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RESUMO

A maior preocupacdo com micotoxinas em graos déamiem ganhado
importancia devido as podriddes da espiga caugamtdsusariumspp. Este estudo
teve como objetivos: 1) levantar a incidéncid-dsariumspp. e determinar niveis de
fumonisinas em graos de milho (safras 2009 e 28&0nunicipios do estado do Rio
Grande do Sul; 2) identificar as espécies—dsariumassociadas com o0s graos; 3)
determinar o potencial toxigénico dos isolados método moleculare e 4) avaliar
caracteristicas fisiologias e patogénicas em unegde de 12 isolados. Vinte e nove
amostras de graos foram avaliadas quanto a incal@ecespécies dos complexos
Gibberella fujikuroie G. zeage além de fumonisina (FB1 e FB2), por HPLC. Foi
observada uma dominéncia de espécies do complxdujikuroi (96%), em
comparacao &. zeae(18%). Andlises quimicas mostraram a presencaBdedm
27/29 amostras (média = 1,38 |iY).g¢ FB2 em 13/29 amostras, (média de 0,42 pg.g
1), Foram obtidos 304 isolados monospéricos em quadpulacdes (regional 2009;
regional 2010; Cruz Alta e Veranopolis), os quaisai identificados com base na
morfologia e PCR usandwimers especificos par&. fujikuroi (F. verticillioides F.
subglutinanse F. proliferatun) e G. zeagF. graminearum =+g). PCR foi usada para
detectar o gene FUM+, preditivo da sintese de fusimmam e os genesri3 e Tril2,
preditivos dos genatipos tricotecenos: 3-ADON, 1IBOMN e NIV. F. verticillioides
foi encontrada em maior prevaléncia (86,8%), segdeF. graminearum(6,9%),F.
subglutinans (1,3%) e F. proliferatum (0,7%). Em 30/264 isolados d€.
verticillioides o gene FUM+ né&o foi detectado. Em 12 isolado$.dgraminearum
houve dominancia do genotipo NIV (8/12), seguidalBeADON (3/12) e 3-ADON
(1/12). Todos os isolados selecionados para agalidas caracteristicas fisiologicas
e patogénicas mostraram diferencas na taxa deiroe#o micelial (TCM) e
sensibilidade ao tebuconazole. Os isoladosFdeverticillioides apresentaram o0s
menores valores de TCM e mais alta sensibilidaderagicida, seguido dos isolados
Fg NIV e Fg 15-ADON. Todos foram eficientes na atf@ das sementes com
efeitos negativos na germinacdo e emergéncia deuEd. Ambas as espécies
colonizaram o colmo de plantas de 20 dias, conadastpara um isolado Fg NIV. A
analise multivariada permitiu identificar trés gosplistintos de isolados

!Dissertacéio de Mestrado em Fitotecnia, Faculdadedenomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RSsiBrd 18p.) Abril, 2011.
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ABSTRACT

The increasing concern to mycotoxins in maize Werizerelated to a frequent
occurrence of epidemics of ear rot of corn cause&usariumspp in Brazil. This
study aimed to: 1) assess the incidencé&wdariumspp. and determine fumonisin
levels in maize samples (harvest seasons 2009 @@ &om several municipalities
of the Rio Grande do Sul state, Brazil; 2) idenkiysariumspecies associated with
the maize kernels; 3) determine the toxigenic pgakwnf isolates using molecular
markers; and 4) evaluate the physiological andqegghic characteristics in a group
12 selected isolates. Twenty-nine commercial gsamples were evaluated for the
incidence ofGibberellafujikuroi andG. zeaespecies complex, and fumonisin (FB1
and FB2) levels by using HPLC. We observed a donteaofG. fujikuroi (96%)
over G. zeag(18%) species. Chemical analysis showed the pcesehFB1 in 27/29
samples (mean = 1,38).g"%) and FB2 in 13/29 samples (mean 0425"%). A sample
of 304 single-spore isolates was obtained and atgghrinto four populations
(regional 2009, regional 2010, Cruz Alta and Vemiis), which were identified
based on morphology and PCR using specific prinhi@rshree species of thé.
fujikuroi complex E. verticillioides F. subglutinansandF. proliferatun) andG. zeae
(F. graminearunsensu lato). PCR was also used to detect FUM+, gpeadictive of
fumonisina synthesis an@ri3 and Tril2 genes, predictive of three trichothecene
genotypes: 3-ADON, 15-ADON and NIW:. verticillioides was found in higher
prevalence (86,8%), followed By graminearum(6.9%),F. subglutinang1.3%) and
F. proliferatum (0,7%). FUM+ gene was not detected in 30/Zo4verticillioides
isolates. For the 1B. graminearumsolates, NIV was the dominant genotype (8/12),
followed by 15-ADON (3/12) and 3-ADON (1/12). Allsolates selected for
assessment of physiological and pathogenic chaistate showed differences in
mycelial growth rate (MGR) and sensitivity to tebonazole. AllF. verticillioides
isolates had the lowest MGR and a much higher seihgito the fungicide, followed
by 15-ADON and NIV isolates. All isolates succedigfinfected and colonized the
seeds, with negative effects on seed viability seedling emergence. Both species
colonized the stems of 20-days old plants usingo#ghpick inoculation method, and
one F. graminearumNIV strain was the most aggressive. Multivariamala<is
identified three distinct groups of isolates.

