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COMPLEXO DE ESPECIES Fusarium graminearum EM MILHO E TRIGO:
ASPECTOS ECOLOGICOS, PATOGENICOS E TOXIGENCIOS DE
ISOLADOS DO SUL DO BRASIL E NORDESTE DOS ESTADOS UNIDOS'

Autor: Paulo Roberto Kuhnem Junior
Orientador: Emerson Medeiros Del Ponte

RESUMO

A giberela em trigo e milho ¢ causada por diferentes membros do complexo de
espécies Fusarium graminearum (FGSC) que apresentam-se com variado perfil
toxigé€nico para producdo de tricotecenos. Sdo escassos estudos epidemioldgicos que
visam identificar e determinar a frequéncia de espécies e quimiotipos do FGSC em
diferentes fases do seu ciclo de vida. Num primeiro estudo, conduzido no Rio Grande
do Sul (RS), 295 isolados monosporicos de FGSC foram recuperados de peritécios de
colmos de milho em decomposi¢do em 15 lavouras no norte do RS. Por meio de
genotipagem multilocus, F. meridionale (Fmer) (155/295) foi a espécie predominante,
seguido por F. graminearum (Fgra) (83/295) e F. cortaderiae (Fcor) (57/295). Todos
os isolados Fmer foram identificados como tendo o genoétipo tricoteceno nivalenol
(NIV) (FmerNIV), enquanto que todos Fgra apresentaram o genotipo 15-
acetildeoxinivalenol (ADON) (Fgral5A). A espécie Fcor apresentou isolados com os
genotipos 3-ADON (Fcor3A) e NIV (FcorNIV). A espécie Fmer foi observada em
todas as areas amostradas. Fgral5A foi observada em maior frequéncia nas regides
classificadas com altitude <800m, enquanto Fcor nas regides de altitude >800m. Num
segundo estudo, foi determinada a frequéncia dos genotipos tricotecenos de 1.407
isolados de F. graminearum oriundos de diferentes habitats (restos culturais de milho,
ar e espigas de milho e de trigo) em trés diferentes agroecosistemas em Nova York,
Estados Unidos. As analises moleculares baseadas nos genes 77i3 e 7ril2 mostraram
que, o genotipo 15-ADON foi o dominante (83%), seguido do gendtipo 3-ADON
(17%). O genotipo NIV ndo foi detectado. As populagdes locais de F. graminearum
parecem ndo ser estruturadas pelos habitats analisados, incluindo as fases patogénicas e
saprofiticas do ciclo de vida do fungo. Populagdes regionais do patogeno separados por
menos de 400 km diferiram significativamente na frequéncia do genoétipo tricoteceno.
Num terceiro estudo, dezesseis isolados de Fgra oriundos de espigas de milho e trigo de
Nova York, apresentando gendtipo 3-ADON e 15-ADON, foram caracterizados quanto
a agressividade e potencial toxigénico quando inoculados em espigas de milho e de
trigo. A variagdo na agressividade e produg¢do de micotoxinas dos isolados de F.
graminearum em plantas de trigo ¢ milho ndo permitiu a separagdo dos isolados em
grupos, nem pelo hospedeiro de origem, nem pelo genotipo tricoteceno.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia/Fitopatologia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (79p.) Dezembro, 2014.



Fusarium graminearum SPECIES COMPLEX IN WHEAT AND MAIZE:

ECOLOGY ASPECTS, AGGRESSIVENESS AND TOXIGENICITY OF
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STATES?

Author: Paulo Roberto Kuhnem Junior
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ABSTRACT

Fusarium head blight (FHB) in wheat and Gibberella ear rot (GER) in maize are
caused by members of the Fusarium graminearum species complex (FGSC). There are
limited epidemiological studies aimed at determining the frequency of FGSC species
and trichothecene genotypes at different stages of the pathogen life cycle. In the first
study conducted in Brazil, 295 single spore isolates of F. graminearum sensu lato have
been recovered from maize stubble showing perithecia in 15 fields in Rio Grande do
Sul state. Multilocus genotyping assay showed that F. meridionale (Fmer) (155/295)
was the predominant species, followed by F. graminearum (Fgra) (83/295), and F.
cortaderiae (Fcor) (57/295). All Fmer isolates were of the nivalenol (NIV)
trichothecene genotype (FmerNIV), while all Fgra were of the 15-acetyldeoxynivalenol
(ADON) genotype (Fgral5A). The Fcor species showed isolates with either 3-ADON
(Fcor3A) or NIV (FcorNIV) genotypes. Fmer isolates were observed in all sampled
areas. Fgral5A was observed more frequently in regions classified as lower elevation
(<800m), while Fcor in regions of higher elevation (>800m). In the second study, the
frequency of trichothecene genotypes were determined in a collection of Fgra isolates
obtained from different habitats (maize stubble, air, ears of maize and wheat) across
three different agroecosystems in New York. In total, 1,407 Fgra isolates were isolated
and had their trichothecene genotype identified. Molecular analysis based on 7#i3 and
Tril2 genes showed that 15-ADON genotype was the dominant (83%) followed by 3-
ADON genotype (17%). The NIV genotype was not detected. As viewed by the
composition of trichothecene genotypes, local populations of F. graminearum appear
not to be structured by these four habitats inclusive of pathogenic and saprophytic
phases of the fungus life cycle. Regional populations of the pathogen separated by less
than 400 km differed significantly in trichothecene genotype frequency. The third
study, aimed to assess whether Fgra isolates are more fit pathogenically or produce
higher amounts of mycotoxins when causing the disease in their host of origin, and to
compare the aggressiveness and trichothecene production of 3-ADON and 15-ADON
genotypes chemotypes isolated from symptomatic wheat heads and maize ears. Fgra
isolates from New York showed wide variation in aggressiveness and mycotoxin
production towards susceptible wheat and maize. However, neither host of origin nor
trichothecene chemotype appeared to structure the populations from the studied region.

* Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (79p.) December, 2014.

Vi



4.

SUMARIO

INTRODUGAO. ...

REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ovovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereens

2.1
2.2
23
24
2.5
2.6

2.7
2.8

Giberela em trigo € milho.........cccoocveeiieiiiiiiiceee,
Taxonomia de Fusarium graminearum .............................
Distribuicao geografica do FGSC........ccoceviviiiiiniincnnene.
Genodtipo tricoteceno € qUIMIOtIPO......veervrerveereeeereenereennen.
Distribuicdo geografica de genétipos tricotecenos.............
Papel dos tricotecenos na patogenicidade e na
agressividade. .......ooveeiiriiniiieree e

. Ciclo biologico e ecologia de Fusarium graminearum.......
. Manejo da giberela em milho e trigo........ccccecuevieniencnnnene.

MATERIAL E METODOS.....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerer e

3.1

3.2

33

Estudo 1: Diversidade de espécies em restos culturais de

3.1.1 Area de estudo € amoStragem................ccccovevvvveeueennens.
3.1.2 Isolamento, purificagdo e caracterizagdo morfologica
3.1.3 Produgdo de micélio e extracdo de DNA....................
3.1.4 Determinacao das espécies e genotipos tricotecenos..
3.1.5 Taxa de crescimento micelial em duas temperaturas..
Estudo 2: Genotipos tricotecenos de Fusarim
graminearum  em  diferentes  habitats em  trés
agroecosistemas de Nova York........ccceeceevciienieniiienienieennen.
3.2.1 Area e habitats amostrados...............c.coeeeerverrrrrnnnn.
3.2.2 Amostragem e procedimentos de isolamento..............
3.2.3 Extracao de DNA e teste de PCR..........ccoeevvirennenn.
3.2.4 Analise de dados..........ccceevieieniineniiinieecieeeee
Estudo 3: Agressividade e perfil toxigénico de Fusarium
graminearum de milho e trigo inoculados em ambos
hOSPEACITOS. ....cevieiiieeiiieiie et
3.3.1 Colecao de isolados e testes de patogenicidade...........
3.3.2 Agressividade e produg@o de micotoxinas em espigas
A€ IO e eiieiiieie et
3.3.3 Agressividade e producgdo de micotoxinas em espigas
de MITN0.....oiiii
3.3.4 Tombamento de plantulas de milho..............ccccceee.e..
3.3.5 Analises estatiStiCas........cceeverueerieriiereenienieneeieeienens

RESULTADOS E DISCUSSAO. ..ot

vii

13
15
17

19

19
19
20
21
21
22

23
23
23
26
27

27
27
29
31
32
34

35



4.1 Estudo 1: Diversidade de espécies em restos culturais de

4.1.2 DISCUSAOD. ...veeuteeuieriieieeiieeieeste ettt ettt
4.2 Estudo 2: Genoétipos tricotecenos de Fusarim
graminearum  em  diferentes  habitats em  trés
agroecosistemas de Nova York........cccoeceevviienieniiienienieenen.
4.2.1 Resultados. ....c..covueeienieniiiinieiecieseeeee e
4.2.2 DISCUSAOD. ...veeuveeuieriieieeiieeieente ettt et st site e
4.3 Estudo 3: Agressividade e perfil toxigénico de Fusarium
graminearum de milho e trigo inoculados em ambos
hOSPEACITOS. ...t
4.3.1 Resultados. ....c..covueeieriiniiiiiiieiecieeeeeee e
4.3.2 DISCUSAOD. ....eenveruieriieieeiiesiee ettt ettt ettt nae e

CONCLUSOES. ..ot ee e

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o,

viii

Péagina

35
35
39

43
43
46

51
51
58
64

66



RELACAO DE TABELAS

Informacao dos 16 isolados de Fusarium graminearum avaliados
quanto agressividade no campo (espigas de milho) e casa de
vegetacdo (sementes de milho e espigas de trigo) em Ithaca, NY,

Informacgdes e identificagdo de isolados do complexo Fusarium
graminearum obtidos de peritécios em colmos de milho em
decomposi¢ao com base em genotipagem
IUITLOCO. ..t e

Pégina

28

36



RELACAO DE FIGURAS

Sintomas de giberela em trigo (A) e podridao de giberela em
espiga (B) e colmo (C) de milho causadas por Fusarium
graminearum sensu lato. Figura B e C ¢ cortesia de Gary C.
Ber@strom.....ccooviiiiiiiiiiieieeee e

Detalhe de peritécios de Fusarium graminearum sobre colmo de
milho em decoOmMPOSIGAOD. .....eevieriieiieeiieiie ettt

Localizagao geografica de 15 areas agricolas (pontos) em cinco
regides no norte do Estado do Rio grande do Sul onde foram feitas
coletas de colmos de milho em decomposi¢do da safra anterior
com sinais (peritécios) de F. graminearum. SB=Santa Bérbara;
PF=Passo Fundo; LV=Lagoa Vermelha; VC=Vacaria ¢ BJ=Bom

Coletor de esporos contendo placa de Petri com meio semi-
seletivo para Fusarium (A e B), colonias candidatas de Fusarium
graminearum em meio de Nash-Snider ap6s 5 dias de incubagao
(C) e colonia monosporica de Fusariu graminearum em meio de
batata-dextrose-agar (D).......ccceoieriieiieniieieeeeeee e

Sementes de trigo gibereladas em meio de cultura de batata-
dextrose-dgar apOs 6 dias de incubacdo apresentando colOnias
tipicas de Fusarium graminearum.................cccceeecueeeeeneeeeseencuenanenn.

Incoculagdo de Fusarium graminearum pelo método de flor tnica
em espigas de trigo (A), espigas cobertas com saco plastico e
mantidas cobertas por 48 h apds a inoculagdo com temperatura de
25 °C e com ciclo de 14 h de luminosidade (B) e espigas
mostrando  sintomas de giberela 10 dias apds a
INOCULAGAO . ...ttt

Inoculacdo de Fusarium graminearum em espigas de milho aos
trés dias apos a exteriorizacdo dos estigmas (A) e espiga de milho
mostrando sintomas de podridao de giberela nove semanas apds a
INOCUIACAO (B).veiouiiiiiiiiiiiieeeeeeeete e

Pégina

16

20

25

26

30

32



10.

11.

12.

13.

14.

Sintoma de tombamento de plantula de milho (A), plantula e raiz
necrosadas B) e plantula e raiz sadias

Frequéncia de trés espécies, e seus respectivos genotipos
tricotecenos, do complexo Fusarium graminearum identificadas
em uma colecdo de 295 isolados obtidos de peritécios presentes
em colmos de milho em decomposi¢do amostrados aleatoriamente
em cada uma das 15 dreas localizadas em cinco regides (SB =
Santa Bérbara; PF = Passo Fundo; LV = Lagoa Vermelha; VC =
Vacaria; BJ = Bom Jesus) no norte do Estado do Rio grande do

Taxa de crescimento micelial (mm/dia) nas temperaturas de 15 e
25 °C para 60 isolados do complexo Fusarium graminearum,
sendo 15 isolados F. graminearum (Fgral5A), 15 isolados F.
cortaderiae (Fcor) genotipo 3-ADON (Fcor3A) e 15 isolados
gendtipo NIV (FcorNIV), e 15 isolados F. meridionale
(FMEINIV )it

Uso da terra no Estado de Nova York e frequéncia relativa dos
dois gendtipos tricotecenos (3-ADON e 15-ADON) de Fusarium
graminearum. Circulo representa o total de isolados () coletados
em cada localidade/ano. Fonte: CropScape — Cropland data layer
(NASS/USDA).c..eottitteiieieeseste sttt

Genotipos tricotecenos de Fusarium graminearum isolados de
colmos de milho, ar, grios de trigo ¢ de milho em trés
agroecossistemas em Nova York. Resultados estdo expressos em
porcentagem relativo ao total de isolados por habitat

Severidade de giberela em trigo (A), de podridao de giberela em
milho (B), e incidéncia de tombamento de plantulas de milho (C)
causadas por 16 isolados de Fusarium graminearum oriundos de
espigas de trigo ou miho e do gendtipo 3-
acetyl(A)deoxivalenol(DON) ou 15-ADON........cccecieriieiieniieeinne

Producao de DON, formas acetiladas e ZEA em grao de trigo (A)
e graos de milho (B) de 16 isolados de Fusarium graminearum
oriundos de espigas de trigo ou milho e do gendtipo 3-
acetyl(A)deoxivalenol(DON) ou 15-

Xi

Pégina

34

37

38

44

45

52

53



15.

16.

17.

Gel de agarose 1% mostrando os amplicons dos genes 7ri3
(acima) e 7ril2 (abaixo) dos genoétipos tricotecenos dos 16
isolados de Fusarium graminearum. Para Tri3, produtos da PCR
apresentam tamanho de 610 e 243 pb para os gendtipos 15-ADON
e 3-ADON, respectivamente. Para 77i/2, produtos da PCR
apresentam tamanho de 670 and 410 pb para os genotipos 15-
ADON e 3-ADON, respectivamente. Representantes dos
gendtipos 15-ADON (linhas 1-9) e 3-ADON (linhas 10-16).
Marcadores com tamanho de 100 pb.........ccccoevieviiiiieniieiieieee,

Correlagdo entre tricotecenos total e severidade de giberela em
trigo (pontos pretos) e milho (pontos brancos).........cccceeceeveeeeennennee.

