produzindo 3-ADON, nédo sendo encontrados os tipos 15-ADON e NIV
por meio de andlises quimicas (Ramirez et al., 2006). Nesse pais, sdo frequentemente
encontradas outras espécies como Fmer, Fboo (Sampietro et al., 2012), Fasi, Fbra, Fcor
e Faus (Umpiérrez-Failache et al., 2013), além de Fgra, potencialmente produtoras de
tricotecenos e outras toxinas, possivelmente relacionado com as diferentes condicdes

climaticas, como o clima temperado (Lori et al., 2003). Entretanto, foi detectado pela
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primeira vez em amostras de trigo afetadas por giberela em 2001 e 2002, o quimiotipo
NIV (Pinto et al., 2008).

No Uruguai, foram encontradas, além de Fgra, as espécies Fasi, Fbra, Fcor e
Faus (Umpiérrez-Failache et al., 2013). Os autores observaram diferencas regionais na
composicdo de espécies e tipos tricotecenos do FGSC nas regifes produtoras do
Uruguai. Isolados de Fgra (15-ADON) foram os mais prevalentes nas provincias
ocidentais e Fasi e o quimiotipo NIV foi predominante na zona de producdo de Cerro
Largo ao longo da fronteira oriental do Uruguai com o Brasil. A predominancia de NIV
na regido oriental do Uruguai é uma preocupacdo na seguranca alimentar e no
monitoramento de niveis de nivalenol (Umpiérrez-Failache et al., 2013).

Em resumo, os gendtipos DON (e suas formas acetiladas) e NIV tém sido
encontrados em todas as regifes amostradas. Na América do Norte (Schmale et al.,
2011), América do Sul (Pan et al., 2013) e Europa (Nielsen et al., 2012). O gendtipo
tricoteceno predominante € DON e 15-ADON, enquanto que NIV é o gendtipo

tricoteceno predominante na Asia (Wang et al., 2011).

2.7 Reproducao e patogénese do FGSC

Estudos tém sugerido que a frequéncia das espécies do complexo esta
relacionada as caracteristicas da habilidade saprofitica e patogénica condicionadas ao
substrato ou hospedeiro (Eudes et al., 2001; Gale et al., 2009; Puri & Zhong, 2010; Von
der Ohe et al., 2010). Em um estudo conduzido por Lee e colaboradores na Coréia do
Sul (Lee et al. 2009), de uma colecdo de isolados do complexo FGSC recuperados de
entren0s de plantas de arroz previamente inoculadas com duas espécies, 0s autores

observaram uma maior frequéncia (87%) de Fasi do que Fgra (14%), sugerindo que a
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maior frequéncia de Fasi no arroz estaria relacionado a vantagens adaptativas ligadas a
fase saprofitica.

Diferencas relacionadas ao perfil toxigénico dos isolados, especificamente
quanto ao gendtipo tricoteceno, também tém sido consideradas como fatores de
influéncia na dindmica das populacGes. Ha relatos de alteracbes no perfil toxigénico de
populacdes de Fgra no estado americano de Minnesota (Burlakotti et al., 2011) e no
leste do Canada (Ward et al., 2008), onde a populagdo predominante 15-ADON vem
sendo substituida por individuos 3-ADON.

Na Asia, populacdes com predominio de isolados 15-ADON e NIV também vém
sendo substituidas por popula¢bes com genétipo predominante 3-ADON (Wang et al.,
2011). A maior agressividade dos isolados 3-ADON poderia estar relacionada a essas
mudangas populacionais por representar uma vantagem patogénica em comparagédo aos
isolados 15-ADON (Von der Ohe et al., 2010). Ward et al. (2008) e Puri & Zhong
(2010) mostraram que isolados 3-ADON foram mais agressivos e produziram maior
quantidade da micotoxina DON em plantas de trigo que isolados 15-ADON.

No entanto, Gale et al. (2009) pela inoculagdo no campo de isolados da
populagdo antecedente (15-ADON) ndo observaram diferenca quando comparados a
isolados da populagdo emergente (3-ADON), nos Estados Unidos. Da mesma forma,
Spolti et al. (2014) avaliando caracteristicas associadas a adaptacdo saprofitica e
patogénica de 50 isolados de Fgra de uma populacdo contemporénea do estado
americano de Nova York ndo observaram diferenca entre isolados 15-ADON e 3-
ADON.

Estudos relacionados a agressividade e a reproducéo das espécies do FGSC seja
a fase assexual (germinacgdo, crescimento micelial e esporulacdo) ou a fase sexual

(formacéo de peritécio e de ascosporos), sdo incipientes (Spolti et al., 2012, Spolti &
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Del Ponte, 2013; Spolti et al., 2014). Tais estudos objetivam identificar os fatores que
podem explicar as alteragdes no perfil populacional (Qu et al., 2008).

H& indicios também de diferencas de fertilidade na fase sexual entre as espécies
do complexo, que poderiam favorecer o dominio da espécie com maior fertilidade. Lee
e colaboradores (Lee et al., 2012), examinaram 568 isolados sul-coreanos do FGSC
coletados a partir de grdos de milho. Utilizando polimorfismo dos fragmentos
amplificados (AFLPs), 75% dos isolados foram identificados como Fgra, seguido de
Fasi (12%), Fboo (12%) e Fmer (1%). Todos os isolados Fgra foram férteis (formaram
peritécios), enquanto que isolados Fasi, Fboo e Fmer apresentaram fertilidade de 70%,
26% e 14%, respectivamente. As espécies Fboo e Fgra produziram deoxinivalenol,
enquanto Fmer e Fasi produziram nivalenol (Lee et al., 2012).

Spolti et al. (2012) avaliaram a taxa de crescimento micelial, esporulacéo, taxa
de germinacdo (indicadores de reproducdo assexual) e agressividade de dois pares de
isolados, provindos de trigo e cevada, pertencentes a Fgra e Fmer. Todas as varidveis
examinadas, exceto a taxa de germinacdo, diferiram significativamente entre as duas
espécies, sendo isolados de Fgra, 0s que apresentaram as maiores taxas de crescimento
micelial e esporulacdo. Em relacdo a agressividade, os isolados de Fgra também
apresentaram maior capacidade de infeccdo e colonizacdo, resultado observado em
cultivar menos suscetivel (BRS Guamirim) e ndo na cultivar suscetivel (BRS 194). Os
autores discutiram que essas diferencas podem explicar a maior predominancia de Fgra
no trigo, como observado anteriormente (Astolfi et al., 2012).

Spolti & Del Ponte (2013) avaliaram caracteristicas fenotipicas de um conjunto
de 19 isolados de duas espécies do complexo (dez isolados Fgra e nove isolados Fmer).

Utilizando inoculagdo por aspersdo e analise multivariada dos dados, ndo foi possivel
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discriminar as espécies filogenéticas. No entanto, as médias de esporulagdo total e taxa
de germinacdo foram mais altas para os isolados Fgra (P < 0,016).