*Master of Science dissertation in Agronomy, Faatédde Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RSziBrd 18p.) April, 2011.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial deogrde milho Zea mays..),
ficando atrds apenas dos Estados Unidos e Chinizadb extensivamente na
alimentacdo humana e racdo animal, o milho é uitharawde importancia econdmica
e social produzido em praticamente todas as regldeBrasil. No estado do Rio
Grande do Sul, é cultura tipica de propriedades coagdes de suinos e aves, que
sdo os dois segmentos com maior demanda de millgyabkndo consegue ser
atendida com a producdo doméstica, exigindo a itag&o de gréos pelo pais.

As variadas condi¢fes climaticas de um pais derdifes continentais como
o Brasil propicia o plantio de duas safras anua@&sndlho, diferenciando-o dos
principais produtores do mundo. Em face da hetex@idade das condi¢cOes de
cultivo no pais, € comum a ocorréncia de um ou fisdises limitantes a producéo,
como baixa fertilidade do solo, condi¢Bes clim&iealversas, uso de material com
baixo potencial produtivo ou o0 ataque de praga®enghs. Dentre as principais
doencgas do milho no Brasil, destacam-se aquelasadas por fungos dos géneros
Fusarium CercosporaPuccinia Stenocarpellee Colletotrichumque atacam a parte
aérea da planta (Casa & Reis, 2003; EMBRAPA, 208m dos fatores bidticos e
abidticos relacionados ao ciclo das doengas, ouo® a infestacdo de insetos e
condicbes ambientais dos grdos no campo e no anaraeato interferem no
crescimento e producdo de metabdlitos secundarirs egses microrganismos

(Vargas, 2010).
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Um complexo de espécies drusarium causa podriddes do colmo e de
espigas no milho. Nas espigas, a doenc¢a conheoiti@ @odriddo de giberela é
causada pdf. graminearun(teleomorfo =Gibberella zeagenquanto que a podridao
de fusarium, ou fusariose, é causada por espégiesrdplexoGibberella fujikuroj
especialmente os anomorfés verticillioides F. subglutinanse F. proliferatum
(Munkvold, 2003).

A importancia dessas doengas para a cultura doorjallké reconhecida, no
entanto a diversidade das espéciesuagariumenvolvidas na etiologia da doenca é
apontada como um fator que dificulta a obtencébidedos resistentes as podriddes
de espigas e do colmo. A identificacdo de espéded-usarium é realizada,
tradicionalmente, com base em aspectos morfolégislgsn de ser uma tarefa que
requer experiéncia por parte de quem analisa, pgeElar inconsisténcias ou
inacuracia na identificacdo devido a variabiliddde caracteres fenotipicos.

A taxonomia de fungos vem evoluindo no sentidoeaters aceitos diferentes
critérios para definir o conceito de espécie. Antdieacdo que era baseada apenas
em aspectos morfolégicos, hoje abrange critériosdéetificacdo com base em
conceitos bioldgicos e filogenéticos. Para essmajto desenvolvimento de técnicas
moleculares tém sido imprescindiveis. Relacdegdih@ticas, como por exemplo,
dentro do complex&. fujikuroi ampliaram o leque de espécies descobertas através
de informacdes obtidas mediante sequenciamentertesgspecificos, 0 que também
tem levado ao desenvolvimento piémers especificos para espécies. Desta forma, a
técnica de reacdo em cadeia da polimerasdyrherase chain reaction PCR)
também tem sido de grande auxilio na identificad&o espécies dé&usarium
pertencentes aos complexésfujikuroie G. zeaeem cereais.