Caracteristicas patogénicas de 16 isolados de Fusarium
graminearum oriundos de espigas de trigo ou milho e do gendtipo
3-acetyl(A)deoxivalenol(DON) ou 15-ADON. Redugdo da
emergéncia (A), incidencia de tombamento de plantulas (B),
reducdo do comprimento de parte aérea (C), de raiz (D), de peso
de parte aérea (E), e peso de raiz (F) aos 14 dias apds o
SEMEAAUIA. ....eoiiiiiiieiie ettt ettt et saee e eaeeas

Xii

Pégina

54

55

57



1 INTRODUCAO

O milho e trigo tém posi¢do de destaque dentre os cultivos de cereais por
constituirem a alimentagdo basica de humanos e animais. S3o cultivados nas mais
diversas condi¢des edafoclimaticas, o que os tornam vulneraveis em algumas situagdes
aos fatores limitantes a expressdo do potencial produtivo, dentre esses a ocorréncia de
doencas, especialmente em regides de clima tropical e subtropical.

A morfoespécie Fusarium graminearum ¢ um dos principais patdgenos desses
cereais no mundo, causando doengas diversas como podriddes de giberela na espiga e
no colmo do milho e a giberela em espigas de trigo. Quando ocorre nas espigas, o
fungo pode reduzir o rendimento de grdos e contaminar os grados com micotoxinas,
especialmente os tricotecenos deoxinivalenol (DON) e nivalenol (NIV). A presenca de
micotoxinas torna os graos inaceitaveis para consumo humano ou para ra¢do animal,
uma vez que podem causar vomitos, recusa alimentar e diminui¢do de ganho de peso
em suinos e aves e, ainda, ter efeitos teratogé€nicos e carcinogénicos. Como medida de
controle, muitos paises tém promulgado limites maximos toleraveis (LMT) de
micotoxinas em graos e subprodutos para consumo humano e animal. No Brasil, apenas
em 2011 foi implementado o LMT de algumas micotoxinas para milho e trigo. A partir

de 2014, foi estabelecido o LMT de 3 ppm de DON em graos de milho e trigo.



Por muitos anos F. graminearum sensu lato era considerada uma unica espécie
cosmopolita. No entanto, com base no reconhecimento de espécie filogenética com
concordancia genealdgica, estudos recentes identificaram pelo menos 15 espécies
descritas formalmente no complexo de espécies F. graminearum (FGSC = F.
graminearum species complex). Dentre essas, a mais amplamente disseminada nas
regides produtoras de trigo do mundo foi denominada F. graminearum sensu stricto (ou
simplesmente F. graminearum). Isolados FGSC tem sido caracterizados, por meio de
andlises quimicas, quanto ao tipo e quantidade de tricotecenos do tipo B produzido,
que permite classificar um isolado em um determinado quimiotipo (fenétipo quimico).
Os trés quimiotipos mais comumente determinados sdo aqueles que produzem, na
grande maioria dos casos, primariamente DON e 3-ADON, primariamente DON e 15-
ADON e primariamente NIV e acetilados, por convencdo denominados 3-ADON, 15-
ADON e NIV, respectivamente. Para superar as desvantagens da analise quimica como
o alto custo em grande numero de amostras, métodos moleculares com base na PCR
(Polimerase Chain Reaction) foram desenvolvidos para predizer o quimiotipo - no caso
especifico o método permite determinar o gendtipo tricoteceno e ndo o quimiotipo, que
¢ determinado por andlise quimica. Os diferentes protocolos PCR tem permitido
identificar e mapear os gendtipos tricotecenos em cole¢des de isolados FGSC ao redor
do mundo.

No Brasil, estudos com isolados FGSC no trigo mostraram que ha pelo menos
cinco membros do complexo (F. asiaticun, F. austroamericanum, F. graminearum, F.
meridionale) presentes no sul do Brasil, os quais, em sua maioria apresentam apenas
um determinado gendtipo tricoteceno. A espécie dominante em trigo, F. graminearum,
apresenta de maneira consistente o gendtipo 15-ADON, enquanto que a segunda em

dominancia, F. meridionale apresenta apenas o genotipo NIV. Espécies que segregam



para mais de um genotipo tricoteceno (3-ADON ou NIV) sdo F. cortaderiae ¢ F.
austroamericanum. Estudos de levantamento dos genotipos tricotecenos em graos de
milho no Brasil tem sido escassos, porém tem sido observado predominio do genétipo
NIV em relacdo ao 15-ADON. Ja nos Estados Unidos ocorre apenas uma espécie do
complexo em trigo e milho, F. graminearum, segregando para 15-ADON, 3-ADON e
NIV, nesta ordem de frequéncia.

A principal fonte de in6culo de FGSC para infecgdes nos 6rgaos florais sao os
restos culturais de milho e trigo onde sdo formados os peritécios. Assim, praticas
culturais podem influenciar na dindmica e na estrutura populacional das espécies do
complexo, seja pelo aumento do indculo pelo maior acumulo de residuos em
monocultura ou pela manutengdo prolongada dos residuos em sistema de plantio direto.
Além disto, sistemas de cultivo dominados por uma uUnica cultura (monocultura)
facilitam a maior dispersdo do in6culo do patdgeno.

A frequéncia de espécies e gendtipos toxigénicos em populacdes do complexo
F. graminearum, tém sido avaliadas, na cultura do milho, primariamente em isolados
obtidos de podriddes da espiga. Sdo raros os estudos populacionais com isolados
obtidos de diferentes fases do ciclo de vida do patégeno, tal como a fase saprofitica.
Além disto, populacdes patogénicas de F. graminearum causando giberela em trigo sdo
mais estudadas e mais bem caracterizadas em relacdo a frequéncia de espécies e
caracteristicas de agressividade e produg¢do de micotoxinas comparado as populagdes
em milho.

As hipoteses testadas nesta tese sdo: i) diferentes espécies e genotipos
tricotecenos do complexo F. graminearum sobrevivem (formando peritécios) em
colmos de milho com variada frequéncia em fungdo da regido do RS, Brasil; ii) nos

Estado Unidos a composi¢do de genotipos tricotecenos em F. graminearum varia



conforme o hospedeiro e habitat (espigas, ambiente aéreo e restos culturais); e iii)
isolados de F. graminearum originados do milho ou trigo sdo mais aptos a causar
doenga e produzir micotoxinas no seu hospedeiro de origem.

A tese estd organizada em trés estudos. O primeiro foi baseado em um
levantamento de isolados de F. graminearum oriundos de peritécios em colmos de
milho em fase de decomposi¢do no periodo de entressafra em diferentes regides
produtoras de milho do estado do Rio Grande do Sul, cujos objetivos foram i)
determinar a frequéncia das espécies e gendtipos tricotecenos de F. graminearum em
sua fase saprofitica e; i1) identificar diferencas na composi¢ao destas espécies/genotipos
de acordo com a regido amostrada. O segundo e terceiro estudo foram conduzidos
durante o periodo de doutorado sanduiche na Cornell University, Estados Unidos, que
objetivaram: i) avaliar a frequéncia dos genotipos tricotecenos em diferentes fases do
ciclo biolégico de F. graminearum e; ii) avaliar a distribuicdo destes genotipos em
diferentes regides do estado de Nova York. Finalmente, o terceiro estudo teve por
objetivos: 1) avaliar se os isolados sdo mais agressivos ou toxigénicos quando
inoculados em seus hospedeiros de origem e; (ii)) comparar a agressividade e o

potencial toxigénico de isolados 3-ADON e 15-ADON em espigas de trigo e milho.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Giberela em trigo e milho

O cultivo de cereais no Brasil tem destaque importante no cenario da produgao
agricola nacional. Dentre esses, o milho (Zea mays L.) ¢é responsavel por,
aproximadamente, 80 milhdes de toneladas, o que representa 37% da producdo
nacional total de graos (Conab, 2014). Na regido sul do Brasil, o0 milho ¢ um dos
principais cultivos da safra de verdo. Por sua vez, o trigo (Triticum aestivum L.) é o
cereal mais cultivado na safra de inverno nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Paran4 com producao ao redor de cinco milhdes de toneladas, a qual atende
em torno de 50% da demanda industrial do Brasil (Conab, 2014). No pais esses dois
cereais sdo utilizados, principalmente, como alimento bésico para a racdo animal e na
alimenta¢cdo humana, sendo o milho ainda utilizado para producao de etanol em alguns
paises (Embrapa, 2009).

Ambas as culturas sofrem o ataque de diversas doencas fingicas em diferentes
partes da planta (Wiese, 1977; White, 1999). Dentre as doencas de espiga, destacam-se
as causadas por espécies do género Fusarium. No milho, F. graminearum sensu lato ¢ a
espécie comumente encontrada colonizando os graos (Munkvold & Desjardins, 1997),

embora outras espécies também estejam associadas, como F. culmorum na Europa



(Logrieco et al., 2002; Scauflaire et al., 2011). No trigo, diversas espécies foram
identificadas causando sintomas de giberela incluindo-se F. graminearum, F.
culmorum, F. avenaceum, F. poae, F. equiseti ¢ Microdochium nivale (Starkey et al.,
2007; Yli-Mattila et al., 2009).

Dentre as doencas causadas por F. graminearum sensu lato destacam-se, em
milho, a podriddo da espiga e do colmo de giberela (Reid et al., 1999; Munkvold, 2003)
e, em trigo, a giberela em espigas (McMullen et al., 2012). Infeccdes por F.
graminearum sensu lato nestes cereais podem reduzir a produtividade e a qualidade do
cereal pela contaminacdo dos grdos por micotoxinas, especialmente da classe dos
tricotecenos-B (Miller et al., 1991; Munkvold, 2003; Desjardins et al., 2008). Os
tricotecenos produzidos por F. graminearum, além de serem considerados fator de
viruléncia (Bai et al., 2002; Harris & Desjardins, 1999), apresentam um risco na
alimenta¢cdo animal e humana, pois tém acdo de inibicdo da sintese de DNA, RNA e
proteinas em células eucaridticas, agdo imunossupressora (Rocha et al., 2005) e efeitos
carcinogénicos em animais € humanos (Bryden, 2007; Schmale & Munkvold, 2009).

Os sintomas no trigo se caracterizam pela despigmentagdo de aristas e
espiguetas, que adquirem coloracdo esbranquigada e aristas arrepiadas (Figura 1A). Em
anos de epidemias severas com condi¢des climaticas favoraveis para o
desenvolvimento desse fungo, pode-se visualizar sobre as espiguetas o crescimento da
frutificacdo do fungo de coloragdo rosa-alaranjada (Wiese, 1977; White, 1999).

No milho, os sintomas nas espigas sao manifestados pela presenga de um mofo
rosa-vermelhado, com inicio de formacdo na extremidade da espiga, evoluindo em
direcdo a sua base, sendo que os graos colonizados localizam-se, na maioria das vezes,
na ponta da espiga. Quando os sintomas tém inicio a partir de uma infec¢ao favorecida

por ferimento, eles evoluem do centro da lesdo em sentido radial. Quando a infec¢do



ocorre no florescimento, a podriddo pode ocorrer em toda a espiga (Figura 1B) (White,
1999; Reid et al., 1999; Casa et al., 2010). Na cultura do milho, esse patdgeno causa a
podriddo do colmo de giberela, frequentemente relatada em levantamentos de podridao
do colmo no sul do Brasil. Um sintoma tipico da giberela e que a diferencia de outras
podriddes ¢ a coloragdo rosa avermelhada (Figura 1C) que surge nos tecidos internos
do colmo (Reis et al., 2004), em funcdo da colonizagdo do patégeno em plantas, com
colmos ainda verdes ou em maturagdo proximas a colheita. Na superficie dos tecidos
sintomdticos pode-se observar também a presenga de peritécios, que sdo pontuagdes

negras esféricas e visiveis a olho nu (Sutton, 1982; White, 1999).

FIGURA 1. Sintomas de giberela em trigo (A) e podridao de giberela em espiga (B) e
colmo (C) de milho causadas por Fusarium graminearum sensu lato.
Figura B e C ¢ cortesia de Gary C. Bergstrom.



2.2 Taxonomia de Fusarium graminearum

Até 1999 a espécie morfologica F. graminearum era dividida em dois grupos,
sendo a atual espécie F. graminearum sensu lato caracterizada como pertencente ao
grupo ecolégico II (Francis & Burgess, 1977). Morfologicamente, de dificil
diferenciagdo com o Grupo I, mas com importantes diferencas ecoldgicas e
patoldgicas. Aoki & O'Donnell (1999) descreveram o grupo I como uma populagdo de
F. pseudograminearum e com o Grupo II a populacdo que manteve o nome original F.
graminearum. Sendo a principal diferenca entre os grupos que F. graminearum ¢
homotalico e forma peritécios e F. pseudograminearum ¢é heterotalico e dificilmente
forma peritécio em condi¢des naturais, além de ter o crescimento micelial mais lento
do que o primeiro.

As caracteristicas morfologicas de F. graminearum destacam-se pela presenga
de macroconidios, sendo os esporodoquios muitas vezes escassos, mas, quando
presentes, sdo de cor laranja e posicionados sobre o micélio. A formagdo de
clamiddsporos € variavel entre os isolados e os microconidios estdo ausentes (Leslie &
Summerell, 2006). As colonias de F. graminearum usualmente apresentam micélio
cotonoso com coloragdo que pode variar entre o branco e o rosa. Os macroconidios sao
hialinos, fusiformes, usualmente divididos por septos, em nimero de cinco. Por muito
tempo a duplicidade de nomes foi utilizada na taxonomia de fungos, sendo a forma
perfeita, sexuada, ou teleomorfica de F. graminearum conhecida como Gibberella zea
(Schwein.) Petch. Em 2013, o comité internacional de nomenclatura de algas, fungos e
plantas sugeriu o uso de apenas um nome cientifico (One Fungus One Name), sendo o
nome F. graminearum o adotado pela comunidade cientifica internacional (Geiser et

al., 2013).



Com o advento da biologia molecular, os estudos de filogenia, taxonomia de
fitopatogenos, bem como a elucidacdo dos mecanismos que regulam a sintese de
micotoxinas, passaram a ser fundamentadas em analises de DNA, as quais permitem
diferenciar entre dois ou mais individuos, e sdo herdadas geneticamente (Nayaka ef al.,
2011). A técnica molecular mais simples de uso corriqueiro em laboratério tem sido a
PCR, permitindo amplificacdo de um fragmento especifico do genoma do patégeno.
Esta técnica apresenta um alto grau de confiabilidade e possibilita a diferenciacdo ao
nivel de espécies, empregando-se ‘primers’ (oligonucleotideos iniciadores especificos),
sendo que os produtos da amplificacio podem ser diferenciados pelo tamanho do
fragmento gendmico ou seqiiéncia de nucleotideos (Yli-Mattila et al., 2009).