Panthi et al. (2014) avaliaram oito isolados de Fgra com gendtipo tricoteceno
15-ADON quanto a agressividade e a producdo de DON em gréos de trigo de uma
variedade suscetivel. A agressividade foi positiva e linearmente relacionada com a
producdo de DON em grdos (R? = 0,98; P <0,0001), os isolados que mais produziram
DON também foram os mais agressivos.

Kuhnem et al. (2014) realizaram um estudo para avaliar se os isolados
americanos de Fgra patogénicos do trigo e do milho eram mais agressivos em seu
hospedeiro de origem e se a agressividade era influenciada pelo genétipo tricoteceno.
Os isolados inoculados em plantulas milho e espigas de trigo, ndo apresentaram
diferenca significativa (P = 0,098; P = 0,140) quanto a agressividade entre os isolados
oriundos do trigo e do milho, assim como n&o foi observada diferenga significativa (P =

0,079; P = 0,132) entre os gendtipos 3-ADON e 15-ADON.

2.8 Caracteristicas toxigénicas de FGSC

A analise da diversidade genética das espécies do complexo F. graminearum e o
uso de primers especificos com alvo em por¢des de genes preditivos da sintese dos
tricotecenos (Tri3, Tri5, Tri7, Tril2 e Tril3) sdo ferramentas que auxiliam a identificar
as especies filogenéticas e predizer caracteristicas das espécies, como por exemplo, o
potencial toxigénico dos isolados (Ward et al., 2008; Schmale et al., 2011; Astolfi et al.,
2011; De Ponte et al., 2014).

Estudos de distribuicdo das espécies filogenéticas e dos genotipos tricotecenos
sdo de grande relevancia, uma vez que predizem a possivel contaminagdo dos grdos de

cereais em niveis considerados perigosos para 0 consumo humano e de animais (Santin
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et al., 2000). No Brasil, as duas espécies filogenéticas de maior frequéncia, Fgra e Fmer
tém sido caracterizadas geneticamente como produtoras dos tricotecenos 15-ADON e
NIV, respectivamente (Scoz et al., 2009; Astolfi et al., 2011; Astolfi et al., 2012; Del
Ponte et al., 2014). Os tricotecenos sdo classificados em tipo A e em tipo B, neste
ultimo grupo estdo NIV, DON e suas duas formas acetiladas (3-ADON e 15-ADON)
(Santin et al., 2000). Além dos tricotecenos, a micotoxina ZEA também tem sido
frequentemente encontrada em grdos de trigo produzidos no Brasil (Furlong et al.,
1995).

DON ¢ a micotoxina de maior importancia dentre os tricotecenos, com grande
nimero de relatos de ocorréncia em trigo e seus derivados, muitas vezes em
concentragdes elevadas (Puri & Zhong, 2010; Mugrabi de Kupler et al., 2011). Porém,
NIV também pode ser detectado em niveis significantes (Del Ponte et al., 2012). Del
Ponte et al. (2012) analisaram 66 amostras de grdos de trigo provenientes de lavouras
comerciais do Rio Grande do Sul e observaram a ocorréncia simultanea das micotoxinas
DON e NIV em 59 amostras, com concentracdo média de DON e NIV igual a 540
ug/kg e 337ug/kg, respectivamente, evidenciando que as populacfes produzem ambas
as micotoxinas.

Mugrabi de Kuppler et al. (2011) caracterizou geneticamente e quimicamente
isolados do FGSC quanto ao potencial de produzir DON e NIV. Revelou discrepancias
com relacdo ao potencial de producdo de micotoxinas, ou seja, isolados de um gendtipo
tricoteceno foram capazes de produzir micotoxinas de outros quimiotipos em
quantidades consideraveis (Mugrabi de Kuppler et al., 2011). No entanto, ainda que
inconsistente, 0 gendtipo tricoteceno vem sendo utilizado como informagéo preditiva do
potencial toxigénico das populagdes do FGSC (Ward et al., 2008; Schmale et al., 2011;

Wang et al., 2011; Del Ponte et al., 2014).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Colecéo de isolados

Trinta e trés isolados foram selecionados de uma colecdo obtida de espigas
sintomaéticas coletadas em lavouras comerciais de trigo entre as safras 2007 e 2011 no
estado do Rio Grande do Sul. Os isolados foram identificados em estudos anteriores
(Astolfi et al., 2012, Del Ponte et al., 2014). O critério de escolha foi baseado na
espécie filogenética, gendtipo tricoteceno e na safra coletada, de forma a representar os
genotipos mais frequentes (Del Ponte et al., 2014).

Com essa colecdo foram conduzidos diversos experimentos para a caracterizagéo
da reproducdo assexual e sexual, da agressividade, e do potencial toxigénico dos
isolados. Para facilitar a identificacdo dos isolados em cada uma das espécies, criou-se a
nomenclatura codigo da dissertacdo (Tabela 1). Na Tabela 2, estdo especificados quais

isolados foram utilizados em cada experimento realizado.



20

TABELA 1. Informacdes sobre os isolados do FGSC utilizados no estudo.
e - Gendtipo Cadigo Cadigo Safra de S

Espécie filogenética® Tricotecgno2 Cole(;g&o Dissertgg&o origem Municipio

F. graminearum 15-ADON  09Tr_006 Fgral 2009 Panambi
10Tr_ 008  Fgra2 2010  ljui
10Tr 042  Fgra3 2010  Tapejara
11Tr_073 Fgrad 2011  Coxilha
10Tr_084  Fgrad 2010  Coxilha
11Tr 032 Fgra6 2011  Cruz Alta
07Tr 039  Fgra7 2007  Ernestina
07Tr_132 Fgra8 2007  Ernestina
09Tr_125 Fgra9 2009  Carazinho
11Tr 076  Fgral0 2011 -8
11Tr 046  Fgrall 2011 -
11Tr 073  Fgral2 2011 -

F. meridionale NIV 09Tr 002  Fmerl 2009  Coxilha
09Tr 092  Fmer2 2009 S. Barbara do Sul
09Tr_109 Fmer3 2009 Ernestina
10Tr 054  Fmer4 2010  Caseiros
10Tr_082 Fmer5 2010 Ibiaca
11Tr 087 Fmer6 2011 -
10Tr 135  Fmer7 2010 -
07Tr_ 205  Fmer8 2007  Nonoai
07Tr_213 Fmer9 2007 Nonoai
10Tr_159 Fmerl0 2010 Sertdo
11Tr 145 Fmerll 2011 -

F. cortaderiae NIV 09Tr_011 Fcorl 2009  Panambi
09Tr_137 Fcor2 2009  Vacaria
09Tr_143 Fcor3 2009  Vacaria
10Tr_122 Fcord 2010  Mato Castelhano
10Tr_169 Fcord 2010  Sananduva
10Tr_175 Fcor6 2010  Barreto
10Tr_213 Fcor7 2010  Vacaria
11Tr_048 Fcor8 2011 Coxilha
11Tr_150 Fcor9 2011 -
07Tr_133  Fcorl0 2007  Ernestina

L21dentificacdo por multilocus (MLGT-multilocus genotyping): genotipagem da espécie
filogenética e do gendtipo tricoteceno, através de sondas especificas submetidas a extenséo de

primers alelo-especifica utilizando a técnica Luminex (Ward et al., 2008).