Um dos impactos decorrentes das podridées de sspiga espécies de

Fusarium além da reducéo do rendimento, € a producao t&bdi#os secundarios
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como as micotoxinas que tem envolvimento na inepd@o de humanos e animais
consumidores de graos ou subprodutos. Micotoxinasluzidas porFusarium
incluem representantes das classes dos tricoteeenearalenona, ambos produzidos
por F. graminearumalém das fumonisinas que sao produzidag-peerticillioides,

F. subglutinanse F. proliferatum A presenca de micotoxinas nos gréaos de milho
constitui um problema de seguranca alimentar, uea que sdo frequentes as
observacbes de niveis desses compostos em valkirea dos limiares de risco.
Segundo dados fornecidos pela FAO, as perdas msiiaalimentos contaminados
por micotoxinas chega a aproximadamente 100 mildéetoneladas por ano (FAO,
2010).

Embora ja se tenha reconhecido a importancia eceaddas podriddes de
espigas e os problemas gerados pela presenca da®xmas nos graos de milho,
poucos sao os trabalhos no Brasil, especialmenRim&Grande do Sul, direcionados
para elucidar questbes etioldgicas, toxicologicapidemioldgicas das populacdes
regionais. Além disso, as preocupacdes para atepdéroes estabelecidos no
comércio internacional e nacional de graos comogaul de niveis de tolerdncia em
muitos paises tornam urgentes os esclarecimentasiomados as caracteristicas
populacionais dé&usariumpresentes no Rio Grande do Sul e no Brasil. Ddgpde
vista da producdo, o conhecimento sobre a divalsidie espécies do patégeno é,
dentre os fatores de risco, um dos menos exploradas de suma importancia na
definicdo das estratégias de manejo para resiatéramntrole quimico.

Dessa forma, os objetivos do trabalho foram: (&)izar um levantamento da
incidéncia de espécies deusarium e niveis de fumonisinas em grdos de milho
produzidos em duas safras em diferentes locaistanl@ do Rio Grande do Sul; 2)
identificar, com base em critérios morfolégicos ®laenulares, as espécies de

Fusariumem populac¢des de isolados obtidas das amostrgiids; (3) determinar o
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potencial toxigénico dos isolados por meio de POR primers que amplificam
porcBes de genes preditivos da sintese de micat®xn(4) avaliar caracteristicas
fisiologicas e patogénicas de uma selecédo de 12dis® deFusariumda populagéo
regional 2009, determinados com base na diversidiesspécies e potencial

toxigénico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do milho

O milho Zea mayd..), em funcdo do seu potencial produtivo, comgaxsi
quimica e valor nutritivo, € um dos principais gramultivados e consumidos no
mundo. Independente da tecnologia aplicada, a caadilimatica durante o cultivo
do milho € um dos fatores criticos na producéo.ti@ens elementos climaticos, a
temperatura € um dos fatores de producdo maisideiiguntamente com uma
adequada disponibilidade de agua no solo e abuirddeduz. Quanto ao impacto de
deficiéncias hidricas durante seu cultivo, quandarrem no inicio do ciclo podem
afetar o processo germinativo e, mais ao finalido,cpodem paralisar o crescimento
(Fancelli & Dourado Neto, 2004). No estado do Ricarele do Sul (RS), a
deficiéncia hidrica é a principal causa da varidhde no rendimento de graos entre
anos e entre regides. Dentre as regides, Plarditne Médio Vales do Uruguai e
Missdes sdo as que possuem maior disponibilidadérdas com menor risco
climatico para a cultura de milho, nas diversasépale semeadura (Doré, 2008).

No Brasil, o cultivo do milho é caracterizado parad épocas de plantio. O
plantio de verdo ou primeira safra ocorre duranperodo chuvoso, que varia entre
fins de agosto, na regido Sul, até os meses deérodltovembro, no Sudeste e
Centro-Oeste. A segunda safra, ou safrinha, égdaném fevereiro, marco, abril e

maio. O milho safrinha ndo deve ser plantado enessdm ao milho da primeira



safra, devido ao aumento do risco de problemasshtaitarios, como por exemplo, as
podriddes do colmo, sendo entdo recomendavel aultivmilho safrinha apds a soja
de ciclo precoce (EMBRAPA, 2009).