Viérias regides dos genes tém sido frequentemente empregadas para estudos
filogenéticos sobre o género Fusarium, por exemplo, as por¢des dos genes fator de
elongacdo 1-alfa (EF-la) (O'Donnell et al., 2010). O uso desta regido pode ser
atribuido ao seu alto grau de informacao ao nivel de espécie, e ao fato de ndo ter sido
relatado a ocorréncia de coOpias ndo ortdlogas, bem como pela disponibilidade de
‘primers’ universais baseadas nesse gene (Geiser et al., 2004). Assim, pela
possibilidade da amplificagio de DNA pela técnica de PCR e a facilidade no
sequenciamento de pequenos fragmentos de DNA e até genomas inteiros, diversos
‘primers’, que amplificam fragmentos especificos de interesse no DNA, foram
desenvolvidos (Gale et al, 2005). Até o presente momento, analisando através da
genotipagem multilocus (MLGT) (O’Donnell ef al., 2008), foram determinadas pelo
menos 15 espécies filogeneticamente distintas no clado F. graminearum, comumente
denominadas como membros do complexo de espécies F. graminearum (FGSC,
Fusarium graminearum species complex) (Starkey et al., 2007; Yli-Mattila et al., 2009;

Sarver et al., 2011).
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2.3 Distribuicdo geografica do FGSC

Fusarium graminearum sensu lato ¢ considerada uma espécie cosmopolita com
base em conceitos bioldgicos e morfoldgicos (Leslie & Summerell, 2006). No entanto,
reconhecendo-se as espécies filogenéticas do complexo, aquela mais disseminada em
todas as regides produtoras foi denominada F. graminearum sensu stricto (ou
simplesmente F. graminearum), também definida como linhagem 7 (O'Donnell ef al.,
2000, 2004). Além dessa, outras espécies tém sido encontradas em estudos de
levantamento em frequéncia similar ou mesmo maior que F. graminearum, dependendo
do hospedeiro e da regido geografica.

Na Argentina, Sampietro et al. (2011), estudando a diversidade e o potencial
toxigénico de FGSC em graos de milho, identificaram como predominante a espécie F.
meridionale, seguida de F. boothii. No Nepal, foram identificadas as espécies F.
asiaticum, F. meridionale e F. boothii, além de uma nova espécie (linhagem nepalense)
em milho produzido em pequenas propriedades do alto da montanha do Himalaia
(Desjardins & Proctor, 2011). Na Africa do Sul, em diferentes hospedeiros, foi
observado a predominancia de F. boothii em 100% de isolados de graos de milho, no
entanto, para podriddo de raiz, F. graminearum foi a predominante (75%), sendo estes
valores proximos aos observados em graos de trigo e cevada (85%) (Boutigny et al.,
2011).

Na América do Sul, estudos de caracterizacdo de espécies filogenéticas em trigo
na Argentina, Brasil e no Uruguai, mostraram o predominio da espécie F. graminearum
(Scoz et al., 2009; Astolfi et al., 2011; Reynoso et al., 2011; Del Ponte et al., 2015). No
Brasil, uma grande diversidade de espécies filogenéticas do FGSC foi relatada em
estudos de identificacdo dos isolados associados com outros hospedeiros de

importancia economica. Além de F. graminearum, também foram identificadas as
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espécies F. austroamericano, F. meridionale, F. cortaderiae e F. asiaticum associadas
com as culturas do arroz, cevada, soja e trigo (Martinelli et al., 2004; Astolfi et al.,
2011; Del Ponte et al., 2015; Gomes et al., 2014). Em uma cole¢do de isolados de graos
de arroz, coletados no estado do Rio Grande do Sul, F. asiaticum foi a espécie
predominante (85%) (Gomes et al., 2014). Diferentemente da América do Sul, F.
asiaticum € a espécie predominante em levantamentos de grdo de trigo em paises
asiaticos como China e Coréia do Sul (Suga et al., 2008; Qu et al., 2008; Zhang et al.,

2012).

2.4 Genétipo tricoteceno e quimiotipo

Além da diversidade genética que sugere a separacdo de espécies filogenética
do complexo, ha variabilidade nas populacdes em relacdo ao tricoteceno que ¢
produzido por um determinado isolado, o seu fendtipo quimico, comumente
denominado de quimiotipo. A utilizagdo de métodos moleculares de amplificagdo de
DNA por PCR (Doohan et al, 1999) para determinar o genotipo tricoteceno de
espécies de F. graminearum como forma de predizer o quimiotipo, tem contribuido
para o conhecimento e a determinagdo da distribui¢do da populacdo de diferentes
quimiotipos pelo mundo (Desjardins, 2008). Esta predicdo se da pela expressdo do
cluster génico Tri (Kimura et al., 2003), responsavel por mais de 50% da expressao da
rota metabdlica dos tricotecenos (Desjardins & Proctor, 2007). Nesse sentido,
utilizando-se primers que amplificam por¢des dos genes preditivos da sintese de DON
(e suas formas acetiladas) ou NIV, sdo preditivos do quimiotipo (Lee et al., 2001;
Nicholson et al., 2003). Ainda, em uma tUnica reacdo em cadeia de polimerase
(multiplex-PCR) pode-se detectar os trés genotipos tricotecenos a partir da

amplificacdo de por¢des das sequéncias 7ri3, Tri5, Tri7, Tril2 e Tril3 (Desjardins &
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Proctor, 2011; Wang et al., 2008; Ward et al., 2002). Os gendtipos e quimiotipos
tricotecenos mais comuns sdo o 3-ADON e o 15-ADON, os quais produzem
primariamente deoxinivalenol e um dos acetilados (3-acetil(A)deoxinivalenol(DON) ou
15-ADON) e o nivalenol (NIV), o qual produz primariamente NIV e acetilados (Miller

etal., 1991).

2.5 Distribuicio geografica de gendtipos tricotecenos

A relacdo entre a espécie filogenética e o seu quimiotipo ¢ varidvel entre as
regides, onde pode ocorrer ou ndo uma segregacdo para mais de um quimiotipo. Nos
Estados Unidos e no Canadd, isolados da espécie filogenética predominante, F.
graminearum, segrega para 3-ADON, 15-ADON ou NIV (Gale ef al., 2011; Schmale
et al., 2011). Ja na Asia, a mesma espécie apresenta somente os gendtipos 3-ADON ou
15-ADON (Zhang et al, 2010). Na Argentina, a populacdo dessa espécie ¢
predominantemente 15-ADON (Reynoso et al., 2011). Na Africa do Sul, em estudo de
386 isolados, todos os isolados classificados como F. graminearum foram
determinados como 15-ADON, com excecao de dois isolados do tipo 3-ADON. Ja os
isolados F. boothii apresentaram o tipo 15-ADON, enquanto que o gendtipo NIV foi
detectado em isolados das espécies F. meridionale, F. cortaderiae e F. acaciae-
mearnsii (Boutigny et al., 2011). No Brasil, hd indicios de que as espécies sejam
estruturadas de acordo com o gendtipo tricoteceno. Por exemplo, todos os isolados
oriundos de grdos de trigo e cevada classificados como F. meridionale foram do
gendtipo NIV, enquanto que para F. graminearum foram do gendtipo 15-ADON, sendo
este ultimo o quimiotipo predominante (Scoz et al., 2009; Astolfi et al., 2011; Del
Ponte et al., 2015). Em estudo de levantamento de isolados obtidos de graos de milho,

Silva (2011) observou predominio do tipo NIV em relacdo ao 15-ADON, mas com
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auséncia dos isolados do tipo 3-ADON. No entanto esse autor ndo realizou a

identificacdo das espécies filogenéticas envolvidas

2.6  Papel dos tricotecenos na patogenicidade e na agressividade

A biossintese de metabolitos secundarios, incluindo os tricotecenos,
provavelmente representa um custo metabolico para o fungo (Desjardins & Proctor,
2007). No entanto, os tricotecenos, assim como outras micotoxinas, podem estar
relacionada com as competicdes com outros fungos, bem como influenciar nas
interagdes entre fungos e plantas (Xu & Nicholson, 2009).

Estudos tem demostrado que DON ndo ¢ necessario para a patogenicidade, mas
atua como um fator de viruléncia em trigo (Jansen et al., 2005) e milho (Harris &
Desjardins, 1999). Em experimentos de campo, isolados mutantes com o gene 77i5
inativado, o gene que codifica a trichodiene sintase, causaram menos doenca em
espigas de trigo que os isolados selvagens, sem o gene inativado para a produgdo de
tricotecenos (Desjardins ef al., 1996). Mesmos resultados foram observados em milho,
onde isolados como o gene 7ri5 inativado causaram menor severidade em espigas de
milho do que o isolado selvagem ou o isolado com gene reativado (Harris &
Desjardins, 1999). Porém tem sido relatado que NIV, em contraste com DON, funciona
como um fator de agressividade na podridao de giberela em milho (Maier ef al., 2006).

As diferengas na agressividade e potencial toxigénico entre diferentes genotipos
tricotecenos t€m sido objeto de estudo por varios autores e os resultados tem sido
inconsistentes e dependem da caracteristica avaliada (Ohe ef al., 2010; Puri & Zhong,
2010; Gilbert et al., 2014; Spolti et al., 2014a). Por exemplo, no trigo, a agressividade ¢
mais comumente avaliada em casa de vegetacdo com inoculagcdo da espigueta central

(Cumagun & Miedaner, 2004; Spolti ef al., 2014a). No milho, a podridao de giberela ¢
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avaliada através do canal do estigma em campo e em condi¢des controladas (Harris &
Desjardins, 1999; Miedaner et al., 2010). Sementes dessas duas culturas sdo inoculadas
e germinac¢do, emergéncia e transmissao do fungo sdo avaliados (Munkvold & O’Mara,
2002; Wu et al., 2005; Arias et al., 2013a). Ainda existem trabalhos que utilizam
ensaios in vitro de crescimento micelial, esporulagdo e producdo de peritécios para
caracterizar a agressividade de diferente isolados (Purahong et al., 2011, 2014; Spolti et
al.,2014a).

O perfil toxigénico de isolados tem sido relacionada com o fitness patogénico.
Estudos com isolados de F. graminearum de algumas regides dos EUA e Canada
mostraram que isolados 3-ADON foram mais agressivos em espigas de trigo que
isolados 15-ADON (Puri & Zhong, 2010; Foroud et al., 2012). No entanto, isolados 3-
ADON ndo apresentaram nenhuma vantagem no fitness em relagdo a isolados 15-
ADON, em uma larga colecao (50 isolados) de F. graminearum isolados de espigas de
trigo em New York (Spolti et al, 2014a). Da mesma forma, isolados de F.
graminearum inoculados em espigas de linhagens de milho mostraram variacdo na
severidade de doenga na espiga e ndo puderam ser discriminados pelo quimiotipo
(Miedaner et al., 2010). Desta forma, com relagdo ao tipo de tricoteceno (DON e NIV),
tem-se sugerido que a predomindncia de DON em graos de cereais pode ser devida a
uma vantagem seletiva para a infecgdo de cereais, particularmente trigo, enquanto
isolados produtores de NIV apresentem vantagem na coloniza¢do de milho (Ward et
al., 2002; Maier et al., 2006; Xu & Nicholson, 2009). No Brasil, foram observadas
diferengas na agressividade das espécies F. graminearum, do genotipo 15-ADON, e F.
meridionale, do gendtipo NIV, em trigo (Spolti et al., 2012) e milho (Kuhnem Junior et
al., 2013), reforgando a hipotese que a preferencia por hospedeiro entre as espécies do

FGSC estd relacionada a diferencas na habilidade competitiva na infec¢do e
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coloniza¢do do hospedeiro (Boutigny et al., 2011), talvez influenciada pelo tipo do

tricoteceno produzido.

2.7  Ciclo biologico e ecologia de Fusarium graminearum

Os graos de milho infectados pelas espécies do complexo F. graminearum e
contaminados com um ou mais tipos de tricotecenos resultam, principalmente, das
infecgdes dos estigmas no florescimento e insetos (Reid et al., 1996; Reid et al., 2002).
Em trigo, o periodo de antese apresenta-se como o principal periodo para ocorréncia de
infecdes dessa espécie, podendo, no entanto, se estender apods este estddio de
desenvolvimento (Cowger et al., 2009; Del Ponte et al., 2007). As anteras presas, ou
parcialmente extrusadas, podem ter importante papel epidemiologico por ampliar o
periodo de suscetibilidade e favorecer o estabelecimento das infecgdes em trigo
(Panisson et al., 2002).

A principal fonte de indculo de F. graminearum para infeccdes dos orgaos
florais sdo os restos culturais de milho e trigo (Sutton, 1982), embora sejam relatados
outros hospedeiros como gramineas (Landschoot et al, 2011), bem como a soja
(Martinelli et al., 2004; Arias et al., 2013). O fungo sobrevive na forma de micélio,
colonizando estes tecidos vegetais e produzindo ascésporos que sdo ejetados de dentro
dos peritécios, formados sobre os colmos de milho (Figura 2) (Trail et al., 2002;
Pereyra & Dill-Macky, 2008). Estes ascdsporos podem ser transportados por longas
distancias pelo ar até plantas suscetiveis de milho e trigo durante suas estagdes de
cultivo (Schmale et al., 2011a; Keller et al., 2013). Prussin ef al. (2014) usando um
haplotipo raro, observaram que os clones vidveis de F. graminearum puderam ser
recuperados em distancias de at¢ 750 m da fonte de indculo, demonstrando assim a

capacidade de dispersdo a longa distancia.
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A concentragdo de ascosporos na atmosfera ¢ favorecida apds 2 a 3 dias
consecutivos de chuva e com umidade relativa superior a 80% (Paulitz, 1996),
declinando com mais de 3 dias consecutivos de chuva (Del Ponte et al., 2005). No
entanto, a viabilidade dos esporos ¢ reduzida em condi¢des de baixa umidade relativa
do ar (< 50%) e temperatura elevada (> 30 °C) (Beyer & Verret, 2005; Gilbert et al.,

2008).

FIGURA 2. Detalhe de peritécios de Fusarium graminearum sobre colmo de milho em
decomposicao.