$Informagcdo desconhecida.
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TABELA 2. Identificacdo dos isolados utilizados em cada um dos experimentos.

Experimentos

Agressividade

Cadigo Peritécio Micotoxina

cm? EG®

M2 TS A* Gual®  Guall” Vitro(T®)  Vitro (A%

Fgral X X X X X X
Fgra2 X X X X
Fgra3 X X X X X X X X X
Fgra4 X X X X X
Fgra5 X X X X X X X X
Fgra6 X X X X X X
Fgra7 X X X X X X X X
Fgra8 X X X X X X X
Fgra9 X X X X X
Fgral0 X X X X X
Fgrall
Fgral2 X X
Fmerl X X X X X X X X
Fmer2 X X X X
Fmer3 X X X X X X X X X
Fmer4 X X X X
Fmer5 X X X X X X X X X
Fmer6 X X X X X X X
Fmer7 X X X X X X X X X
Fmer8 X X X X X X X
Fmer9 X X X X X X
Fmer10 X X X
Fmerll X X
Fcorl X X X X X X X
Fcor2 X X X X X
Fcor3 X X X X X X X
Fcor4 X X X X X X
Fcor5 X X X X X X
Fcor6 X X X X X X
Fcor7 X X X X X X X
Fcor8 X X X X
Fcor9 X X X X X X
Fcorl0 X X X X X X X

ICM = crescimento micelial; 2M= milho; *T= trigo; “A= arroz; °EG = esporulacéo e germinacédo
®Gual = BRS Guamirim experimento I; ‘Guall = BRS Guamirim experimento 1.
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3.2 Crescimento micelial em duas temperaturas em meio de cultura

Dezoito isolados foram avaliados, sendo cinco, sete e seis isolados de F.
graminearum, F. meridionale e F. cortaderiae, respectivamente. Os isolados foram
cultivados em meio de cultura pronto Batata-Dextrose-Agar (BDA) por sete dias a 25
°C em escuro continuo. Dessas culturas, discos de micelio de 0,6 mm foram retirados e
individualmente posicionados no centro de placas de Petri (9 cm de diametro). No
momento de verter o meio de cultura foi utilizada uma pipeta com o intuito de
padronizar a quantidade, vertendo 20 mL de meio por placa de Petri. As culturas foram
incubadas em duas temperaturas diferentes (15 °C e 30 °C) em escuro continuo durante
cinco dias. O diametro da col6nia foi medido a partir de duas direcdes perpendiculares e
a taxa média de crescimento radial (cm/dia) foi determinada (Spolti et al., 2012). A
sensibilidade a temperatura de cada um dos isolados foi obtida pela razéo entre a taxa de
crescimento do isolado a 30 °C e a respectiva taxa de crescimento a 15 °C (Zhan &
McDonald, 2011; Spolti et al., 2014). Trés repeticGes (placas) foram utilizadas para

cada combinacdo de isolado x temperatura.

3.3 Formacao de peritécios em graos

Vinte e trés isolados foram avaliados, sendo oito, oito e sete isolados de F.
graminearum, F. meridionale e F. cortaderiae, respectivamente. A producdo de
peritécios foi avaliada em trés substratos compostos por grdos de arroz (com casca),
trigo (cultivar BRS Guamirim) e milho (hibrido UFV 2000), adaptando-se a
metodologia utilizada por Chen & Zhou (2009). Os graos de arroz, milho e trigo (20 g)
foram embebidos em 10 mL de &gua destilada e autoclavados por 20 min a 127 °C uma
vez por dia, durante trés dias consecutivos, visando a esterilizagdo. Ap0s, 0S graos

foram colocados em placas de Petri e inoculados com trés discos (0,6 mm de diametro)



23

de BDA de colénias de um isolado crescido por sete dias. Ap0ds, 0s grdos inoculados
foram mantidos no escuro por 21 dias a 25 °C. Em seguida, foram transferidos para casa
de vegetacdo com temperatura controlada (x 25 °C) onde permaneceram por sete dias
para a secagem. Posteriormente a secagem, foram acondicionados em caixas Gerbox
sobre um substrato contendo uma camada de areia esterilizada (2 cm) e trés folhas de
papel filtro, e mantidos em casa de vegetagdo. O substrato foi umedecido diariamente
com &gua. Apos 21 dias nessas condicdes, 50 gréos de cada isolado foram selecionados
para avaliacdo da propor¢édo da superficie do grdo coberta com peritécios, com base em
uma escala diagramaética intervalar que foi desenvolvida para esse estudo, com quatro

intervalos (Figura 2).

FIGURA 2. Escala diagramatica de notas para intervalos de percentual de cobertura
dos grdos de arroz (A), trigo (B) e milho (C) com peritécios a partir da
inoculagdo com discos de micélio: 0 (sem peritécios); 1 (1 a 10%); 2
(>10 a 30%); e 3 (>30%).
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Para se comparar os isolados quanto a fertilidade sexual, as classes atribuidas
individualmente a cada um dos 50 grdos foram integrada em um indice de fertilidade
relativa (IFR, variando 0 a 100%), com base na frequéncia das classes na amostra de

gréos (Mckinney, 1923):

£1(nify) x 100
tn,

IFR =

Sendo,
n = nota
f = frequéncia da nota

t= total de gréos
Nm = nota maxima da escala

3.4 Esporulacéo, germinacao e viabilidade de macroconidios

Vinte e sete isolados foram avaliados, sendo oito isolados de F. graminearum,
nove isolados F. meridionale e dez isolados de F. cortaderiae. A fecundidade dos
isolados foi avaliada com base na producdo de esporos assexuais (macroconidios) em
meio de cultura. Para tal, col6nias dos isolados selecionados foram cultivadas em meio
SNA por sete dias com fotoperiodo de 12 h de luz e temperatura de 25 °C (Leslie &
Summerell, 2006). A partir dessas culturas, os isolados foram purificados por meio de
cultivo monospdrico, ou seja, a partir de um Unico esporo produziu-se uma nova col6nia
em meio SNA por sete dias. Trés discos de 5 mm de didmetro foram retirados das
bordas dessas colnias e imersos em 5 mL de &gua destilada esterilizada (ADE)
contendo 0,1 mL de Tween 0,001% em tubo de ensaio, que foi agitado por 20 s. A
esporulacdo foi expressa em numero de esporos/mL, apds a contagem de esporos em
camara de Neubauer (Spolti et al., 2012).