A éarea de plantio deste cereal, em solo brasil@ieosafra 2009/10 foi de
aproximadamente 12 milhdes de hectares. Quando aranigs 0S numeros dessa
safra com a anterior, houve uma reducao de 16,7% e cultivada com milho de
primeira safra. Essa diminuicdo esteve relaciorama o volume do produto no
mercado, precos abaixo do esperado pelos prodwgassassez de chuvas na regiao
Nordeste na época da semeadura. Ja a reducadagmema a segunda safra ndo foi
observada e, ao contrario, ocorreu um increment6,8%. Segundo projecfes, a
primeira safra foi de 34 milhdes de toneladas, 1n384r que a anterior e a segunda
safra teve uma colheita de 22 milhdes de toneladpsesentando um crescimento de
27%, indicando que a safra 2009/10 obteve um erestd de 10%. No RS a area
cultivada com milho para a safra 2009/10 foi deogjppnadamente um milhdo de
hectares e uma producédo de 5,58 milhdes de torseg@ENAB, 2011).

Quanto a sua utilizacdo, o milho é insumo para ygéd de mais de uma
centena de produtos, porém aproximadamente 70%odaigio mundial e 80% do
milho produzido no Brasil sdo destinados a cade@yiiva de suinos e aves
(EMBRAPA, 2009). Também é largamente utilizado eraisnde 500 produtos
alimenticios, tantdn natura como componente de pées, bolos, margarinas, 0leo,
polenta, farinha, fubd, amido, cereais matinaistréeoutros (Buiatet al.,2008). O
segmento avicola e suinocultura sdo os que apaesantior demanda de milho no

estado, sendo de 46% e 28% respectivamente (D@08).2



2.2 Doencas na cultura do milho

A producédo do milho pode ser afetada de diversaseims, seja pelo uso de
cultivares suscetiveis ao ataque de patdgenos gafraou por condicdes
desfavoraveis de clima, solo e manejo inadequadmultiara. Doencas da cultura do
milho podem ser causadas por virus, nematoidetgrizsce fungos, que podem levar
a danos severos com impactos econémicos (EMBRAB®9)2

A intensificacdo do cultivo em areas irrigadas, coais de uma safra por
ano, principalmente com cultivos sucessivos da raesuoitura, pode levar ao
acumulo de indculo, principalmente de doencas f@asgio que aumenta o risco da
ocorréncia de doencas (Fernandes & Oliveira, 2000).

As doencas do milho podem ser agrupadas de acordoo¢s) 6rgao(s) da
planta infectado e sintomas resultantes, podenddigielidas em doencas foliares,
podriddes de colmo e das raizes, podriddes deasspide graos.

Dentre as doencas foliares, pode-se destacar aspertose Cercospora
zeae-maydisTehon & E.Y. Daniels), mancha branca, com etiologmmtroversa
(Phaeosphaeria maydiB. Henn. ou_eptosphaeria zea8tout), ferrugem polissora
(Puccinia polysoraUnderw), ferrugem comumP(ccinia sorghiSchw.), ferrugem
tropical ou ferrugem branca Pljysopella zeae Mains), helmintosporiose
(Helminthosporium turcicunass.), mancha de bipolaris maydspblaris maydis
(Nisik.) Shoemakgr mancha de bipolaris zeicol®ifolaris zeicolaG.L. Stout),
mancha foliar de diplodiaSfenocarpella macrospor@utton) e antracnose foliar do
milho (Colletotrichum graminicoldCes.) G.W. Wils) (EMBRAPA, 2009).

Véarios sdo o0s patdégenos causadores de podridaooldeo cem milho,
incluindo-se fungos e bactérias. No Brasil, asgypis doencas de colmo causadas

por fungos séo: antracnos€.(graminicolg, podriddao de diplopiaStenocarpela



macrosporae Stenocarpela maydispodriddo de fusariumF( graminearum F.
verticillioides F. subglutinanse F. proliferatun) e podriddo de macrofomina
(Macrophomina phaseolinaEssas podriddes geralmente tém inicio pelas rdaes
plantas e passam para 0s entrends superiores etantémte ao colmo através de
ferimentos (Silva & Schipanski, 2007; EMBRAPA, 2009

As podriddes de raizes podem ser causadas por mpleom de patdogenos
envolvendo vérias espécies de fungos dos gémerseium Pythiume Rhizoctonia.
Além disso, bactérias, nematoides e insetos qadirmentam das raizes podem estar
associados as podriddes radiculares (EMBRAPA, 2009)

Entre as podriddes de espiga, merecem destaqueldetgas, a podridao
branca da espigaS{enocarpela maydis podriddo de fusariunou fusariose K.
verticillioides F. subglutinanse F. proliferatun) e podriddo de giberela ou podridéao

rosada da ponta da espiga graminearum (Silva & Schipanski, 2007).