Outra fonte de inoculo de F. graminearum sao as sementes infectadas de milho
e trigo, as quais podem transmitir o patdgeno das sementes infectadas para a parte aérea
do trigo (Fernandez et al., 2009) e do milho (Munkvold & O’Mara, 2002). No entanto,
alguns estudos ndo observaram associagdo entre semente infectadas e intensidade de
giberela nos graos colhidos de trigo (Gilbert & Haber, 2013). Do mesmo modo, em
milho a infeccdo de sementes por F. graminearum parece ter menor importancia como

fonte de indculo para infecgdes nas espigas em relacdo aos ascosporos oriundos de
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peritécios em restos culturais (Pereyra et al., 2004; Pereyra & Dill-Macky, 2008).
Diferente de F. verticillioides, para o qual a semente de milho ¢ um eficiente
mecanismo de dissemina¢do e transmissdo desse fungo para as espigas (Murillo-
Williams & Munkvold, 2008; Wilke et al., 2007). Ha ocorréncia simultanea de
diferentes espécies de Fusarium em sementes de milho (Munkvold & O’Mara, 2002),
no entanto a interagcdo desta co-ocorréncia neste nicho ecoldgico e as estratégias de
competicao destas espécies ainda sdo pouco compreendidas (Marin ef al., 1998; Xu &
Nicholson, 2009). Além disto, a introdu¢do de sementes infectadas pode favorecer a
introducdo e o estabelecimento de diferentes espécies do complexo F. graminearum
(diferentes genotipos) em area isentas, reduzir a germinagdo e a emergéncia de plantas,
causar infec¢des em raizes ¢ colmos, resultando em restos culturais infectados (McGee,
1995; Inch & Gilbert, 2003; Munkvold, 2009). Recentemente foi sugerido que a
espécie F. boothii teria sido introduzida na Franga via sementes importadas,
evidenciando a importancia que a identificagdo das espécies filogenéticas pode assumir

no comércio internacional (Boutigny et al., 2013).

2.8 Manejo da giberela em milho e trigo

Em face da ampla gama de hospedeiros, a diversidade genética e a existéncia de
diferentes fontes de indculo de F. graminearum, além das diferentes condigdes
edafoclimaticas em que o milho e o trigo sdo cultivados, as medidas de manejo visando
o controle e redugdo de epidemias de giberela nessas duas culturas tém se concentrado
na escolha da cultivar de trigo (Yan et al., 2011) ou de hibrido de milho (Mesterhazy et
al., 2012) com niveis de resisténcia, épocas de plantio, manejo de residuos (citar
trabalhos) e aplicacdo de fungicidas nos oOrgdos aéreos (Fernandez et al., 2009;

McMullen et al., 1997; Mesterhazy et al., 2012; Spolti et al., 2014).
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O uso integrado de cultivares de trigo com niveis mais elevados de resisténcia
com fungicidas triazdis, como por exemplo o meteconazole (Paul et al., 2008; Spolti et
al., 2013), aumenta a eficiéncia de controle da doenga e de DON. No entanto, o uso
exclusivo da resisténcia varietal ndo garante o controle da doenga e a concentracao de
DON nos graos em niveis aceitaveis (Willyerd et al., 2012; Wegulo et al., 2013). Na
cultura do milho, hibridos com nivel de resisténcia a podridao da espiga e/ou colmo de
giberela ainda sdo limitados e assisténcia técnica carece de informagdes sobre
eficiéncia de controle de fungicidas direcionadas a espiga visando a podridao de
giberela.

Outra medida adotada em muitos paises ¢ o estabelecimento de legislacio para
limites maximos toleraveis (LMT) de micotoxinas que os graos podem apresentar tanto
para consumo humano quanto animal (van Egmond et al., 2007). No Brasil, em 2011,
foi implementado o LMT de algumas micotoxinas para milho e trigo. A partir de 2017,
o LMT de DON em milho e trigo serd estabelecido em 3 ppm (Anvisa, 2011), com
impacto direto sobre os produtores, pela rejeicdo de lotes ou pela reducdo de seus
valores. Nesse sentido, a legislagdo brasileira ainda ndo contempla um valor de LMT
para NIV, sendo que levantamentos de DON e NIV em amostras de graos de trigo
comerciais do sul do Brasil mostraram que ambas as toxinas estdo presentes, alertando
quanto ao risco de exposi¢do ndo somente a DON, mas também a NIV (Scoz et al.,

2009; Astolfi et al., 2011; Del Ponte & Furlong, 2012).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estudo 1: Diversidade de espécies em restos culturais de milho

3.1.1 Area de estudo e amostragem
Entre os meses de agosto a novembro de 2011, fragmentos de colmos de milho
foram coletados em trés areas de lavoura ou pousio em cinco regides do Estado do Rio
Grande do Sul (RS), totalizando 15 éreas (Figura 3).

Em cada area visitada foram coletados , ao acaso, no minimo 30 segmentos de
colmos de plantas de milho que apresentavam peritécios tipicos de F. graminearum.
Em laboratorio, os colmos coletados foram previamente desinfestados com solucao de
hipoclorito de so6dio a 0,5%, lavados duas vezes com dgua esterilizada, secos e

acondicionados em temperatura de -4 °C até serem processados.
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FIGURA 3. Localizagao geografica de 15 areas agricolas (pontos) em cinco regides no
norte do Estado do Rio grande do Sul onde foram feitas coletas de colmos
de milho em decomposi¢do da safra anterior com sinais (peritécios) de F.
graminearum. SB=Santa Barbara; PF=Passo Fundo; LV=Lagoa
Vermelha; VC=Vacaria e BJ=Bom Jesus.

3.1.2 Isolamento, purificacio e caracterizacio morfologica

Cada colmo foi desinfestado em solugdo de hipoclorito de sédio (0,5%) por 30 s
e lavados duas vezes com agua esterilizada. De cada colmo, sob lupa estereoscopica,
foi retirado com auxilio de uma agulha histologica um peritécio, o que resultou em pelo
menos 90 peritécios por regido. Individualmente cada peritécio foi posicionado sob
papel filtro umedecido na tampa de uma placa de Petri, a qual encontrava-se invertida e
contendo meio agar-dgua (AA) Os ascosporos foram recuperados pela ejecdo a partir
do interior dos peritécios, os quais deram origem aos cultivos monoascosporicos
(Leslie & Summerell, 2006). A presenga de macroconidios foi observada em meio de
SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) e as caracteristicas da colonia e de pigmentacdo
em meio BDA (Batata Dextrose Agar) (Summerell ef al., 2003). Um total de 450
isolados monosporicos foram obtidos dos peritécios (90/regido x 5 regides) e

apresentaram caracteristicas morfologicas condizentes com Fusarium graminearum
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sensu lato (Leslie & Summerell, 2006). Desses, foram selecionados 300 isolados (20 de
cada area) para identificacdo da espécie filogenética e genotipo tricoteceno por método

molecular.

3.1.3 Producio de micélio e extracao de DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir do micélio fungico de colonias purificadas
dos isolados utilizando o método CTAB (cetil-trimetil-amonio-brometo) utilizado por
Nicholson (1998). Resumidamente, todos os isolados foram cultivados em placas de
Petri contendo meio de BDA (batata-dextrose-agar), em camara de crescimento a 25°C
e fotoperiodo de 12 h durante sete dias. Apos este periodo o micélio superficial foi
coletado, macerado na presencga de nitrogénio liquido e extraido com CTAB. O pellet
de DNA obtido da extracdo foi ressuspendido em TE Ix (tampado de eluicdo) e

armazenado a -20 °C.

3.1.4 Determinacio das espécies e genotipos tricotecenos

A identificacdo da espécie e do gendtipo tricotecenos foi feita com base na
técnica multilocus genotyping (MLGT) que se baseia na extensdo do primer alelo-
especifico com 41 sondas alvo para as espécies e para o genotipo tricoteceno especifico
(Ward et al., 2008). O MLGT foi realizado como descrito anteriormente (Ward et al.,
2008) e consistiu de uma amplificagdo multiplex de seis regides gendmicas contendo
variagdo nucleotidica das espécies e gendtipos tricotecenos especifico. As reagdes
foram determinadas por intensidade de fluorescéncia e de espectro utilizando um
citometro de fluxo Luminex 100 (Luminex Corporation). Essas identificagdes foram
feitas no Laboratorio Bacterial Foodborne Pathogens and Mycology, USDA-ARS,

Peoria, IL, Estados Unidos.
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3.1.5 Taxa de crescimento micelial em duas temperaturas

Discos de micélio com didmetro de 6 mm foram posicionados com o
crescimento micelial em contato com o meio BDA em placas de Petri de 90 mm de
didmetro. Apods, o material foi incubado em escuro continuo nas temperaturas de 15 °C
ou 25 °C, que constituiram os tratamentos. As avaliacdes do crescimento micelial
foram realizadas em intervalos de 24 h durante cinco dias. O diametro de cada colonia
foi tomado em duas dire¢des perpendiculares. Trés placas, que constituiram as
repeticdes, foram utilizadas para cada isolado. Os diametros médios de cada isolado
foram usados para calcular a taxa de crescimento radial em cada temperatura, ou seja, o
crescimento no quinto dia dividido pelo nimero de dias (Kuhnem Junior et al., 2013).

Na andlise dos dados foi usado um teste de permutacdo para avaliar a
significancia da variancia entre os isolados a partir de uma matriz de semelhanga entre
as unidades amostrais, estabelecida pela distancia Euclidiana (Torres et al., 2010). As
médias da taxa de crescimento micelial, nas duas temperaturas, foram discriminadas
por contraste ortogonal entre isolados das espécies do complexo F. graminearum. A

significancia do contraste foi definida com 10.000 permutagdes (Torres et al., 2010).



23

3.2 Estudo 2: Gendtipos tricotecenos de Fusarim graminearum em

diferentes habitats em trés agroecosistemas de Nova York®

3.2.1 Area e habitats amostrados

Os isolados foram coletados em trés agroecosistemas do Estado de Nova York
nas safras 2012 e 2013. As trés regides selecionadas foram: a) Aurora, amostrada em
2012 e 2013 — no condado de Cayuga, regido central de NY, planicie central —
basicamente plana com producdo de graos generalizada; b) Belmont, amostrada em
2013 — condado de Allegany, regido sudoeste de NY, planalto — montanhoso, regido de
florestas com culturas de graos na regidao dos vales; e ¢) Willsboro, amostrada em 2013
— condado de Essex, noroeste de NY, Vale — amplo vale com 4reas agricolas dispersas
entre as Montanhas Adirondack e o lago Champlain (Figura 13).

Em cada uma das quatro localidades-ano, as amostragens foram feitas em
quatro diferentes habitats que representam estdgios do ciclo biolégico de F.
graminearum, incluindo as fases saprofiticas e patogénicas (peritécios em colmos de

milho em decomposi¢do, ar acima do dossel, graos sintomaticos de trigo e milho).

3.2.2 Amostragem e procedimentos de isolamento

Para compor a colecdo de isolados da fase saprofitica, colmos de milho
exibindo peritécios foram coletados em cada campo amostrado. No laboratorio, os
colmos foram superficialmente desinfestados sendo imersos por 30 s em etanol 70%,

apos por mais 30 s em solucdo de hipoclorito de sodio 0,2%, lavadas com éagua

3 Artigo publicado: Kuhnem, P.R., Spolti, P, Del Ponte, E.M., Cummings, J., Bergstrom, G.C. 2015.
Trichothecene genotype composition of Fusarium graminearum not differentiated among isolates from
maize stubble, maize ears, wheat spikes, and the atmosphere in New York. Phytopathology. Doi:
PHYTO-10-14-0266-R.
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esterilizada por trés vezes, e sob lupa microscopica um peritécio por colmo foi
colocado em meio de cultura de BDA. Isolados foram obtidos das colonias oriundas
dos peritécios, sendo purificados pelo método de isolamento monospoérico (Leslie &
Summerell, 2006).

Para compor a cole¢do do ar atmosférico, isolados fungicos foram coletados
usando placas de Petri contendo meio de cultura de Nash-Snyder colocadas em
coletores de esporos do tipo estacionario posicionados acima do dossel do trigo (Figura
4A e B) e do milho. As amostragens foram realizadas usando seis placas em cada dia
de exposicao durante 10 dias (9:00 h as 9:00 h) quando as plantas de trigo estavam em
antese e as plantas de milho apresentavam os estigmas exteriorizados. Apds cada
periodo de exposi¢do, as placas foram cobertas e retornaram para o laboratério onde
foram incubadas por 4-5 dias a temperatura ambiente (22 °C) sob fotoperiodo de 12 h
(Figura 4C) (Schmale et al., 2006). Como o meio de Nash-Snyder é conhecido por
produzir cultura de Fusarium fora do padrdo, de cada placa quatro colonias candidatas
de F. graminearum foram transferidas para meio de BDA (Figura 4D). Cada colonia foi
realizado isolamento monosporico e morfologicamente identificada como F.

graminearum (Leslie & Summerell, 2006).
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FIGURA 4. Coletor de esporos contendo placa de Petri com meio semi-seletivo para
Fusarium (A e B), colonias candidatas de Fusarium graminearum em
meio de Nash-Snider apds 5 dias de incubacdo (C) e colonia monosporica
de F. graminearum em meio de batata-dextrose-agar (D).

Para compor a colecdo da fase patogénica, graos maduros com sintomas de
giberela de trigo e milho foram superficialmente desinfestados (5 min em etanol 70%
etanol, 5 min em NaOCI 0,5% e lavadas duas vezes em agua esterilizada), secas em
camara de fluxo laminar, plaqueadas em BDA e incubadas por 6 dias a temperatura
ambiente (22 °C) sob fotoperiodo de 12 h (Figura 5). Foi selecionado apenas um
isolados por espiga de trigo ou de milho afim de evitar clonagem de isolados. Colonias
de Fusarium foram transferidas para novas placas de BDA e obtidos isolados

monospdricos (Leslie & Summerell, 2006).
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Todos os isolados purificados foram identificados e estocados em glicerol 15%
a -80 °C no Departamento de Plant Pathology and Plant Micro-biology, Cornell

University, Ithaca, New York, EUA.

FIGURA 5. Sementes de trigo com sinais de giberela em meio de cultura de batata-
dextrose-agar apds 6 dias de incubagdo confirmando a infeccdo pelo
patdgeno com o crescimento das colonias tipicas de Fusarium
graminearum.

3.2.3 Extracao de DNA e teste de PCR

Micélio fungico foi coletado de culturas de F. graminearum crescidos em meio
de cultura de BDA com sete dias de idade. O DNA foi extraido usando protocolo de
extragio PrepMan” (Life technologies). Apos a extragdo, em cada amostra foi realizado
o método de precipitagdo de acido nucleico para reduzir possiveis inibidores da PCR.
As amostras foram estocadas a -20 °C até serem processadas. GoTaq” Green Master
Mix foi utilizado nos protocolos de PCR para a identificagdo dos genotipos tricotecenos
3-ADON, 15-ADON, ou nivalenol (NIV), baseados na amplificagdo das porcdes dos
genes Tri3 e Tril2 (Ward et al, 2008). O resultado dos produtos da PCR foram

separados por eletroforese em gel de agarose e visualizados sob luz UV.
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3.2.4 Analise de dados

O teste qui-quadrado (x*) foi utilizado para comparar as frequéncias dos
gendtipos tricotecenos entre os quatro habitats (colmos de milho, ar, grao de trigo e
milho) em cada localidade, entre os quatro locais-ano (Aurora-2012, Aurora-2013,
Belmont-2013 e Willsboro-2013) e entre os anos de 2012 e 2013 na localidade de
Aurora. As analises foram conduzidas no SAS (versdo 9.2, Statistical Analysis System;

SAS Institute, Cary, NC).