Para a avaliacdo da germinacdo, uma aliquota (1 mL) de uma suspensdo de

macroconidios foi incubada por 6 h sob condi¢cdes de umidade, as laminas foram
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acondicionadas em bandejas com umidade de 100 % (Beyer et al., 2005). Apds, com
auxilio de um microscopio, foi quantificado o nimero de esporos germinados em uma
amostra 20 macroconidios, sendo a germinacdo expressa em porcentagem (Beyer et al.,
2005). Foram considerados germinados todos os esporos que formaram tubo

germinativo.

3.5 Agressividade em espigas de trigo

Dezessete isolados foram avaliados, sendo seis, cinco e seis isolados da espécie
F. graminearum, F. meridionale e F. cortaderiae, respectivamente. Sementes de trigo
da cultivar BRS Guamirim, classificada como moderadamente resistente, foram
semeadas em vasos (3 L) contendo substrato casca de arroz carbonizada (Tropstrato HT
Hortalicas) e fertilizada com macronutrientes (4-14-8 NPK). Foram semeadas 10
sementes de trigo por vaso e, apos o desbaste, foram mantidas até 10 espigas por vaso.
Para a caracterizacdo da agressividade, os isolados foram individualmente inoculados
uma espigueta central das plantas no estadio de grdo massa mole do trigo, 85 da escala
Zadoks (Zadoks et al., 1974; Engle et al., 2003). As espigas selecionadas para
inoculacdo tiveram a espigueta central marcada e, com uma micropipeta, foi feita a
inoculagdo de 20 pL de uma suspensdo de esporos de 10° conidios/mL (Spolti et al.,
2012). Apos a inoculacdo, as plantas foram incubadas a 25 °C em cémara de
crescimento, com UR de 100%, por um periodo de 48 h. Apos este periodo as plantas
retornaram a casa de vegetacdo. Nas espigas inoculadas foi avaliada a severidade, ou a
proporcdo de espiguetas gibereladas (Spolti et al., 2012). A avaliagéo foi feita aos 24

dias apo6s a inoculagdo. O experimento foi repetido uma vez.



26

3.6 Producdo de tricotecenos in vitro em graos

Vinte e nove isolados foram avaliados, sendo dez, nove e dez isolados de F.
graminearum, F. meridionale e F. cortaderiae, respectivamente. A producdo de
micotoxinas in vitro foi avaliada utilizando substrato de grdos de arroz ou de trigo,
conforme descrito por Puri & Zhang (2010), com algumas modificagdes (Spolti et al.,
2014). Os gréos de arroz ou de trigo (20 g) foram armazenados em placas de Petri de
vidro (60 x 90 mm), embebidos em 10 mL de agua destilada e, posteriormente,
esterilizados por 20 min a 120 °C uma vez por dia, durante trés dias consecutivos. Apos
a autoclavagem, os gréos foram inoculados com trés discos (0,6 mm de didmetro) de
BDA de colonias dos isolados desenvolvidas por sete dias de cada isolado
separadamente. Utilizaram-se duas placas para cada isolado. As placas depois de
inoculadas com os discos de micélio foram mantidas no escuro por 21 dias a 25 °C.
Apos esse periodo, as amostras foram retiradas das placas e acondicionadas em estufa a

60 °C durante 24 h e armazenadas em freezer.

3.6.1 Extracéo e quantificacdo de tricotecenos

As micotoxinas foram extraidas seguindo o método QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Ruged and Safe), proposto por Tanaka et al. (2000), com modificacdes
(Heidtmann-Bemvenuti et al., 2012). Os padrbes analiticos dos tricotecenos,
deoxinivalenol (DON), 3 acetil deoxinivalenol (3-ADON), 15-acetil deoxinivalenol (15-
ADON) e nivalenol (NIV), foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). As
fases moveis utilizadas para determinacdo cromatografica (acetonitrila grau
cromatografico J. T. Baker Mallinckrodt, Phillisburg, NJ, USA e &gua ultrapurificada
em sistema Direct-Q UV3®de resistividade 18,2 MQ cm, Millipore, Bedford, USA) as
quais foram previamente desgaseificadas em banho ultrassdnico (Ultrassonic Cleaner

Unique, 1600 W) e a acetonitrila filtrada em filtro Millipore (Supelco, 58067), com
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poros de 0,45 pm de diametro. As condi¢Bes cromatogréficas foram por fase reversa
Coluna: C18, Supelco, 25 cm x 4,6 mm, 10 um.

A biomassa fungica produzida em substrato de arroz e trigo foram moidas em
moinho de facas até a granulometria média de 40 mesh. Foram tomadas 10g de
amostras em erlenmayer de 250 mL aonde foram adicionados 20 mL de &gua destilada e
20 mL de acetonitrila acidificada com 0,2 mL de &cido acético glacial. A mistura foi
agitada em um agitador horizontal (5 min/800 g) e logo ap6s, foram adicionados a essa
mistura 1,5 g de sulfato de magneésio e 0,85 g de acetato de sddio e, na sequéncia a
mistura foi novamente agitada por mais 5 minutos. O extrato foi centrifugado (10
min/14000 rpm), removendo-se 6 mL do sobrenadante, e adicionado mais 0,3 g de
sulfato de magnésio e 0,2 g de celite, e novamente agitado por 1 min.

Ao final do processo foram coletados 3 mL do sobrenadante, que foi seco em
banho maria. Para a quantificacdo, o residuo seco foi ressuspendido em 1 mL da fase
movel e centrifugado a 1200 g (Eppendorf Centrifuge 5410, Hamburg, Germany). Os
tricotecenos foram identificados pela comparacdo dos tempos de retencdo dos padrdes
com os obtidos no cromatogramas das amostras. Para confirmacdo de identidade do
contaminante foi usada a co-cromatografia. Todas as determinagdes foram realizadas
em triplicata no Laboratorio de Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos da Universidade

Federal do Rio Grande (FURG).

3.7 Andlise estatistica

As espécies foram comparadas por meio de analise descritiva e analise de
variagdo com os fatores j& descritos em cada experimento. Para cada espécie,
agrupando-se os valores dos isolados, foi calculado o valor médio e o intervalo de

confianca (IC 95%) para cada uma das varidveis. A andlise de contraste foi realizada
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mantendo-se a ortogonalidade dos dados (3-1), sendo 3 o numero de tratamentos
(espécies). Assim, os contrastes efetuados foram entre a espécie predominante no trigo
no sul do Brasil (Fgra) e as espécies observadas em menor frequéncia (Fmer e Fcor) e

entre essas de menor frequencia (Del Ponte et al., 2014).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados

4.1.1 Crescimento micelial em duas temperaturas em meio de cultura

Na andlise de variancia foi observada significancia da interacdo entre espécie e
temperatura (P = 0,030) para o crescimento micelial (Tabela 3). Para a sensibilidade a
temperatura houve efeito significativo das espécies (P < 0,001; dado ndo apresentado).