2.3 Doencas em espiga causadas pgassarium

Doencas em espigas sédo as principais respons&iaibaixa qualidade dos
graos, principalmente na Regido Sul do Brasil, oaslecondi¢cdes climaticas sao
favoraveis ao desenvolvimento das mesmas (Peféiflh). As podriddes de espiga
estdo associadas com graos ardidos, ou seja, aqiat@ados por patbgenos ou que
sofreram algum tipo de injaria, levando a uma aft&o de cor e fermentacéo da area
atingida (Portaria 111, de 12/04/96. BRASIL, 1996). No contexto de dashgraos
ardidos sdo aqueles atacados por fungos apena® epyasentam sintomas de
descoloracéo (Trentt al, 2002).

Além de danos diretos no rendimento a presencardes gardidos reduz a

qualidade do produto colhido (Ressal, 2004). Muitas agroindustrias adotam como



padrdo de qualidade uma tolerancia maxima de 6% g@effos ardidos em lotes
comerciais de milho. O percentual de grdos ardatosum lote também é utilizado
para classificar o milho nos tipos 1 (até 3%),t2 G2) e 3 (até 10%) (MAPA, 2007).

Os agentes causais de podriddo da espiga e, cemseqieénte, de graos
ardidos mais comumente encontrados no milho s&cespdos génerobusarium
Aspergillus Penicillium Cladosporium Cephalosporiume Stenocarpella(Pinto,
2001). Embora esses fungos sejam frequentemenéelasodos graos, esta ndo é a
principal fonte de inoculo, pois 0s mesmos possuase saprofitica ativa,
sobrevivendo na matéria organica do solo, senda &gwincipal fonte de inéculo
para as epidemias (Juliagti al., 2007)

Os fungos que ocorrem em grdos de milho podendisatidos em dois
grupos, de campo ou de armazenamento, definidosuagéio das necessidades
hidricas para crescimento. Os fungos ditos de canyaalem os gréos no periodo de
pré-colheita. Este grupo € mais exigente em ageguerendo um teor alto de
umidade préximo aos 20% para 0 seu cresciment@ske rgrupo que se encontra o
géneroFusarium Ja os fungos de armazenamento, onde se incAspargilluse
Penicillium, necessitam de um teor mais baixo de umidadeedar de 16%, para
que ocorra o crescimento micelial (Figuestal, 2003).

A infeccdo no campo ocorre nas fases reprodutivaascudtura desde o
flrescimento, sendo favorecida por ambiente cora alhidade relativa do ar e
temperatura, mau empalhamento e injdrias causades ipsetos nas espigas e graos
em desenvolvimento no campo (Shurtleff, 1992; Redd., 2004).

Fungos do géner&usariumsao os de ocorréncia mais comum associados

com as podriddes de espiga do milho. A importardaa fusarioses tem sido
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reconhecida, porém, o desenvolvimento de hibridssstentes, como um método

ideal de controle, e com alto rendimento tem sifloid(Munkvold, 2003).

2.3.1 Podridao de fusarium ou fusariose

2.3.1.1 Etiologia da doenca e variabilidade do pagéno

F. verticillioides (tel. Gibberella moniliformig € o principal agente causal
dessa doenca. No entanta, subglutinangtel. G. subglutinan¥ e F. proliferatum
(tel. G. intermedig também estdo associados com a doenca em algeyides.
Essas trés espécies fazem parte de um complexgpdeies fortemente relacionadas,
denominado complex@ibberella fujikuroi(O’Donnellet al. 1998).