3.3 Estudo 3: Agressividade e perfil toxigénico de Fusarium

graminearum de milho e trigo inoculados em ambos hospedeiros.*

3.3.1 Colecao de isolados e testes de patogenicidade

Foram selecionados 15 isolados de F. graminearum neste estudo, sendo sete
oriundos de espigas sintomadticas de trigo e oito oriundos de espigas de milho (Tabela
1). Estes isolados foram selecionados arbitrariamente de uma cole¢do de isolados
coletados nas safras de 2011 e 2012 em New York (G. C. Bergstrom, dados ndo
publicados), e que tiveram seu genotipo tricoteceno determinado por PCR tendo como
alvo os genes Tri3 e Tril2 (Figura 15) (Ward et al., 2002). Foram escolhidos sete
isolados 15-ADON e oito isolados 3-ADON. Adicionalmente um isolado do genétipo
15-ADON obtido de espigas de trigo (Gz014NY98), agressivo e potente produtor de
DON/15-ADON, e utilizado por varios anos como indculo para avaliagdes de reagdo de

cultivares a giberela e ensaios de eficiéncia de fungicidas em New York, foi incluido

4Ar‘[igo no prelo: Kuhnem, P.R., Del Ponte, E.M., Dong, Y., Bergstrom, G.C. 2015. Fusarium
graminearum isolates from wheat and maize in New York show similar range of aggressiveness and
toxigenicity in cross-species pathogenicity tests. Phytopathology. Doi: 10.1094/PHYTO-07-14-0208-R
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como isolado referéncia. Todos os isolados utilizados foram purificados e as culturas
oriundas de cultivo monospoérico e armazenados em glicerol a -80 °C.

Trés ensaios de agressividade foram usados para avaliar e comparar os isolados.
A severidade de giberela e produgdo de micotoxinas em trigo e tombamento de
plantulas de milho foram realizadas em casa de vegetacdo. A severidade da podridao de
giberela e produ¢do de micotoxinas foram avaliadas em espigas de milho inoculadas no

campo.

TABELA 1. Informacao dos 16 isolados de Fusarium graminearum avaliados quanto
agressividade no campo (espigas de milho) e casa de vegetacdo (sementes
de milho e espigas de trigo) em Ithaca, NY, 2013.

Numero Isolado Ano Hospedeiro de origem Genétipo”
1 Gz829NY 2011 Milho 15-ADON
2 Gz835NY 2011 Milho 15-ADON
3 Gz94INY 2012 Milho 15-ADON
4 Gz978NY 2012 Milho 15-ADON
5 Gz014NY 1998 Trigo 15-ADON
6 Gz443NY 2011 Trigo 15-ADON
7 Gz446NY 2011 Trigo 15-ADON
8 Gz478NY 2011 Trigo 15-ADON
9 Gz859NY 2011 Trigo 15-ADON
o 10 Gz80NY 2011 ] Milho 3-ADON
11 Gz955NY 2012 Milho 3-ADON
12 Gz970NY 2012 Milho 3-ADON
13 Gz982NY 2012 Milho 3-ADON
14 Gz438NY 2011 Trigo 3-ADON
15 Gz479NY 2011 Trigo 3-ADON
16 Gz603NY 2011 Trigo 3-ADON

Genotipagem para determinar o potencial de produgdo dos tricotecenos  15-
acetildeoxinivalenol(ADON) e 3-ADON pelos primers 7ri3 e Tril2 (Ward et al., 2002).
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3.3.2 Agressividade e producio de micotoxinas em espigas de trigo.

Sementes da cultivar ‘Norm’, classificada como altamente suscetivel a giberela,
foram semeadas em vasos de 15 cm de diametro (7 sementes/vaso), contendo substrato
formulado “Cornell Mix” (0,1 m? de turfa comprimida, 0,1 m? de vermiculita, 9,1 kg de
calcéario dolomitico e 2,7 kg de fertilizante 11-5-11). As plantas foram cultivadas em
casa de vegetacdo por oito semanas até a inoculagao em temperatura entre 20 °C a 25
°C com luminosidade de 14 h/dia e desbastadas para manter cinco perfilhos principais
em cada vaso (Crane et al., 2013).

As espigas de trigo foram inoculadas no estddio de grao leitoso (Zadoks 73),
previamente determinado como o estadio mais suscetivel na cv. Norm (Del Ponte et al.
2007). A espigueta central de cada espiga foi marcada e uma aliquota de 20 pl de uma
suspensdo de esporos (5x10* macroconidia/ml) foi inoculada no interior da espigueta
(Figura 6A) (Engle et al., 2003). As espigas foram individualmente cobertas com saco
plastico e mantidas cobertas por 48 h com temperatura de 25 °C e com ciclo de 14 h de
luminosidade (Figura 6B). Os sacos foram entdo removidos e as plantas mantidas na
casa de vegetacdo até a colheita (=45 dias ap0s a inoculagdo).

A agressividade de cada isolado foi determinada pela avaliagdo da propor¢ao de
espiguetas com sintomas de giberela (porcentagem de espiguetas gibereladas/total de
espiguetas) em cada espiga inoculada apos 10 dias da inoculacdo (Figura 6C). Foram
utilizadas quatro repetigdes, sendo cada uma das repeticoes um vaso contendo cinco

espigas principais.
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FIGURA 6. Incoculagdo de Fusarium graminearum pelo método de flor unica em
espigas de trigo (A), espigas cobertas com saco plastico e mantidas
cobertas por 48 h apos a inoculagdo com temperatura de 25 °C e com ciclo
de 14 h de luminosidade (B) e espigas mostrando sintomas de giberela 10
dias apos a inoculagdo.

A producdao de micotoxina para cada um dos 16 isolados foi avaliada pela
combinagdo de todas as espigas inoculadas. Antes da anélise quimica, os graos colhidos
foram moidos e uma amostra de 25 g para cada isolado obtidas. A quantidade de DON,
15-ADON, 3-ADON e ZEA (zearalenona) foi quantificada usando o método de

cromatografia gasosa com espectro de massa (GC-MS) (Jin et al., 2014).
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3.3.3 Agressividade e producio de micotoxinas em espigas de milho.

Durante a safra de 2013, sementes do hibrido da empresa Monsanto DKC45-
51©, com reacdo de suscetibilidade a podridao de giberela, foram semeadas no campo
na fazenda experimental da Cornell University “Musgrave Research Farm” em Aurora,
NY, US. O experimento foi repetido no tempo, a diferenca das semeaduras entre os
experimentos foi de 20 dias, sendo os experimentos considerados independentes.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com quatro
repetigdes por tratamento (isolado). Casa parcela foi composta de uma linha de 4
metros de comprimento (75 cm entrelinhas) com 12 plantas. As oito plantas centrais de
cada linha foram inoculadas. Os dois experimentos possuiram bordas com o mesmo
hibrido. A adubacdo e controle de plantas daninhas foram realizadas de acordo com as
recomendacoes locais.

Para cada isolado foi preparado uma suspensdo de esporos como descrito
anteriormente (Reid et al., 1995). Apos quatro dias da exteriorizagdo do estigma (Reid
et al., 2002), as plantas foram individualmente inoculadas pela inje¢do das suspensdes
de esporo (2ml de 5 x 10° macroconidia/ml) ou agua esterilizada (controle) dentro do
estigma da espiga principal (Reid ef al., 1995) (Figura 7A). Nos dois experimentos,
apos a inoculagdo os trés dias posteriores a inoculacdo foram chuvosos.

As plantas foram colhidas nove semanas apos a inoculagdo, sendo as espigas
colhidas manualmente, despalhadas e avaliada quanto a severidade da doenga
(porcentagem de area da espiga com sintomas de podriddo de giberela) (Figura 7B)
(Reid et al., 2002). Posteriormente as espigas foram secas a 65 °C até atingirem 13% de
umidade e pesadas. Todos os graos de todas as 32 espigas inoculadas (8 espigas x 4
repeti¢des) foram misturados e triturados para analise de micotoxinas em 25 g de cada

amostra, seguindo o mesmo procedimento descrito no item 3.2.2.
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FIGURA 7. Inoculagdo de Fusarium graminearum em espigas de milho aos trés dias
apds a exteriorizagdo dos estigmas (A) e espiga de milho mostrando
sintomas de podridao de giberela nove semanas ap6s a inoculacio (B).

3.34 Tombamento de plantulas de milho

Sementes sem tratamento quimico do hibrido da empresa Monsanto DKC59-
90©, um hibrido de milho conhecido pela suscetibilidade a podridao de giberela, foi
usado para inocular os isolados pelo método de imersdo (Wilke et al., 2007). O indculo
consistiu de uma suspenséo de esporos (1x10° macroconidia/ml) obtida de colonias de
10 dias de idade. Cada colonia foi originada de cultivo monospoérico dos isolados de F.
graminearum crescidas em BDA+A (antibidtico) a 23 °C e fotoperiodo de 12 h. As
sementes foram desinfestadas (2 min em 0,5% NaOCI, lavadas duas vezes por 1 min
em agua esterilizada) e colocadas para secar em papel filtro esterilizado dentro da
camara de fluxo laminar. Apds secas, as sementes foram colocadas em tubos
Erlenmeyer de 250 ml (100 sementes/tubo) contendo 100 ml da suspensdo de esporos

ou agua esterilizada (controle). Os tubos foram colocados em mesa rotatéria a 125 rpm
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for 12 h. Apds este periodo as sementes foram colocadas novamente para secar em
papel filtro esterilizado dentro da cdmera de fluxo laminar.

De cada tratamento (isolados), 20 sementes foram plaqueadas diretamente em
BDA+A para determinar a taxa de infestacdo. Quarenta sementes foram desinfestadas
(5 min em etanol 70%, 5 min em NaOCl 0,5% e lavadas por duas vezes em agua
esterilizada), secas e plaqueadas também em BDA+A separadamente, para determinar a
taxa de infeccdo do método. Ambas sementes foram incubadas a 23 °C e escuro total
por 6 dias. As taxas de infestagdo e infecgdo foram determinadas baseadas na
propor¢do de sementes colonizadas. A germinacdo de sementes também foi
determinada nos tratamentos e controle, afim de observar se 0 método afetou o poder
germinativo das sementes.

As sementes previamente inoculadas e controle foram semeadas em vaso de 15
cm de diametro (7 sementes/vaso), contendo substrato formulado “Cornell Mix” (0,1
m? de turfa comprimida, 0,1 m? de vermiculita, 9,1 kg de calcario dolomitico e 2,7 kg
de fertilizante 11-5-11). Foram utilizadas quatro repeti¢cdes (vasos) para cada isolado e
controle. Apds a semeadura os vasos permaneceram por 14 dias em casa de vegetacao a
25 °C e sob foroperiodo de 14 h. Durante o periodo as plantas foram diariamente
regadas com agua.

Apoés 14 dias da semeadura, quatro varidveis foram avaliadas: taxa de
emergéncia (sementes com comprimento de plantula >2 mm acima do nivel do solo),
comprimento de plantula e raiz (cm), peso seco de plantula e raiz (g) e incidéncia de

tombamento de plantulas (plantula ou raiz visivelmente necrosadas) (Figura 8).
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FIGURA 8. Sintoma de tombamento de plantula de milho (A), plantula e raiz
necrosadas (B) e plantula e raiz sadias (C).

3.3.5 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental de
blocos ao acaso e repetidos em ensaios independentes. O isolado referéncia
(Gz014NY98) nao foi incluido nas analises, umas vez que este ja foi previamente
caracterizado como agressivo e toxigénico. Os dados dos dois ensaios nos trés
experimentos apresentaram normalidade (Shapiro-Wilks), homogeneidade das
variancias (Levene's) e usando ensaios com fator a ANOVA mostrou ndo haver
diferenga significativa (P>0.05), logo os dados foram combinados.

Para comparar os isolados, dois contrastes ortogonais foram usados para
comparar isolados oriundos de milho vs. isolados oriundos de trigo, e isolados do
gendtipo 3-ADON vs. 15-ADON. A significancia dos contrastes foi avaliada por teste

de aleatorizagdo (10.000 permutacdes) (Torres et al., 2010).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo 1: Diversidade de espécies em restos culturais de milho.

4.1.1 Resultados

4.1.1.1 Determinacio das espécies e genotipos tricotecenos

As areas amostradas variaram em altitude de 450 a 1.100 m de altitude, sendo
possivel recuperar isolados de F. graminearum dos peritécios formados em colmos de
milho em decomposicdo em todas as 15 areas (Tabela 2). No total, 295 isolados
monosporicos de F. graminearum sensu lato foram recuperados dos peritécios e
identificados sua espécie filogenética e genotipo tricoteceno (Tabela 2). Vinte e quatro
isolados nao reconhecidos pela técnica MLGT foram submetidos ao sequenciamento do
gene fator de elongagdo-la (Tef-1a).

Foram identificadas as espécies F. meridionale (Fmer) (155/295), F
graminearum (Fgra) (83/295), e F. cortaderiae (Fcor) (57/295) (Tabela 2). A espécie
Fmer foi a Unica a ocorrer em todas as areas amostradas e a Unica encontrada em um
local amostrado com prevaléncia de 100% (SB.2) (Tabela 2; Figura 9). Porém, na
regido de Bom Jesus (>1.000 m) a incidéncia de Fmer foi menor (16%), ndo sendo mais

a espécie dominante tal como nas outras areas (Figura 9), excegdo as areas PF.2, PF.3 e
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VC.1, onde predominou Fgra (Tabela 2; Figura 9). Com excecdo de oito isolados
encontrados na area LV.1, Fcor foi observado em altitudes elevadas (> 800 m),
tornando-se a espécie dominante, com 56% (35-88%) de incidéncia na regido de Bom
Jesus (Figura 9).

TABELA 2. Informacdes e identificagdo de isolados do complexo Fusarium

graminearum obtidos de peritécios em colmos de milho em
decomposicdo com base em genotipagem multiloco.

Espécie’
Uso da area N. de
na Altitude isolados FgralSA Fcor3A FcorNIV FmerNIV

Regiéo.éurea1 entressafra (m)

SB.1 Aveia 452 18 2 NE NE 16
SB.2 Trigo 498 20 1 NE NE 19
SB.3 Aveia 500 21 NE’ NE NE 21
PF.1 Trigo 520 20 10 NE NE 10
PF.2 Trigo 545 18 16 NE NE 2
PF.3 Trigo 555 20 9 5 NE 6
LV.1 Azevem 829 20 1 6 2 11
LV.2 Azevem 830 20 1 1 NE 18
LV.3 Cevada 844 21 10 NE NE 11
VC.1 Trigo 900 20 16 NE 1 3
VC.2 Trigo 940 20 NE NE 3 17
VC.3 Azevem 961 20 7 4 NE 9
BJ.1 Azevem 1.005 17 5 1 8 3
BJ.2 Azevem 1.037 20 NE NE 15 5
BJ.3 Azevem 1.073 20 5 4 7 4
Total 295 83 21 36 155

' SB = Santa Barbara; PF = Passo Fundo; LV = Lagoa Vermelha; VC = Vacaria; BJ = Bom Jesus.
*Fgral5A = Fusarium graminearum gendtipo 15-ADON; Fcor3A = Fusarium cortaderiae genotipo 3-
ADON; FcorNIV = Fusarium cortaderiae genotipo nivalenol e FmerNIV = Fusarium meridionale,
gendtipo nivalenol.