A variancia observada entre as temperaturas foi maior que entre as especies
(soma de quadrados), indicando que a interacdo entre esses dois fatores foi determinada
pelo efeito majoritario da temperatura (Tabela 3, Figura 3). Assim, quando analisadas

separadamente, nao foi observada diferenca nos contrastes (Tabela 4).

TABELA 3. Anélise de variancia da taxa de crescimento micelial de espécies do
complexo Fusarium graminearum (FGSC) em meio de cultura,
incubado nas temperaturas de 15 °C e 30 °C, em escuro continuo.

Causas de variagdo Soma de Quadrados F pPb

Espécie (E) 0,024 0,354 0,703
Temperatura (T) 6,153 179,603 <0,001
E*T 0,248 3,627 0,030

2 No ensaio cinco, sete e seis isolados de F. graminearum, F. meridionale e F. cortaderiae foram
utilizados para caracterizar as respectivas espécies.
b Significancia da analise de variancia.
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FIGURA 3. Taxa de crescimento micelial de F. graminearum (Fgra; n = 5), F.

meridionale (Fmer; n = 7) e F. cortaderiae (Fcor; n = 6) incubados nas
temperaturas de 15 °C e 30 °C. Circulos abertos representam a média
de trés repeticdes para cada isolado. Pontos pretos representam a média
da taxa de crescimento de todos os isolados para cada uma das espécies

em cada temperatura. A linha continua indica a sensibilidade a
temperatura pela variacdo na taxa de crescimento micelial com a

variacdo na temperatura.
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TABELA 4. Crescimento micelial médio e intervalo de confianca de 95% de
espécies do complexo Fusarium graminearum incubadas em BDA em
diferentes temperaturas. A variagdo (A) na taxa de crescimento indica a
sensibilidade a temperatura das espécies.

Espécies? e Taxa de crescimento micelial (cm/dia)

isolados A na taxa®

15°C 30°C

Fgra 0,64 +0,18 1,26 + 0,09 1,96 + 0,19
Fmer 0,70+ 0,35 1,17+ 0,20 1,69 + 0,26
Fcor 0,73+0,15 1,10+ 0,21 1,52 £ 0,20
Contrastes p°
Fgra vs. Fmer+Fcor 0,587 0,090 <0,001
Fmer vs. Fcor 0,513 0,295 0,045

2Fgra = F. graminearum, Fmer = F. meridionale e Fcor = F. cortaderiae.
b Sensibilidade a temperatura = tx. de crescimento em 30 °C / tx. de crescimento em 15 °C.
¢ Significancia da analise de variancia.

Isolados Fgra apresentaram uma maior sensibilidade a temperatura, pela maior
variagdo (92%) no crescimento micelial com o aumento da temperatura de 15 °C para
30 °C (Figura 3, Tabela 4). Da mesma forma, Fmer apresentou uma maior sensibilidade
a temperatura que Fcor (P = 0,045, Tabela 4). Assim, Fgra, Fmer e Fcor podem ser

listadas em ordem crescente na sensibilidade a temperatura (Figura 3, Tabela 4).

4.1.2 Formacdao e producéo de peritécios em graos

Todos os isolados produziram peritécios nos trés substratos (Figura 4). Foi
observado um gradiente na fertilidade entre isolados de uma mesma espécie, com maior
variacdo entre os isolados quando inoculados em arroz e milho que em comparacao a

trigo (Figura 4).
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FIGURA 4. Distribuicdo, em ordem do menor a maior, do indice de fertilidade
relativa com base na frequéncia e quantidade de peritécios produzidos
em grdos, para 23 isolados de trés espécies do FGSC (F. graminearum
= Fgra, F. meridionale = Fmer e F. cortaderiae = Fcor, inoculados em
substrato de arroz (A), milho (B) e trigo (C).

Houve diferenca significativa no indice de fertilidade relativa entre as espécies
(P < 0,001) e os substratos (P < 0,001), mas ndo foi observada interacdo significativa
entre esses dois fatores (Tabela 5). A espécie foi o fator que apresentou a maior

variancia para a formacao de peritécios (SQ = 13664, F = 40,396) (Tabela 5).

TABELA 5. Analise de variancia nos dados de indice de fertilidade relativa
(producdo de peritécio) por trés espécies do FGSC em substrato de
grdos de arroz, milho e trigo.

Causas de variagdo Soma de Quadrados F pPb

Espécie (E)? 13664 40,396 <0,001
Substrato (S) 5856 17,314 <0,001
E*S 718 1,061 0,383

2 No ensaio oito, oito e sete isolados de F. graminearum, F. meridionale e F. cortaderiae foram utilizados
para caracterizar as respectivas especies.
b Significancia da analise de variancia.

Os isolados apresentaram um maior indice de fertilidade relativa quando
inoculados em gréos de arroz e milho do que em gréos de trigo para todas as espécies

(Tabela 6). Ainda, independente do substrato, Fgra foi a espécie com maior fertilidade
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(Tabela 6). Dessa forma, pela anélise de contrastes, foi observada diferenca significativa
entre Fgra vs. Fmer+Fcor em gréos de arroz, milho e trigo (P < 0,001).

Apesar de ndo ser observada interacdo significativa entre espécie e substrato
para a formacdo de peritécios, foi observada maior fertilidade de Fmer em relacéo a
isolados Fcor em gréos de arroz (P = 0,026) e milho (P = 0,001), mas ndo quando gréos

de trigo foram utilizados como substrato (P = 0,126) (Tabela 6).

TABELA 6. Indice médio de fertilidade relativa, e respectivo intervalo de confianca
de 95 %, obtido com base na frequéncia e percentual da superficie de
grdos de arroz, milho ou trigo coberta com peritécios por isolados de
trés espécies do FGSC

Substrato

Espécies? N° de isolados

Arroz Milho Trigo
Fgra 8 61,8 +6,6 486+143 31,5%+134
Fmer 8 36,8+ 14,4 31,8+10,4 155+6,2
Fcor 7 20,2+104 10,8 £9,3 6,8+4,4
Contrastes PP
Fgra vs. Fmer+Fcor <0,001 <0,001 <0,001
Fmer vs. Fcor 0,026 0,001 0,126

aFgra = F. graminearum, Fmer = F. meridionale e Fcor = F. cortaderiae.
b Significancia da analise de variancia.

4.1.3 Esporulacdo, germinacdo e viabilidade de macroconidios

Houve variacdo entre as espécies analisadas quanto a esporulacdo em meio
artificial (P = 0,003), germinacdo dos esporos (P = 0,001) e no nimero de esporos
viaveis (P = 0,007) (Figura 5). Para a estimativa dos esporos viaveis foi utilizado o

produto da esporulagéo e o respectivo valor da germinagéo.
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FIGURA . Distribuicdo dos valores de esporulagdo (A), germinacdo de
macroconidios (B) e o niUmero de esporos viaveis (C) para oito isolados
de F. graminearum (Fgra), nove isolados F. meridionale (Fmer) e dez
isolados de F. cortaderiae (Fcor). Os circulos representam cada um dos
isolados em cada uma das espécies.