A taxonomia deFusarium envolve trés conceitos: espécie morfoldgica,
biolégica e filogenética (Lesliet al, 2005). A identificacdo morfologica ainda € a
mais utilizada, porém, existem situagcbes em quenapeas caracteristicas
morfolégicas ndo permitem separar acuradamentspgxies (Lesliet al, 2005). O
namero de estudos de caracterizacdo de isoladwogifidacédo e proposicdo de novas
espécies no géneFusariumtem aumentado consideravelmente nas Ultimas décadas
principalmente ap6s o advento da biologia moledileslieet al, 2005). O segundo
conceito de espécie, a bioldogica, esta baseadoommatibilidade sexual entre
membros da mesma espécie capazes de produzir euoizenférteis entre si ou que
tenham potencial para tal, compartilhando o mesratemal genético. O terceiro
conceito, filogenético, baseia-se na analise dé&weijas génicas (O’'Donnedt al,
2000; Summerellet al, 2003) e compreende um grupo de individuos que
compartilham a mesma tendéncia evolutiva e umarigm comum (ancestral), ou

seja, é sempre um grupo monofilético, também chantedclado. Neste conceito,
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variantes na sequéncia de DNA conservada sdoaulilez para rastrear linhagens
entre um grande numero de isolados (Leslial, 2005).

No momento, muitas das espécies morfologicas s@itaace poucas
descricbes existentes tém sido rigorosamente desaficom ferramentas usadas para
delimitar conceitos biolégicos ou filogenéticoscaindo em aberto a questdo da
integridade morfologica (Skovgaaetial, 2003).

A espécie previamente determinada cdrogarium moniliformelustra essa
situacao, pois, até recentemente, este taxon englofspécimes referidos a varios
anamorfos hoje identificados distintamente coma,g@mplo,F. verticillioides F.
proliferatume F. subglutinanse outras espécies ja descritas sob a luz do ¢oroei
espécie bioldgica ou filogenética (Lesdieal.,, 2005).

Grande parte das espéciesHsariumé formadora de clamidésporos, porém
o complexaG. fujikuroi possui justamente a caracteristica de auséndia elsutura.
Para a identificacdo de espécies do complextujikuroi as caracteristicas principais
avaliadas séo as células conidiogénicas que sapartanicroconidio e a disposicao
dos esporos sobre as mesmas (Leslie & Summeréi)20

F. verticillioides assemelha-se maiska proliferatum mas a segunda possui
cadeias curtas de microconidios (menos de 20) eno mgolifidlides, diferenciando
de F. verticillioides que possui cadeias longas de microconidios em fidtide
(Figura 1A e C).F. subglutinansé relativamente facil de ser separado das outras
espécies do complex®@. fujikuroi, pois possuem mono e polifialides que produzem
microconidios apenas em falsas cabecas (FiguréL&Blie & Summerell, 2006).

Com base em estudos de compatibilidade vegetaiC&5¢) e marcadores
moleculares, uma alta diversidade genética foi vbsa entre isolados de uma

populacao dé-. verticillioidesobtidos do milho na Argentina e no Uruguai (Chulze
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et al, 2000), levando os autores a sugerir que a repémdsexual de populacdes de
F. verticillioides pode ser comum. Ainda, diferencas na composicaétiga das
populacdes foram relacionadas com diferencas eraessigidade e producdo de
micotoxinas naqueles trabalhos. Evidéncias tem nambstque varios isolados de
verticillioides geneticamente distintos podem ser recuperadostia i@ uma Unica
planta de milho (Kederat al, 1994), o que demonstra a alta variabilidade tyEneée

existente nessa espécie.
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FIGURA 1. A — Cadeias longas com microconidiog=deerticillioides B — Falsas
cabecas dé&. subglutinans C - Cadeia curta com microconidio He
proliferatum Fonte: Leslie & Summerell (2006). D — Col6nia Ee
verticillioides E — Espigas com sintomas de podridao de fusagitim-
Gréos ardidos. Laboratério de Epidemiologia de RenJFRGS, 2010.

2.3.1.2 Distribuicdo geografica do patégeno

Dentre as espécies do complego fujikuroi, F. verticillioides é a mais
frequentemente encontrada em grdos de milho e sebprodutos, em paises
europeus como a Franca, Espanha e Italia (Fanddtain 2003). Na Africa o milho

desempenha papel importante na dieta de milhGgeesgas, mas existem poucas

informacgBes disponiveis relativas a presencdagarium spp. € micotoxinas em
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milho. Entretanto, relatos em alguns paises afo€anostraram qué. verticillioides
€ a espécie de maior ocorréncia em gréos de ntlhassgiret al, 2002). Em analises
de gréos de milho realizadas na NigéFRa,verticillioides foi a espécie dominante
seguida dé&. graminearun(Adejumoet al, 2007).