’ NE = nio encontrado.

Todos os isolados Fgra apresentaram gendtipo 15-ADON (Fgral5A), enquanto
todos Fmer foram identificados como NIV (FmerNIV). A espécie Fcor apresentou
isolados com os genotipos 3-ADON (Fcor3A) e NIV (FcorNIV) (Figura 9). Houve

predominio do genodtipo NIV na média de todas as areas (65%) amostradas, seguido do
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genotipo 15-ADON (28%) e do genotipo 3-ADON (7,0%) (Figura 9). No entanto, a
propor¢ao do gendtipo NIV relacionada a Fmer diminuiu a medida que aumentou a
altitude das areas (100-23%), onde aumentou a incidéncia de FcorNIV (0-77%) (Tabela

2; Figura 9).

—==———===- ————~——~——— - ret— I
Fcor3A

FcorNIV

Fgral5A
1000

800

Altitude

600 FmerNIV

Campo
Regido

Cultura Santa Barbara Passo Fundo Lagoa Vermelha Vacaria Bom Jesus

FIGURA 9. Frequéncia de trés espécies, e seus respectivos genotipos tricotecenos, do
complexo Fusarium graminearum identificadas em uma cole¢do de 295
isolados obtidos de peritécios presentes em colmos de milho em
decomposicdo amostrados aleatoriamente em cada uma das 15 dareas
localizadas em cinco regides (SB = Santa Barbara; PF = Passo Fundo; LV
= Lagoa Vermelha; VC = Vacaria; BJ = Bom Jesus) no norte do Estado do
Rio grande do Sul.

4.1.1.2 Taxa de crescimento micelial em duas temperaturas

Houve efeito significativo da temperatura na taxa de crescimento micelial das
trés espécies analisadas, sendo que todas as espécies tiveram, conforme esperado, uma
taxa significativamente inferior a 15 °C (5,86+ 0,97) do que a 25 °C (11,51£2,99)
(Figura 10). Nao houve diferenca entre os dois gendtipos tricotecenos de Fcor, bem
como desses para Fgral5A. No entanto, na temperatura de 25 °C apenas Fgral5A
diferiu significativamente das demais espécies, apresentando a mais alta taxa de

crescimento. Nao houve diferenca significativa entre os dois genotipos tricotecenos de
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Fcor, assim como nao diferiram entre si, os isolados do genotipo NIV das espécies Fcor
e Fmer (Figura 10). A espécie Fgral5A apresentou maior resposta ao aumento da
temperatura, com uma maior diferenca na taxa de crescimento micelial (8,4 mm) entre
25 °C (13,98+2,67) e 15 °C (5,58+0,59), enquanto que FmerNIV, FcorNIV e Fcor3A
apresentaram diferencas de 4,30, 4,30 e 4,26 mm respectivamente. Além disto, as
espécies apresentaram variacdo distinta, sendo FmerNIV a espécie com maior

variabilidade na populagdo tanto a 15 °C quanto a 25 °C (Figura 10).

Temp (15°C) i Temp (25°C)

16 +

Taxa de crescimento micelial (mm/dia)

Fgss Fcor (3ADON) Fcor (NIV) Fmer Fgss Fcor BADON)  Fcor (NIV) Fmer

Espécie/gendtipo Espécic/genotipo

FIGURA 10. Taxa de crescimento micelial (mm/dia) nas temperaturas de 15 e 25 °C
para 60 isolados do complexo Fusarium graminearum, sendo 15 isolados
F. graminearum (Fgral5A), 15 isolados F. cortaderiae (Fcor) gendtipo
3-ADON (Fcor3A) e 15 isolados genotipo NIV (FcorNIV), e 15 isolados
F. meridionale (FmerNIV).
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4.1.2 Discussao

Neste estudo foi observado que existem pelo menos trés espécies do FGSC
colonizando e formando peritécios em colmos de milho em decomposi¢do no periodo
de entressafra: Fcor, Fgra e Fmer. No Brasil, ja foram relatadas essas e mais trés outras
espécies do FGSC, totalizando seis espécies filogenéticas ocorrendo em graos e colmos
de cereais e graos e vagens de soja (Martinelli et al., 2004; Scoz et al., 2009; Astolfi et
al.,2011; Del Ponte et al., 2015).

Enquanto todos os isolados Fmer (155) apresentaram o genotipo NIV
(FmerNIV) e isolados Fgra (83) foram 15-ADON (Fgral5A), os isolados da espécie
Fcor apresentaram os genotipos NIV (36/57) (FcorNIV) e 3-ADON (21/57) (Fcor3A).
A maior frequéncia de Fcor com gendtipo NIV encontrada neste estudo concorda com
estudos prévios em diversos hospedeiros onde essa espécie tem apresentado apenas o
gen6tipo NIV (O ‘Donnell et al., 2004; Monds et al., 2005; Boutigny et al., 2011),
embora exista relato de isolados produtores de 3-ADON, porém sem indicacdo do
hospedeiro e regido de origem (Aoki ef al., 2012). A baixa frequéncia do genétipo 3-
ADON em peritécios em colmos de milho coincide com a baixa frequéncia (4,4%) de
isolados com esse genotipo ja relatado somente em levantamentos em graos de cevada
no estado do RS, porém identificados como F. austroamericanum (Astolfi et al., 2012).
Além disto, ndo ha relatos de isolados de Fcor do gendtipo 3-ADON infectando graos
ou colmos de milho no Brasil e no mundo.

A frequéncia de isolados FmerNIV na populacdo total foi de >50%, com
prevaléncia de 100% nas areas amostradas, além de ser a unica espécie ocorrendo
isoladamente em dois locais. Valores similares ao reportados neste trabalho foram
encontrados no Nepal, onde a frequéncia de Fmer em graos de milho foi de 56%, sendo

todos também do genotipo NIV (Desjardins ef al., 2008). Ainda nesse mesmo estudo
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no Nepal, também foi observado FmerNIV como Unica espécie em dois locais. Na
Argentina, em um estudo da diversidade do FGSC em graos de milho 85% (56/66) dos
isolados foram identificados como FmerNIV (Sampietro et al., 2011). A maior
prevaléncia e frequéncia nas éareas de peritécios da espécie Fmer, bem como o
predominio do gendtipo NIV, indica uma vantagem desta espécie na fase saprofitica, a
qual pode constituir a principal espécie presente no ambiente para infec¢des em
espigas.

No trigo produzido no Sul do Brasil, ao contrdrio do milho, ocorre um
predominio de Fgral5A em relagdo a FmerNIV. Em isolados coletados na safra 2006,
foi relatada uma frequéncia de 93% (76/82) de Fgral5A, sendo os outros 7% de
FmerNIV (Scoz et al., 2009). Também em graos de trigo, em 140 isolados de trés areas
na safra 2007, propor¢des similares de Fgral5A (92%) e FmerNIV (8%) foram
encontradas (Astolfi et al., 2012). Em graos de cevada de lavouras do Estado do Rio
Grande do Sul, colhidos em trés safras (2007 a 2009) foi encontrada uma proporcao
cinco vezes maior de isolados FmerNIV que os relatados em trigo, porém ainda inferior
a Fgral5A, sendo 66% de Fgral5SA e 29,6% de FmerNIV (Astolfi ef al., 2011). Embora
Fgral5A tenha apresentado uma frequéncia total menor (29,5%) que FmerNIV em
peritécios no periodo de entressafra, houve locais onde Fgral5A foi a espécie
predominante. A maior fonte de indculo primario com FmerNIV no local pode explicar
o predominio de graos infectados por essa espécie pelo maior aporte de ascosporos no
ambiente (Keller et al., 2011). No entanto, questdes relacionadas a producdo da
micotoxinas, como fator de agressividade (Harris & Desjardins, 1999; Spolti et al.,
2012), preferéncia por hospedeiro (Boutigny et al., 2011) e influxo de in6culo externo a
lavoura (Schmale et al., 2006) também podem influenciar na prevaléncia da espécie

infectando os graos.
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Estudos sobre a contaminagdo com DON e NIV em graos e alimentos relatam,
mesmo em graos de milho, que niveis de contaminacdo com DON sdo maiores que
niveis de contamina¢do com NIV no mundo e no Brasil, at¢ mesmo pelo fato de que em
muitos poucos estudos se analisa a presenga de NIV (Furlong et al., 1995; Placinta et
al., 1999; Calori-Domingues et al., 2007). Um estudo recente em amostras de graos de
trigo de lavouras comerciais do sul do Brasil mostrou a presenca de NIV em niveis
equiparaveis ou mais altos do que DON (Del Ponte et al., 2012). Considerando o
predominio do genotipo NIV sobrevivendo saprofiticamente em sua fase sexual,
estudos futuros devem esclarecer porque a espécie Fgral5A ¢ dominante em cereais de
inverno, apesar da maior abundancia de FmerNIV em peritécios nas fontes primarias de
inoculo para as epidemias.

Comparado ao trigo, menos se sabe sobre agressividade e variabilidade de
isolados das espécies FGSC em milho (Carter ef al., 2002; Kuhnem Junior et al., 2013).
Em trigo, estudos tem mostrado existir variacdo nas caracteristicas fenotipicas entre as
espécies FGSC (Goswami & Kistler, 2005). Neste trabalho também foi observado
diferengas na taxa de crescimento micelial entre as espécies do FGSC, sendo que esta
diferenca esteve associada a mudanga na temperatura.

Na temperatura de 25 °C Fgral 5A apresentou maior taxa média de crescimento
em relagdo as espécies FmerNIV e Fcor. Estes resultados corroboram com estudos
prévios em trigo com isolados de FgralSA e FmerNIV (Spolti et al., 2012). No entanto,
Kuhnem Junior et al. (2013) n3o observaram diferengas no crescimento micelial a
25 °C de dois isolados Fgral5A e quatro isolados FmerNIV, assim como para outras
caracteristicas patogénicas em milho. A inconsisténcia nos resultados pode ser

explicada pela variabilidade existente entre isolados da mesma espécie, uma vez que
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alguns isolados da espécie FmerNIV ou Fcor, ambos genotipos, tiveram crescimento
igual ou superior a isolados de FgralSA.

A espécie com maior taxa média de crescimento a 15 °C foi FmerNIV. Nesta
temperatura Fgral SA teve crescimento igual a espécie Fcor, independente ao gendtipo.
A capacidade de FmerNIV em crescer melhor em temperaturas baixas e possuir maior
variabilidade entre isolados nas duas temperaturas, bem como o menor crescimento de
Fgral5A na temperatura menor, pode explicar a prevaléncia destas espécies nos
peritécios formados no periodo da estag¢do fria. Ainda, a maior frequéncia de Fgral5A
foi encontrada em regides de mais baixa altitude (maior temperatura), enquanto que
FmerNIV ocorreu em todas as dareas. J4 Fcor, de ambos genotipos, ocorreu
predominantemente nas regides com altitudes superiores a 800 m.

Embora mudangas no perfil toxigénico ao longo do tempo em algumas regides
produtoras tenham sido associadas a possiveis vantagens adaptativas e diferencas de
agressividade entre diferentes genotipos tricotecenos (Ward et al., 2008), estudos
recentes, no Canad4, mostraram ndo haver nenhuma diferenga ou vantagem entre
isolados Fgra com os genotipos 3-ADON e 15-ADON em relagdo a competitividade
(Clear et al., 2013). Deste modo, hipotetiza-se que a frequéncia das espécies do FGSC
associadas com graos de cereais no Brasil pode estar mais relacionada com o
predominio e distribui¢do dessas nos peritécios sobrevivendo saprofiticamente, bem
como a preferéncia e selecdo do hospedeiro (Carter et al., 2000; Lee et al., 2010;

Boutigny et al., 2011).
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4.2 Estudo 2: Frequéncia dos genétipos tricotecenos de Fusarim
graminearum em diferentes habitats em trés agroecosistemas de

Nova York.

4.2.1 Resultados

No total 1.407 isolados de F. gramineraum foram obtidos e genotipados nas trés
regides e nos dois anos amostrados, variando de 281 a 428 isolados por regido (Figura
11). As andlises moleculares baseadas nos genes 7ri3 e Tril2 mostraram que de modo
geral o gendtipo 15-ADON foi dominante (83%), seguido do gendtipo 3-ADON (17%).
O genotipo NIV ndo foi detectado. Nos quatro locais (localidades e anos), e entre os
quatro habitats, o genotipo 15-ADON também foi predominante (>88% dos isolados),
com exce¢do da localidade de Willsboro onde os gendtipo 3-ADON e 15-ADON foram
encontrados em frequéncias similares (52% e 48%) (Figura 12).

No foi observado diferenca estatistica (x’=1,526; P=0,217) na frequéncia dos
genoétipos tricotecenos quando comparada as populacdes de Aurora em 2012 e em
2013. Em 2012 a frequéncia média foi de 88% para o gendtipo 15-ADON e 12% para
3-ADON, enquanto em 2013 os gen6tipos 15-ADON e 3-ADON representaram 94% e

6% da populagdo de F. graminearum, respectivamente (Figura 12).
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FIGURA 11. Uso da terra no Estado de Nova York e frequéncia relativa dos dois
gendtipos  tricotecenos  (3-ADON e 15-ADON) de Fusarium
graminearum. Circulo representa o total de isolados (N) coletados em
cada localidade/ano. Fonte dos dados: CropScape — Cropland data layer
(NASS/USDA).