Todos os 27 isolados avaliados no ensaio produziram macroconidios em SNA
(Tabela 7). Todos os oito isolados de Fgra germinaram, no entanto, 2/9 e 1/10 isolados
de Fmer e Fcor ndo germinaram, respectivamente. Assim, a média do numero viavel de
esporos entre as espécies também foi distinto, mas com alguma variacdo em relagdo aos
valores observados para esporulacdo e germinacao (Figura 5, Tabela 7).

Pela anélise de contraste ortogonal a esporulacdo de Fgra em meio SNA ndo
diferiu da média dos valores observados dentre os isolados Fmer e Fcor (P = 0,984). No
entanto, isolados Fmer esporularam mais do que isolados Fcor (Tabela 7). Fgra
apresentou maior percentual germinacdo (P = 0,026) e um maior nimero de esporos

viaveis (P = 0,003) em relacdo a média de Fmer+Fcor (Tabela 7).
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TABELA7. NUmero médio e intervalo de confianca 95% de esporos, percentual de
germinagdo e nimero de esporos Viaveis.
N° de Esporulagéo Germinacao Esporos viaveis
Espécie?
isolados (esporos/mL) (%) (esporos/mL)

Fgra 8 15,0x10°+5,3x10°  50,0+26,7  7,2x10%+ 4,6x10°
Fmer 9 20,0x10°+8,4x10° 10,3 + 93  2,2x10%+ 2,6x10°
Fcor 10 9,9x10%+ 4,4x10° 44,8 +28,0  3,8x10%+2,4x10°
Contrastes PP
Fgravs.

0,984 0,026 0,003
Fmer+Fcor
Fmer vs. Fcor <0,001 0,002 0,168

aFgra = F. graminearum, Fmer = F. meridionale e Fcor = F. cortaderiae.
b Significancia da analise de variancia.

Para esporulagdo e germinacdo as espécies Fmer e Fcor tiveram resultados

distintos na comparacdo das medias. Enquanto Fmer apresentou maior meédia de

esporulacdo (P = 0,002) em relacdo a isolados Fcor (Tabela 7) a média de germinacgédo

dos esporos dos isolados Fmer foi inferior aquela dos isolados Fcor (P = 0,002). Assim,

ndo houve diferenca entre Fmer e Fcor no nimero de esporos viaveis (P = 0,168)

(Tabela 7).
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4.1.4 Agressividade em espigas de trigo
Todos os isolados foram patogénicos e a severidade média observada foi de 36%

(Figura 6).
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FIGURA 6. Severidade média de giberela na cultivar BRS Guamirim inoculada
com 17 isolados do complexo Fusarium graminearum pertencentes a
trés espécies filogenéticas, sendo seis, cinco e seis isolados de F.
graminearum, F. meridionale e F. cortaderiae foram utilizados para
caracterizar as respectivas espécies (Fgra, Fmer e Fcor).

N&o foi observado efeito significativo entre espécies (P = 0, 279; Figura 6) na
cultivar BRS Guamirim (Tabela 8). Pela analise de contraste ndo foi observada
diferenca significativa entre Fgra vs. Fmer+Fcor (P = 0,116; Tabela 8). Apesar de nédo
ser observada diferenca significativa entre espécie em relacdo a severidade de doenca,
foi observada uma maior severidade de doenca de isolados Fcor em relacdo a isolados

Fmer (Tabela 8).
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TABELA 8. Severidade média da doenca (%) e intervalo de confianca de 95 % pela
inoculacdo de espécies do complexo Fusarium graminearum na
cultivar BRS Guamirim.

Espécies? N° de isolados BRS Guamirim
Fgra 6 41,1+116
Fmer 5 332+81
Fcor 6 34,0+8,4
Contraste PP

Fgra vs. Fmer+Fcor 0,116
Fmer vs. Fcor 0,883

aFgra = F. graminearum, Fmer = F. meridionale e Fcor = F. cortaderiae.
b Significancia da analise de variancia.

4.1.5 Producéo de tricotecenos in vitro em graos

Nos isolados amostrados foram detectados apenas as formas acetiladas de DON
e nivalenol. A producdo total de tricotecenos foi maior em substrato de arroz em
comparagdo ao substrato de trigo (Figura 7). Foi observado coeréncia entre o gendétipo
tricoteceno e a micotoxina produzida para a maioria dos isolados (Figura 7). No entanto,
em substrato de arroz, um isolado Fgra com gendtipo 15-ADON apresentou quimiotipo
NIV, um isolado Fmer com gendtipo NIV apresentou quimiotipo 3-ADON e um isolado
Fcor com genotipo NIV apresentou quimiotipo 15-ADON (Figura 7). Em substrato de
trigo, apenas um isolado Fmer com gendtipo NIV apresentou um quimiotipo 15-ADON.

Na andlise de variancia, mantendo-se constante o nimero de isolados entre o0s
substratos foi observado efeito significativo das espécies para a concentracdo de 15-
ADON e NIV (P < 0,001), mas ndo foi observado efeito significativo para a

concentracéo de 3-ADON (P = 0,465) (Tabela 9).
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Concentracdo de tricotecenos de 30 isolados do FGSC pertencentes a

trés espécies filogenéticas, sendo dez, dez e dez isolados de F.
graminearum (Fgra), F. meridionale (Fmer) e F. cortaderiae (Fcor)
foram utilizados para caracterizar as respectivas espécies nos
substratos de arroz (A) e trigo (B). Os asteriscos indicam os isolados

com quimiotipagem inconsiste com o genétipo tricoteceno.

O susbstrato foi uma causa significativa para o concentragdo de NIV (P < 0,001)

e para a concentracdo total de tricotecenos (15-ADON + 3-ADON + NIV) (P = 0,035)

(Tabela 9). Houve interacdo significativa entre espécie e substrato apenas para o total de

tricotecenos (P = 0,030) (Tabela 9).

TABELA 9. Anélise de variancia da produgdo de micotoxina in vivo de espécies do
FGSC em substratos de grdos de arroz e trigo.
15-ADON 3-ADON NIV Total
Causas de variagdo F pb F F P F P
Espécie (E)? 14,868 <0,001 0,778 0,465 5,266 0,008 1,524 0,227
Substrato (S) 0,752 0,390 1,345 0,252 13,328 <0,001 4,662 0,035
E*S 0,969 0,388 0,778 0,465 2,285 0,111 3,745 0,030

2 No ensaio dez, nove e dez isolados de F. graminearum, F. meridionale e F. cortaderiae foram utilizados

para caracterizar as respectivas espécies.

b Valor de P onde os valos em negrito indicam significancia ao nivel de probabilidade de 5%.
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Apenas dois isolados produziram 3-ADON, sendo um isolado Fmer e outro Fcor
(Figura 7). Como ndo houve efeito significativo das causas de variacdo sobre esta
micotoxina, as analises seguintes irdo detalhar apenas a concentracdo de 15-ADON e
NIV (Tabela 10) ou o total de tricotecenos (Tabela 11).