No Brasil, nos estados de S&o Paulo, Santa CatariRarana, estudos de
levantamento também apontd&mverticillioidescomo sendo a espécie de ocorréncia
mais comum deste género, chegando a ser encontradd00% das amostras
analisadas. A podriddo de fusarium é encontradagpeaticamente todas as areas
produtoras do pais e esta diretamente relaciomad@radicdes edafoclimaticas nas
regides de cultivo (Costt al, 2003; Reist al, 2004).

No Ird, F. verticillioides também foi a espécie encontrada com maior
frequéncia (Rahjo@t al, 2008). Utilizandoprimers especificos para a espécie, 0s
autores confirmaram que de 191 isolado&uakarium 131 foram identificados como
pertencentes R. verticillioidese 40 comd-. proliferatum(Rahjooet al, 2008).

No México, Sanchez-Rangel al (2005) encontraram 80,6% dos isolados
identificados comoF. verticillioides Porém, na Argentinal. subglutinansfoi
isolado em maior frequéncia em algumas areas, sgmel@ frequéncia de isolados
desta espécie e a capacidade de produzirem toxiam frelacionadas as condi¢des
climaticas da regido, situagcdo semelhante a outgies de clima temperado na

Europa (Logriecet al, 1993; Torreet al, 2001).

2.3.1.3 Ciclo e epidemiologia da podridédo de fusamn
A cultura do milho tem sido muito utilizada em igia de culturas com uma
ou duas outras culturas em areas com pouca digdssidComo consequéncias sao

mantidos altos os niveis de residuos de milho rporados ou cobrindo o solo, sendo
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esta a fonte principal de inéculo para as epidertasith & White, 1988). As
espécies deusariumsobrevivem facilmente nesses residuos da colhaifarma de
micélio e outras estruturas de sobrevivéncia conso peritécios, além de
sobreviverem em sementes. A espétieerticillioides ainda produz hifas espessas
que também possuem a capacidade de sobrevivénaizk¢ld, 2003). Outra fonte
de inoculo sdo os restos da cultura do milho oewirras secundarias (Cotten &
Munkvold, 1998).

F. verticillioides, F. subglutinans e F. prolifetah produzem macroconidios
e uma grande quantidade de microconidios em resicllturais. Microconidios sao
mais facilmente dispersos pelo vento, mas tambétemaer dispersos pela chuva e
por insetos (Munkvold, 2003). Quando disseminadws c®rrentes de vento, 0s
microconidios podem se disseminar a uma distarecid0d a 400 km, desta forma a
quantidade de in6culo no campo € muito variaved dificil quantificacdo (Maiorano
et al, 2008).

As trés espécies possuem varias vias de ingres$ospedeiro, incluindo a
infeccdo dos estigmas do milho, ferimentos causgmosinsetos e transmissao
sistémica por sementes ou raizes (Munkwldl, 1997; Sobek & Munkvolet al.,
1999). O milho Bt € um exemplo que ilustra o pajos insetos na infeccdo uma vez
gue hibridos resistentes ao ataque da broca do méith apresentado niveis menores
de fumonisinas (Munkvoldt al, 1999).

A podridéo de fusarium é mais comum em locais eacinais quente e seco,
onde a temperatura Otima para o patégeno se eacmti30C e altitudes inferiores
a 700 metros (Munkvold, 2003). Por essa raZaoyerticillioides € encontrado
facilmente ao redor do mundo, porém com maior #egia em regides tropicais e

subtropicais do que temperadas (@hal, 2006).
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2.3.1.4 Sintomatologia da podridao de fusarium

A infeccao pode iniciar pelo topo ou por qualquetra parte da espiga, mas
sempre associada a alguma injuria causada princgpéé por insetos ou passaros
(Figura 1E).

Estudos realizados na Argentina e no Brasil masttaque os fungos
causadores da podriddo de fusarium geralmentetamiecios graos durante os
estagios iniciais de desenvolvimento e continuamauaentar até a colheita
(maturacdo fisiolégica), podendo chegar a 90% delémcia dd~usariumnos graos
(Figura 1F) (Chulzet al. 1996;. Almeideet al, 2002).