Quando comparada as frequéncias dos dois genotipos entre os quatro habitats
dentro de cada localidade, as frequéncias ndo diferem em trés das quatro localidades
analisadas. Sendo o gendtipo 15-ADON o dominante entre os quatro habitats (Figura
12). Em Aurora, a frequéncia do genétipo 15-ADON foi >94% nos quatro habitat (y’ =
0,192; P=0,979). Similar tendéncia foi observada em Belmont (X2 =8,137; P=0,053),
onde >80% dos isolados foram do genétipo 15-ADON (Figura 12). Mesmo em
Willsboro onde a frequéncia de 3-ADON e 15-ADON foi similar, as frequéncias nao
diferiram entre os quatro habitats (x’= 7,593; P = 0,055), com 46/54% (3-ADON/15-
ADON), 57/43%, 38/62%, e 44/56% nos colmos de milho, ar, grados de milho e trigo,
respectivamente (Figura 12). A excecdo foi Aurora 2012, onde o gendtipo 3-ADON
ndo foi encontrado em graos de trigo e a frequéncia deste genotipo foi

significativamente superior nos colmos de milho (20%) (x° = 26,395; P < 0,001)

(Figura 12).
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FIGURA 12. Genotipos tricotecenos de Fusarium graminearum isolados de colmos de
milho, ar, graos de trigo e de milho em trés agroecossistemas em Nova
York. Resultados estdo expressos em porcentagem relativo ao total de
isolados por habitat (N).
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4.2.2 Discussao

Neste estudo, pelo menos do ponto de vista dos gendtipos tricotecenos, as
populagdes locais de F. graminearum parecem ndo ser estruturadas pelos quatro
habitats analisados. Na maioria do locais, a composi¢ao dos gendtipos tricotecenos na
fase saprofitica (colmos de milho) ndo diferiu das frequéncias observadas na fase
patogénica (grao de milho e trigo) e o genotipo 15-ADON foi o predominante. A
excec¢do foi a localidade de Aurora/2012 onde o genétipo 3-ADON ndo foi encontrado
nos graos de trigo, apesar de sua elevada frequéncia (20%) em colmos de milho. Porém
tal diferenca nas frequéncias pode estar relacionada ao tamanho da amostra reduzida
devido a uma safra de clima seco, desfavorecendo as infec¢des em espigas de trigo e
milho e resultando em baixo nimero amostral nestes dois habitats. O fato da frequéncia
relativa de isolados 3-ADON na atmosfera ser similar entre as fases saprofitica e
patogénica sugere que este gendtipo ndo apresenta nenhuma vantagem relacionada ao
fitness saprofitico, como maior produ¢do de esporos que poderia resultar em maior
quantidade de indculo deste genotipo na atmosfera. Na verdade, estudo em ambiente
controlado mostrou que a producdo de peritécios e liberagdo de ascosporos em colmos
de milho foi similar entre estes dois genotipos (Spolti et al., 2014a). Nossos resultados
levam a concluir que diferencgas na frequéncia dos gendtipos tricotecenos amostrados
em diferentes habitats sdo influenciados pela presenca de outras espécies do complexo
F. graminearum (Boutigny et al., 2011; Del Ponte et al., 2015), e que o genotipo
tricoteceno ndo representa uma vantagem adaptativa na sobrevivéncia do fungo ou
durante a fase patogénica.

O fungo F. graminearum sobrevive saprofiticamente nos colmos de milho em
decomposicao, sendo estes restos culturais a principal fonte de indculo para epidemias

de giberela, tanto em trigo, quanto milho (Sutton, 1982; Pereyra et al., 2004; Pereyra &
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Dill-Macky, 2008; Landschoot et al., 2011). Juntos, os resultados apresentados por
Boutigny et al. (2011) e Del Ponte et al. (2015) com os resultados obtidos neste estudo,
pode-se sugerir que o efeito do indculo local na intensidade das epidemias de giberela
podem ser mais importante nos EUA que em outros locais (exemplo Africa do Sul e
Brasil) devido ao aparente continuo (Bousset & Chevre, 2012) na populagdo de F.
graminearum dos colmos de milho e dos graos nos EUA, diferente do citado por
Boutigny et al. (2011) e Del Ponte et al. (2015). No entanto, a relativa contribui¢do do
indculo local versus indculo externo ainda ndo estd completamente elucidada. Estudo
sobre diferentes fontes de indculo observou associagdo entre alta intensidade de
giberela em trigo quando este sucedia a cultura do milho do que quando sucedia a soja
(Dill-Macky & Jones, 2000). Sistemas de semeadura direta e cultivo minimo tem
aumentando nas Ultimas décadas, promovendo o incremento dos restos culturais pela
menor taxa de decomposicdo e aumentando a disponibilidade de inoculo de F.
graminearum. Além disto, estudos reportando que o incremento da quantidade de
restos culturais de milho podem influenciar positivamente na capacidade de
disseminagdo (Keller et al, 2011), e que indculo vidvel de F. graminearum foi
encontrado de 750 m até mais de quilometros de distancia da fonte de indculo (Prussin
et al., 2014), sugerem que pode ser dificil predizer o impacto dos restos culturais de
milho nas epidemias de giberela em trigo nos EUA (Shah et al., 2014).

Os locais amostrados diferiram em ambiente e sistemas de cultivo. Enquanto
em Aurora e Belmont sdo regides mais quentes com grandes areas de cultivo de milho e
trigo cultivado em rotagdo com outras culturas. Willsboro estd localizada em uma
regido de vale, fria e com poucas areas agricolas distribuidas entre as montanhas de
Adirondack e o lago Champlain. Tais diferencas entre locais podem influenciar a

composi¢dao dos genotipos tricotecenos. De fato, o predominio dos isolados 15-ADON
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em graos de trigo e milho em Aurora e Belmont foi consistente com outra de graos de
trigo nestas regides em 2007 e 2011. A propor¢do similar entre isolados 3-ADON e 15-
ADON em Willsboro também ¢é coerente com coletas anteriores onde frequéncias
acima de 30% do gendtipo 3-ADON tem sido observadas nessa regido noroeste do
Estado de New York e no Estado de Vermont. Estudos prévios tem reportado um
incremento na prevaléncia do genotipo 3-ADON em graos de trigo no sentido oeste-
leste no Canada (Guo et al., 2008), e uma tendéncia a uma maior frequéncia no sentido
Carolina do Norte (sul) para New York (Norte) nos EUA (Schmale et al., 2011b). Em
Willsboro, as montanhas de Adirondack e o lago Champlain podem talvez atuar como
barreiras fisicas para a propagacdo de uma populagdo introduzida e estejam envolvidas
nas frequéncias mais altas do gendtipo 3-ADON observadas nesta regido.

Fatores climaticos tem sido reportados associados com as frequéncias dos
genotipos 3-ADON e 15-ADON das espécies do complexo F. graminearum em trigo e
milho. Na China, isolados 3-ADON foram encontrados em frequéncias mais elevadas
em graos de trigo em regides de clima quente no vale do rio Yangtze, enquanto
isolados 15-ADON predominavam na populacdo em regides de clima frio no sul da
China (Ji et al., 2007; Ndoye et al., 2012). No sul do Brasil, espécies do complexo
possuindo o gendtipo 3-ADON foram encontrados predominantemente em regides de
elevagdo (frias), enquanto 15-ADON, o genétipo predominante (>90%) foi encontrado
em todas as regides amostradas (Del Ponte et al., 2015). As espécies do complexo F.
graminearum nestas regides diferem da América do Norte, onde F. graminearum
aparece como a espécie dominante (Starkey et al., 2007; Schmale et al, 2011b),
enquanto no primeiro estudo F. asiaticum e F. graminearum sdo as prevalentes, no

segundo, embora ndo os unicos, F. graminearum e F. meridionale predominaram.



49

No6s ndo observamos evidéncias de selecdo por hospedeiro pelo gendtipo
tricoteceno, visto que as frequéncias entre graos de trigo e milho ndo diferiram em
nenhum dos locais amostrados. Enquanto DON tem sido reportado como um fator de
agressividade em espigas de trigo e milho (Harris & Desjardins, 1999; Bai et al., 2002),
estudos prévios comparando diferentes tipos de tricotecenos com relacdo ao fator de
agressividade em trigo tem sido contraditorios. Em um estudo com uma colecdo de
isolados com diferentes espécies do complexo F. graminearum, foi sugerido que o total
de tricoteceno produzido e ndo o tipo de tricoteceno (DON ou NIV) produzido que
afeta a agressividade do isolado em trigo (Goswami & Kistler, 2005). Além disto, em
ambos gendtipos, 3-ADON (Gilbert et al., 2010) e 15-ADON (Foroud et al., 2012), tem
sido reportado isolados agressivos e causando elevadas severidades de giberela.
Contraditoriamente, o efeito dos tipos de tricoteceno na agressividade de isolados em
espigas de milho permanece incerto. No entanto, regides onde os gendtipos DON e
NIV coexistem, amostragens em graos de milho na América do Sul (Sampietro ef al.,
2011), Africa (Desjardins et al., 2008), Asia (Ndoye et al., 2012) e Europa (Logrieco et
al., 2002) o genotipo NIV ¢ mais frequente detectado e ndo ¢ incomum ser o
prevalente. Porém novamente as populacdes patogénicas nestas regides sdo compostas
por multiplas espécies do complexo F. graminearum (Lee et al., 2010; Desjardins &
Proctor, 2011; Sampietro et al., 2011; Boutigny et al., 2011). As razdes para tais
diferengas na distribuicao geografica dos genotipos tricotecenos ao redor do mundo nao
estdo totalmente claras, mas tem sido sugerido que condi¢gdes ambientais, ecoldgicas
e/ou sele¢do por hospedeiro entre espécies do complexo F. graminearum, ¢ fitness
adaptativo podem ser fatores chaves (Ward et al., 2008; Lee et al., 2010; Boutigny et

al., 2011; Backhouse, 2014). Nossos estudos sugerem que sao as espécies do complexo
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e ndo o gendtipo tricoteceno que desempenham um papel importante na adaptacdo ao
habitat ecolégico e preferéncia do hospedeiro.

Em resumo, conduziu-se uma amostragem intensiva de isolados (1.407) obtidos
de quatro habitats incluindo colmos de milho, ar acima do dossel, graos de trigo e de
milho em trés diferentes agro-ecossistemas, fornecendo uma reportagem detalhada dos
genotipos tricotecenos em diferentes estagios do ciclo biolégico de F. graminearum na
regido leste dos EUA. Pelo menos do ponto de vista dos genoétipos tricotecenos, as
populagdes locais de F. graminearum parecem ndo ser estruturadas pelos quatro
habitats analisados e isolados 15-ADON foram a grande maioria (88%) da populagdo,
mas as frequéncias dos gendtipos podem variar de acordo com a regido amostrada. Nos
ndo encontramos isolados do genétipo NIV e isolados NIV tem sido ausentes ou
aparecem em baixas frequéncias na maioria dos levantamentos conduzidos na América
do Norte (Campbell et al., 2002; Starkey et al., 2007; Schmale et al., 2011b). Porém
elevada proporcdo (79%) do gendtipo NIV foi encontrada em pequenas regides
produtoras de trigo do sul da Louisiana (Gale et al., 2007). Diante disto, futuras
amostragens em diferentes regides do leste dos EUA e em diferentes habitats serdo
importantes para deteccdo precoce de alteracdes na frequéncia e distribui¢do dos
genoétipos tricotecenos que podem influenciar as populagdes patogénicas em trigo e

milho, como resultado de introducao transcontinental (Ward et al., 2008).
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43 FEstudo 3: Agressividade e perfil toxigénico de Fusarium

graminearum de milho e trigo inoculados em ambos hospedeiros.

4.3.1 Resultados

4.3.1.1 Agressividade e producio de micotoxinas em trigo

A severidade média de giberela diferiu entre os isolados avaliados (P < 0,001),
variando de 26,6% até 62,9% (Figura 13A). Quando os grupos de isolados foram
contrastados, ndo houve diferenca significativa entre a severidade média de giberela
dos isolados oriundos de trigo dos isolados oriundos do milho (P = 0,140) e também
ndo diferiram os isolados 3-ADON dos isolados 15-ADON (P = 0,132) (Figura 13A).
Com excecdo de um isolado (Gz830), todos os isolados produziram principalmente
DON com niveis variando de 10,65 pg/g até 97,05 pg/g (Figura 14A) e pequenas
quantidades da forma acetilada de DON predita pelo PCR (Figura 15), genotipos 15-
ADON e 3-ADON produziram principalmente DON/15-ADON e DON/3-ADON,
respectivamente (Figura 14A). Alguns isolados 15-ADON também produziram tragos
da forma acetilada 3-ADON (Figura 14A). A média de tricotecenos total (DON +
acetilados) ndo diferiu significativamente (P = 0,678) entre isolados oriundos do trigo
(60,1 pg/g) e milho (39,2 ng/g) e entre isolados 3-ADON (53,1 pg/g) e 15-ADON
(47,6 ng/g) (Figura 14A). Nenhum isolados produziu quantidades detectaveis de ZEA

(Figura 14A).
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FIGURA 13. Severidade de giberela em trigo (A), de podriddo de giberela em milho
(B), e incidéncia de tombamento de plantulas de milho (C) causadas por
16 isolados de Fusarium graminearum oriundos de espigas de trigo ou
milho e do genotipo 3-acetyl(A)deoxivalenol(DON) ou 15-ADON.
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de milho (B) de 16 isolados de Fusarium graminearum oriundos de
espigas de trigo ou milho e do gendtipo 3-acetyl(A)deoxivalenol(DON)

ou 15-ADON.
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FIGURA 15. Gel de agarose 1% mostrando os amplicons dos genes 77i3 (acima) e
Tril2 (abaixo) dos genotipos tricotecenos dos 16 isolados de Fusarium
graminearum. Para Tri3, produtos da PCR apresentam tamanho de 610 e
243 pb para os genoétipos 15-ADON e 3-ADON, respectivamente. Para
Tril2, produtos da PCR apresentam tamanho de 670 and 410 pb para os
gendtipos 15-ADON e 3-ADON, respectivamente. Representantes dos
gendtipos 15-ADON (linhas 1-9) e 3-ADON (linhas 10—-16). Marcadores
com tamanho de 100 pb.

4.3.1.2 Agressividade e producio de micotoxinas em milho

Nos ensaio de campo de milho, todos os isolados produziram sintomas tipicos
de giberela com severidade variando significativamente entre os isolados (P < 0,001),
com a maior severidade média (73%) para o isolado referéncia (Gz014) (Figura 13B).
A severidade média de giberela ndo diferiu significativamente entre isolados agrupados
pelo hospedeiro de origem (P = 0,081) e pelo genoétipo tricoteceno (P = 0,644) (Figura
13B).

Devido a ampla variabilidade nos niveis de DON entre isolados do mesmo
hospedeiro de origem, ndo foi encontrado diferenca significativa (P = 0,054) na média
de DON entre os dois grupos. Embora apenas marginalmente ndo significativo (P =
0,054), isolados oriundos do trigo (73,96 pg/g) produziram em média 30 pg/g de DON
a mais que os isolados oriundos do milho (44,57 png/g) (Figura 14B). Novamente, com
excecdo do isolado Gz830, todos os isolados produziram DON como principal toxina

nos grao de milho, com niveis variando de 5,9 pg/g até 132,2 pg/g e também baixas
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concentragdes de 3-ADON ou 15-ADON, dependendo do gendtipo tricoteceno (Figura
14B). Alguns isolados 3-ADON produziram elevadas concentragdes da forma acetilada
do que isolados 15-ADON (Figura 14B), mas ndo foi detectada diferenca significativa
entre os dois grupos tricotecenos (P = 0,431). Quatro isolados 3-ADON e cinco 15-
ADON, além do isolado referéncia (Gz014), produziram similar (P = 0,561)
quantidades de ZEA, variando de 0,08 pg/g a 1,0 pg/g (Figura 14B). Nao foi observado
diferenga (P > 0,05) nas concentragdes de ZEA entre estes dois grupos.