De forma coerente com 0s respectivos genotipos tricotecenos, a espécie Fgra
produziu mais 15-ADON que Fmer e Fcor (P = 0,006) indiferente ao substrato (Tabela
10). Da mesma forma, ambas as espécies com gendtipo NIV produziram mais dessa
micotoxina que a espécie Fgra (P < 0,001) (Tabela 10). Entre as espécies Fmer e Fcor
ndo houve diferenca na sintese de 15-ADON (P = 0,549) ou NIV (P = 0,959) (Tabela

10).

TABELA 10. Concentra¢fes médias de tricotecenos (ug/kg) e intervalo de confianca
de 95 % produzidos por espécies do FGSC em dois substratos inertes
(arroz e trigo). As médias das micotoxinas foram agrupadas indiferente
ao substrato, pois ndo foi observada interacdo significativa para tais
tricotecenos.

Tricotecenos

Espécies? N° de isolados

15-ADON NIV
Fgra 10 1268,0 + 618,0 71,7 £150,1
Fmer 9 49,4 +104,3 833,7 £576,7
Fcor 10 62,7 +131,3 661,0 +432,4
Contrastes PP
Fgra vs. Fmer+Fcor 0,006 < 0,001
Fmer vs. Fcor 0,540 0,959

aFgra = F. graminearum, Fmer = F. meridionale e Fcor = F. cortaderiae.
b Significancia da analise de variancia.
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A concentragdo total de tricotecenos em grdos de trigo foi maior com a
inoculacdo de isolados Fgra em relacdo as outras duas espécies (P = 0,002; Tabela 11).
Os demais contrastes ndo foram significativos (Tabela 11).

TABELA 11. Concentracdo média total de tricotecenos (ug/kg) e intervalo de
confianca de 95 % produzidos por espécies do FGSC em grdos de

arroz ou trigo. Andlise realizada considerando a interacdo entre as
espécies e 0 substrato para a concentragdo total de tricotecenos.

Concentracéo total de tricotecenos

Espécies? N° de isolados

Arroz Trigo
Fgra 10 1127,6 + 880,8 1551,9 + 980,3
Fmer 9 1358,6 + 961,1 432,2 + 669,8
Fcor 10 1451,6 + 767,3 118,0 + 266,9
Contrastes PP
Fgra vs. Fmer+Fcor 0,541 0,002
Fmer vs. Fcor 0,861 0,485

aFgra = F. graminearum, Fmer = F. meridionale e Fcor = F. cortaderiae.
b Significancia da analise de variancia.

4.2 Discussao

Na avaliacdo do efeito da temperatura no crescimento micelial, a grande
variacdo observada entre isolados de uma mesma espécie ndo permitiu detectar
diferencas entre as espécies nas duas temperaturas. No entanto, Fgra apresentou uma
maior resposta média, ou sensibilidade, ao incremento da temperatura comparado com
Fmer + Fcor, a qual é uma variavel sugerida para indicar potencial de adaptacdo térmica
(Zhan & McDonald, 2011; Backhouse et al., 2014; Spolti et al., 2014) e adaptabilidade
saprofitica (Tunali et al., 2012).

Esse resultado é similar aos obtidos por Spolti et al. (2012), que utilizaram um

namero menor de isolados (quatro) e ndo observaram diferenca entre Fgra e Fmer no
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crescimento micelial a 10 °C, 15 °C, 20 °C ou 35 °C, mas apenas nas temperaturas de
25 °C e 30 °C. Essa diferenca pode estar relacionada ao menor ndmero de isolados
utilizados naquele estudo (dois por espécie), haja vista a variagdo observada em uma
amostra maior, conforme o presente estudo com cinco a sete isolados de cada espécie.

A sobrevivéncia de F. graminearum na entressafra e a producao do indculo para
as infeccbes primarias ocorrem através da formacédo de peritécios nos restos culturais
(Khonga & Sutton, 1988; Shaner, 2003; Pereyra & Dill-Macky, 2004; Gilbert &
Fernando, 2004). Assim, a fertilidade sexual tém importancia fundamental na ecologia
da doenca (McMullen et al., 2012; Gilbert & Haber, 2013; Leplat et al., 2013). No
entanto, poucos sdo os estudos que caracterizam os isolados ou as espécies do complexo
F. graminearum quanto a formacéo e producao de peritécios (Lee et al., 2012; Spolti et
al., 2014).

O presente estudo relata pela primeira vez a caracterizacdo da fertilidade inferida
pela frequéncia quantidade de peritécios produzidos em grdos, na respectiva ordem:
Fgra > Fmer > Fcor. E interessante notar que a fertilidade sexual dessas espécies segue
a mesma ordem de frequéncia dessas em gréos de trigo no Sul do Brasil (Astolfi et al.,
2011; Astolfi et al., 2012; Del Ponte et al., 2014).

Lee et al. (2009) recuperou 247 ascdsporos, um de cada peritécio, e deste total
87% eram da espécie Fasi, seguidos da espécie Fgra (13%) e nédo foi detectado nenhum
Fboo. Assim, também relatou diferenca na fertilidade sexual entre espécies do FGSC e,
assim como no presente estudo, Fgra apresentou uma maior fertilidade que isolados
Fmer.

Em trés campos de trigo da regido norte do estado do Rio Grande do Sul, Del
Ponte et al. (2014) determinaram a frequéncia das espécies do FGSC em resteva de

milho e em espigas de trigo com sintomas de giberela. A frequéncia de Fmer ou Fcor na
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resteva de milho foi maior que a de Fgra. Contrariamente, Fgra foi a espécie mais
frequente nas espigas de trigo. No entanto, em colmos de trigo naturalmente infectados
a sobrevivéncia de F.graminearum tende a ser menor que a de outras espécies do
género, como F. verticillioides, que é um patdgeno importante da cultura do milho
(Palazzini et al., 2013).

Assim, Del Ponte et al. (2014) inferiram que a diferenca na frequéncia dessas
espécies nesses diferentes habitats estaria associada a uma maior aptidao patogénica ja
que peritécios em colmos de milho sdo oriundos de podriddo do colmo causadas por
Fmer e Fcor. No presente trabalho, Fgra indiferente ao substrato produziu uma maior
quantidade de peritécios que Fmer ou Fcor. Assim, a maior frequéncia de Fgra em gréos
de trigo seria devido a abundancia de in6culo Fgra no ar atmosférico oriundo de outras
fontes de indculo além da resteva do milho, associado a vantagens patogénicas em trigo
(Del Ponte et al., 2014).

A reproducdo assexual de F. graminearum é responsavel pela disseminacdo do
patdgeno a curtas distancias (Parry et al., 1995; Fernando et al., 1997). A producéo de
macroconidios em meio de cultura como o SNA é usada para mimetizar o substrato
natural (Sung & Cook, 1980), o que pode indicar possiveis diferencas na fertilidade
entre as espécies e, portanto, de produzir indculo para as infeccbes pelo patégeno no
trigo (Leplat et al., 2013).