A pesar de diferencas entre o hospedeiro de origem e genotipo tricoteceno dos
isolados, foi observado uma correlagdo positiva e significativa entre o total de
tricoteceno e severidade de giberela em trigo (r = 0,64; P = 0,011) e milho (r = 0,52,

P =0,057) (Figura 16).

200
@® Trigo r=0.64 P=0.011

175 O O Milho r=0.52 P=0.057
150 A
125 A o°
100 -

75 o) O

Tricoteceno total (ug/g)
o

50 - 0] Y [ ]

25 A

0 20 40 60 80 100
Severidade (%)

FIGURA 16. Correlagdo entre tricotecenos total e severidade de giberela em trigo
(pontos pretos) e milho (pontos brancos).
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4.3.1.3 Tombamento de plantulas de milho

As inoculagdes resultaram em altos niveis de infestagao (100%) e infecgdo
(>90%) de sementes em todos os isolados sem aparente efeito negativo na taxa de
germinagdo de sementes. A incidéncia de tombamento nao diferiu (P = 0,098) entre
isolado oriundos do trigo (48%) e oriundos do milho (40%) (Figura 13C). Nao foi
encontrado diferencga significativa (P = 0,079) entre isolados 3-ADON e 15-ADON na
incidéncia de tombamento de plantulas, variando esta entre 25% a 58% (Figura 13C).
Além disto, ndo foi observado diferencga significativa (P > 0,05) entre todas as variaveis
relacionadas a redu¢do do crescimento da planta. Em média, redu¢do no comprimento
de parte aérea e raiz, e peso seco de parte aérea e raiz foram 42%, 18%, 57% e 62%

respectivamente (Figura 17).
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FIGURA 17. Caracteristicas patogénicas de 16 isolados de Fusarium graminearum

oriundos de espigas de trigo ou milho e do gendtipo 3-
acetyl(A)deoxivalenol(DON) ou 15-ADON. Redugdo da emergéncia
(A), incidencia de tombamento de plantulas (B), reducdo do
comprimento de parte aérea (C), de raiz (D), de peso de parte aérea (E),
e peso de raiz (F) aos 14 dias apds o semeadura.
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4.3.2 Discussiao

Nao foi encontrada evidencia de preferéncia por hospedeiro em nenhum dos
grupos baseados nas medidas de agressividade. Apesar de ndo significativo, foi
observado uma tendéncia dos isolados oriundos do trigo de serem mais agressivos e
produzirem mais DON do que os isolados oriundos do milho, e, em geral, apresentarem
elevados valores de intensidade de doenca nas trés variaveis analisadas. Agressividade
¢ considerado um parametro complexo, mesmo assim especifico genes e genes de
efeito quantitativo (QTL, do inglés quantitative trait loci) vem sendo relacionados a
agressividade de F. graminearum (Cumagun et al., 2004a). Interagdes especificas entre
hospedeiro-isolado podem direcionar populagdes de F. graminearum a se adaptar ao
aumento da resisténcia do hospedeiro (Cumagun et al., 2004b; Talas et al., 2012).
Voss et al. (2010) estudando a variagdo e segregacdo da agressividade entre a progénie
de F. graminearum gerada a partir de cruzamento entre parentais altamente agressivos
sugere que que um incremento na resisténcia a doengas, também pode resultar em um
aumento na agressividade na populagdo do patdgeno. Diversos QTL tem sido
identificados relacionados com a resisténcia do trigo a giberela, destacadamente o gene
Fhbl (20 a 40% da variacdo fenotipica nos mapas populacionais), o qual ¢
rotineiramente usado em programas de melhoramento no EUA e Canad4 (Miedaner &
Korzun, 2012). Por outro lado, a resisténcia a giberela em milho ¢ menos entendida, e
apenas dois QTL sdo conhecidos por apresentar algum efeito (Mesterhazy et al., 2012).
A alta pressao de selecdo imposta pelo melhoramento com aumento da resisténcia a
giberela por apenas alguns QTL pode selecionar para populacdes do patdégeno mais
agressivas ou com maior capacidade de produ¢do de micotoxinas. Esta selecdo
direcionada pode ndo ser observada em um curto prazo (Voss et al., 2010), porém a

longo prazo, populagdes de F. graminearum com maior agressividade e capacidade de
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produ¢cdo de micotoxinas podem ocorrer em resposta a resisténcia do hospedeiro
(Cumagun & Miedaner, 2004).

Nossos resultados sugerem que um isolado agressivo em um hospedeiro/6rgao
pode ndo ser tdo agressivo em outro hospedeiro/orgdo. Entretanto, mesmo que em
diferente hospedeiro, foi reportado que F. graminearum possui fatores de viruléncia
que sdo comuns a giberela em trigo e morte de plantulas em soja (Sella et al., 2014). O
fato de compartilhar fatores de viruléncia em culturas que sdo utilizadas em sistemas de
sucessao/rotacdo pode estar envolvido no aumento da ocorréncia de morte de plantulas
de soja causadas por F. graminearum recentemente em algumas partes da América do
Sul e Norte (Barros et al., 2013; Arias et al., 2013b). Estudo com mais de 100 isolados
de F. graminearum recuperados de sementes de milho e soja em 13 regides do estado
de Ohio encontrou que todos os isolados foram agressivos em sementes de milho,
porém moderadamente agressivos em sementes de soja (Broders et al., 2007). Futuras
pesquisas fazem-se necessarias para melhor entender a influencia da rotacao de culturas
destas trés culturas agricolas na ecologia e epidemiologia de F. graminearum.

Neste estudo, os isolados de F. graminearum obtidos em New York mostraram
variagdo na agressividade tanto em trigo quanto em milho e ndo puderam ser
estruturados pelo quimiotipo, corroborando com resultados anteriores em agressividade
em espigas de trigo (Goswami & Kistler, 2005; Gilbert et al., 2010; Purahong et al.,
2014; Spolti et al., 2014a), espigas de milho (Munkvold & O’Mara, 2002; Miedaner et
al., 2010) e em sementes (Kuhnem Junior et al., 2013; Sella et al., 2014). Nossos
resultados sdo consistentes com uma larga cole¢do (50 isolados) de F. graminearum
isolados de espigas de trigo em New York, onde isolados 3-ADON nao apresentaram
nenhuma vantagem no fitness em relagdo a isolados 15-ADON (Spolti et al., 2014a).

Da mesma forma, isolados de F. graminearum inoculados em espigas de linhagens de
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milho mostraram variagdo na severidade de doenca na espiga e ndo puderam ser
discriminados pelo quimiotipo (Miedaner et al., 2010). Contrariamente, estudos com
isolados de F. graminearum de alguns regides dos EUA e Canadd mostraram que
isolados 3-ADON foram mais agressivos em espigas de trigo que isolados 15-ADON
(Puri & Zhong, 2010; Foroud et al., 2012). Recombinagdo sexual entre e dentro dos
genotipos tricotecenos tem sido documentados (Bowden & Leslie, 1999; Chen & Zhou,
2009), logo troca de material genético entre populacdes podem ocorrer e genes que
conferiam algum tipo de vantagem adaptativa a um grupo agora podem estar presentes
em ambos genotipos tricotecenos. No entanto, Ward et al. (2008) sugerem que isolados
3-ADON na América do Norte sdo resultados de uma introducdo transcontinental da
Europa, e que estas duas populagdes (3-ADON e 15-ADON) tem sido simpéatricas por
um periodo curto de tempo para permitir uma troca genética capaz de quebrar a
estrutura populacional.

Também foi observado ampla varia¢ao na producdo de DON entre os isolados
independente do seus gendtipos tricotecenos. Estudos anteriores comparando producao
de DON e quimiotipos tem sido contraditorios, e isolados 3-ADON tem sido reportados
sendo (Ward et al., 2008; Puri & Zhong, 2010) ou nao (Gilbert et al., 2010; Spolti et
al., 2014a) produtores de maiores concentragdes de DON que isolados 15-ADON. A
habilidade de isolados de F. graminearum em produzir grandes quantidades de DON
tem sido associada com a agressividade (Mesterhazy, 2002). Em um estudo com uma
colegdo de isolados de F. graminearum de diferentes espécies do complexo, sugere que
¢ o total de tricoteceno e ndo o tipo de tricoteceno (DON ou NIV) que afeta a
agressividade do isolado em trigo (Goswami & Kistler, 2005). No nosso estudo, o total
de tricoteceno, quando somados DON e as formas acetiladas, teve significativa

associacdo com a severidade de giberela tanto em trigo quanto em milho, corroborando
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com estudos prévios em trigo ¢ milho (Lemmens et al., 2004; Goswami & Kistler,
2005; Jin et al., 2014). Entretanto, Lemmens et al. (2004) observaram que a correlacio
entre os sintomas de giberela e a quantidade de DON decrescem em espigas de trigo
com elevados niveis de infeccdo. Também, ampla variabilidade com relagdo entre DON
e intensidade de giberela foi encontrado em um estudo com metanalise de 126 campos
de trigo no EUA e Canadad. Os autores sugeriram que tal variabilidade pode ser
atribuida a diversos fatores que também influenciam esta relacdo, com por exemplo:
diferentes capacidade de producdo de DON entre isolados de F. graminearum, reacao
de resisténcia a giberela e acumulagdo de DON diferenciada entre cultivares e
condi¢des climaticas favoraveis para infeccdo e crescimento do fungo (Paul et al,
2006).

Com excecao de um isolado (Gz830), todos os isolados produziram DON como
principal toxina e baixas quantidades das suas respectivas formas acetiladas em trigo e
milho. Estudos tem demostrado que as baixas concentra¢des das formas acetiladas de
DON em graos inoculados tenha relagcdo com a remocao do acetil em planta e posterior
conversao de 3 ¢ 15-ADON em DON (Burlakoti ez al., 2008a). Além disto, os niveis de
DON encontrados, mesmo nos isolados menos agressivos, excedeu em mais de 10x o
limite méximo toleravel para consumo humano (Anvisa, 2011), assim com observado
em plantas inoculadas e mantidas em condigdes Otimas ao crescimento e
desenvolvimento da doenga (Spolti et al., 2014a).

Mesmo DON sendo relatada como sendo um fator de viruléncia em trigo e
milho (Harris & Desjardins, 1999; Bai et al., 2002), foi observado um isolado (GZ830)
do gendtipo 3-ADON que ndo produziu DON ou forma acetilada tanto nos graos de
trigo quanto nos de milho, entretanto ainda mostrou-se agressivo em ambos

hospedeiros. A producdo de toxinas pelos fungos ¢ resultante de complexas interagdes
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entre patogeno e hospedeiro, sendo influenciada por diversos fatores (Mesterhazy,
2002; Lemmens et al., 2004; Cowger et al., 2009; Yoshida & Nakajima, 2010). A
descoberta de um isolado naturalmente ndo produtor de micotoxina pode se mostrar util
para futuras pesquisas que visem melhor entender as bases genéticas que regulam a
produgdo de tricotecenos e sua relacdo com a agressividade (Desjardins et al., 1993).

Foi observado que aproximadamente 65% dos isolados produziram pequenas
quantidades de ZEA, um estrogénico composto responsavel por disturbios hormonais
em animais ¢ humanos, e também pode contribuir na patogénese vegetal (Yazar &
Omurtag, 2008; Repka et al., 2013). Esta toxina foi detectada apenas nos grdos de
milho, ndo sendo detectada em graos de trigo, talvez devido a mecanismos de
detoxificagdo desta espécie vegetal (Desjardins, 2006).

Como esperado, isolados 3-ADON e 15-ADON produziram maiores
quantidades da sua forma acetilada correspondente com o seu gendtipo,
respectivamente, em graos de ambos hospedeiros. Porém tragos da outra forma
acetilada também foram detectados em quase todos os isolados. Quando culturas de F.
graminearum cultivados em meios in vitro sdo observadas misturas de DON e suas
formas acetiladas em elevadas propor¢des (Alexander et al., 2011). Na verdade, tem
sido demostrada a falta de correlagdo entre producdo de DON in vitro e in planta
(espigas de trigo inoculadas) (Walker et al., 2001). Similarmente, isolados patogénicos
de F. graminearum foram capazes de causar giberela em espigas de trigo e paniculas de
arroz, enquanto DON e NIV foram produzidos apenas em espigas de trigo (Goswami &
Kistler, 2005), consistente com relatos de que a produgdo de micotoxinas em culturas
autoclavadas de arroz talvez ndo reproduzam as condi¢des em in planta (Leslie &

Summerell, 2006; Burlakoti et al., 2008b).
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Em resumo, os isolados de F. graminearum do estado de New York mostraram
variagdo na agressividade e producdo de micotoxinas em plantas de trigo e milho. Nao
foi possivel separar os isolados em grupos, quer seja pelo hospedeiro de origem, quer
seja pelo genotipo tricoteceno. Embora ndo significativo (P = 0,05), isolados oriundos
do trigo, em média, foram mais agressivos e toxigénicos em espigas dos dois
hospedeiros, sugerindo que a habilidade patogénica entre isolados de oriundos de trigo
e milho deve ser testada com um numero amostral maior de ambos hospedeiros. Nossos
resultados na variabilidade do patdgeno suportam a estratégia da necessidade de
caracterizar os isolados antes de sua utilizagcdo e deve-se utilizar isolados caracterizados
para o determinado hospedeiro como agressivos e toxigénicos especificos em estudos

de reacdo de resisténcia de genotipos.



5 CONCLUSOES

No Brasil, existe diversidade no complexo de espécies Fusarium graminearum
(FGSC) associados a colmos de milho em decomposi¢do nas lavouras do noroeste do
Estado do Rio Grande do Sul, com a co-ocorréncia de espécies com diferentes
potenciais toxigénicos.

A maior prevaléncia e frequéncia da espécie F. meridionale, bem como o
predominio do gendtipo NIV, nos colmos de milho em decomposi¢do, aliada a maior
plasticidade desta espécie em resposta a temperatura indicam uma vantagem de F.
meridionale na fase saprofitica, a qual pode constituir a principal espécie presente no
ambiente para infeccdes em espigas de milho no Estado do Rio Grande do Sul.

No estado americano de Nova York, a populacdo de F. graminearum em
agroecossistemas de trigo e milho predomina do genotipo 15-ADON, independente da
fase do ciclo de vida do fungo.

Pelo menos do ponto de vista dos genotipos tricotecenos, as populagdes locais
de F. graminearum em Nova York parecem ndo ser estruturadas pelos habitats
analisados, incluindo as fases patogénicas e saprofiticas do ciclo de vida do fungo.

Populagdes regionais em Nova York do patdogeno separados por menos de 400

km diferiram significativamente na frequéncia do genotipo tricoteceno sugerindo que
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as populagdes regionais podem ser diferenciadas com base na selecdo associada ao
clima ou sistemas de cultivo ainda nao identificados.

A variacdo na agressividade e producdo de micotoxinas dos isolados de F.
graminearum em plantas de trigo ¢ milho ndo permitiu a separagdo dos isolados em

grupos, nem pelo hospedeiro de origem, nem pelo genotipo tricoteceno.
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