N&do foi observada diferenca entre Fgra e a média combinada das demais
espécies aqui avaliadas. No entanto, Fmer apresentou uma maior esporulacdo que Fcor.
Spolti et al. (2012) e Spolti & Del Ponte (2013) relataram maior esporulagdo (>1,5x)
para Fgra que Fmer. No entanto, os isolados utilizados nesses dois estudos prévios

foram diferentes dos caracterizados no presente trabalho. Ainda, no presente estudo é
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relatada pela primeira vez a caracterizacdo da esporulagéo de Fcor, sendo inferior a da
espécie Fmer (~2x).

Spolti et al. (2012) avaliaram a germinacgéo de dois isolados Fgra e dois isolados
Fmer e ndo observaram diferenca significativa entre as duas espécies. No entanto, os
dados do presente estudo mostram que a germinacdo de macroconidios foi maior para
Fgra em relagdo as outras duas espécies e que, Fcor apresentou maior germinagao que
Fmer (Fgra> Fcor> Fmer), assim, os dados corroboram com Spolti & Del Ponte (2013),
onde com um conjunto de 19 isolados foi também observada maior germinacdo de
esporos de Fgra em comparacdo a Fmer. A estimativa de esporos viaveis (esporulagdo x
germinacdo) indica uma maior adaptabilidade de Fgra na fase assexuada do patégeno
em relacdo as outras duas espécies menos frequentes em trigo e aqui caracterizadas
(Fmer e Fcor).

Assim, considerando a assincronia na floragdo de espigas dentro de uma lavoura
(Reis, 1988) e da possibilidade de infec¢Bes secundéarias (Paul et al., 2007), é possivel
que Fgra tenha maior oportunidade de infectar espigas pela disseminagdo secundaria do
patdégeno. No entanto, essa hipOtese deve ser testada com experimentos especificos e
com a utilizagdo de técnicas como fingerprint (Keller et al., 2011).

Ao contrério do relatado por Spolti et al. (2012), que também utilizou a cultivar
BRS Guamirim e a inoculacdo da espigueta central, ndo foi observado diferenga na
agressividade de espécies do complexo F. graminearum. A severidade média observada
por Spolti et al. (2012) na cultivar BRS Guamirim quando inoculado com isolados de
Fgra foi de 73% e de 22% para os isolados Fmer, apresentando severidades médias de
Fgra superiores as observados neste trabalho. No entanto, Spolti et al. (2012) inoculou
as plantas em antese plena o que pode ter favorecido a maior severidade e discriminagédo

entre as espécies. No presente estudo as plantas foram inoculadas em estagios
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posteriores a floragdo, o que pode explicar a contradi¢do, além do fato de se ter utilizado
maior nimero de isolados do que em Spolti et al. (2012).

A capacidade de discriminar as espécies do FGSC (Goswami & Kistler, 2005;
Spolti et al., 2012; Spolti & Del Ponte, 2013) ou 0s genotipos tricotecenos (Puri &
Zhong, 2010; Spolti et al., 2014) parece ser influenciada pelo método de inoculagdo e
pelo numero de isolados utilizados. A utilizagdo de um maior nimero de isolados com
maior variancia entre os individuos de uma mesma espécie do que entre as espécies,
reduz a nitidez dos agrupamentos testados (espécies ou genotipos tricotecenos) (Spolti
etal., 2014).

Pela primeira vez foi analisada a producédo de tricotecenos in vitro por espécies
predominantes do FGSC no Sul do Brasil. O genétipo tricoteceno vem sendo utilizado
como informagéo preditiva do perfil toxigénico de populagbes do FGSC em estudos
populacionais, com uma certa consisténcia entre genétipo e quimiotipo (Ward et al.,
2002; Chandler et al., 2003; Quarta et al., 2006). No entanto, sdo relatadas algumas
incoeréncias (Mugrabi de Kupler et al., 2011; Sampietro et al., 2012). Alexander et al.
(2011) descrevendo a genética associada a sintese de tricotecenos por F. graminearum
mostraram que a incoeréncia entre o gendétipo e o quimiotipo pode estar associada a
capacidade do fungo em utilizar DON como substrato para a formagdo de formas
acetiladas da toxina.

No presente estudo, a concordancia entre gendtipo e quimiotipo tricoteceno foi
de 90% indiferente ao substrato utilizado (arroz e trigo). Apesar do nimero restrito de
isolados, essa informacgéo corrobora com estudos populacionais do FGSC em trigo no
Sul do Brasil (Del Ponte et al., 2014), onde o genotipo tricoteceno vem sendo utilizado

como indicativo das toxinas potencialmente produzidas pela populagdo do patogeno.
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Um dos isolados Fcor utilizados no presente estudo, genotipo nivalenol, foi
quimiotipado em substrado arroz como quimiotipo 3-ADON. Del Ponte et al. (2014)
mostram que Fcor pode apresentar os dois tipos de gendtipo tricoteceno no sul do pais.
Portanto, esse isolado deve ser novamente genotipado ou quimiotipado para
confirmacéo.

O arroz é o substrato padrdo utilizado para a quimiotipagem de isolados das
espécies do FGSC (Puri & Zhong, 2010; Heidtmann-Bemvenuti et al., 2012). No
presente estudo, a frequéncia da deteccdo dos tricotecenos entre os isolados avaliados
foi maior em arroz do que em trigo, particularmente para nivalenol. Isso explica a
interacdo entre o substrato e espécie na concentracdo do total de tricotecenos. Pela
maior frequéncia de espécies com gendtipo nivalenol no Brasil em relacdo a outras
regides como EUA e Europa (Téth et al.,, 2005; Schmale et al., 2011; Somma et
al.,2014), sugere-se que o arroz deva ser utilizado como substrato padrdo para este
tricoteceno.

Indiferente ao substrato, Fgra produziu uma maior quantidade de 15-ADON que
Fmer+Fcor, da mesma forma que essas duas espécies produziram uma maior
concentragdo de nivalenol que Fgra. Novamente, mostrando o valor da genotipagem

como informacédo preditiva do perfil toxicolégico nos estudos populacionais do FGSC.



5 CONCLUSOES

A espécie Fusarium graminearum apresenta vantagens competitivas quando
comparado as espécies F. meridionale e F. cortaderiae quanto a sensibilidade do
micélio a temperatura em meio de cultura, a producdo de peritécios em grdos e a
producdo de micotoxinas.

N&o é possivel diferenciar as espécies do complexo Fusarium graminearum
quanto a agressividade em cultivar com nivel moderado de resisténcia genética (BRS
Guamirim) quando inoculado em estadio de grdo massa mole.

A producao de micotoxinas 15-ADON e NIV dos isolados in vitro é, na maioria

dos casos, consistente com a genotipagem dos isolados.
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