Nas espigas atacadas pode-se notar um crescimeimiooso de coloracéo
branca ou salmao, constituido por micélio e espdmpatdégeno (Figura 1D). Os
grados podem apresentar estrias brancas na paggaupendo a coloracdo alterada
para roseo ou marrom escuro (Fancelli & DouradaN2®04; Pereirat al, 2005).
Infeccbes assintomaticas também podem ocorrer dm doplanta e a presenca do
fungo é muitas vezes ignorada, levando alguns esiisugerir que alguns isolados

deF. verticillioidescausam sintomas e outras ndo (Fandetah, 2003).

2.3.2 Podridao de giberela

2.3.2.1 Etiologia e variabilidade do patégeno

A podriddo de giberela no Brasil € causada Pporgraminearum cujo
teleomorfo éG. zeae Como caracteristicas morfolégicas destacam-sesepca de
macroconidios, sendo 0s esporodéquios muitas vesesassos, mas, quando

presentes, sdo de cor laranja e posicionados swbmdcélio. A formacdo de
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clamidésporos é variavel entre os isolados e osogpoidios estdo ausentes. As
colénias deg-. graminearunusualmente apresentam micélio cotonoso com coloraca
gue pode variar entre o branco e o rosa. Os matigios sao hialinos, usualmente

divididos por septos, em numero de cinco (Lesli@uinmerell, 2006) (Figura 2C).

FIGURA 2. A e B — Colbnias dé&. graminearum C — Macroconidios dé-.
graminearum D — Espiga e colmo com sintomas de podriddo de
giberela. Laboratério de Epidemiologia de PlantHsRGS, 2010.

Em estudos recentes sobre filogeniaFdegraminearum O’Donnell et al.
(2004) propuseram a subdivisdo @e zeaeem nove linhagens filogeograficas, as
quais foram dados nomes para as espécies denttondeomplexo ou cladd-.
graminearum Nesse trabalho, a espécie cosmopolita e de ooiarénais comum ao
redor do mundo deu-se o nome Ee graminearumsensu strictolinhagem 7).
Posteriormente, Starkest al. (2007), O’'Donnellet al. (2008) e Yli-Mattilaet al

(2009), determinaram mais quatro novas espéciesdquda andlise de isolados de

paises da Africa e norte da Asia.
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Até o0 momento o complexe. graminearumé composto por 13 linhagens ou
espécies filogenéticas, denominad&sisarium austroamericanunflinhagem 1),
Fusarium meridionale(linhagem 2), Fusarium boothii (linhagem 3), Fusarium
mesoamericanunilinhagem 4),Fusarium acacia-mearnsijlinhagem 5),Fusarium
asiaticum (linhagem 6),F. graminearumsensu stricto(linhagem 7), Fusarium
cortaderiae(linhagem 8)Fusarium brasilicum(sem numero de linhagenfjusarium
aethiopicum (sem numero de linhagem)usarium gerlachii (sem numero de
linhagem),Fusarium vorosi{sem numero de linhagemJeasarium ussurianurfsem
namero de linhagem) (Starkey al, 2007; O’Donnelket al, 2008; Yli-Mattilaet al,

2009; Desjardins & Proctor, 2010).

2.3.2.2 Distribuicdo geografica do patdogeno

As espécies associadas a podriddo de giberela eengegm aquelas do
complexoF. graminearum Estudos de genética populacional Flegraminearum
foram realizados intensivamente na Uultima décadatem se concentrado
principalmente na caracterizacdo das linhagens spécees filogenética, da
diversidade genética e de quimiotipos. A linhage(fRusarium graminearunsensu
strictg € a espécie dominante associado a podriddo deelgibem milho, sendo
encontrado em milho nos EUA, Europa e Iran, bemocomBrasil e Nova Zelandia
(O’Donnellet al, 2008).

Na Coréia um estudo populacionalllegraminearurrem milho realizado por
Leeet al (2004) constatou a presenca de isolados dagykmisab . asiaticum e 7
(F. graminearumsensu stricto), sendo estd Ultima a linhagem damién Estes

resultados comprovam estudos realizados anteridemmor Jeoret al. (2003) que
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encontraram a linhagem F.(graminearumsensu stricto) em 74% das amostras de
milho analisadas (Desjardins & Proctor, 2010).

EmboraF. graminearumsensu stricteseja a espécie dominante causando a
podriddo de giberela na Asia e outros locais dodupesta nio foi detectada no
Nepal, onde foram identificadas a linhagemF6 4siaticum) e a linhagem 2K,
meridionalg em milho produzido em pequenas propriedadestdalalda Montanha
do Himalaia (Desjardins & Proctor, 2010).

Em Ohio, nos Estados Unidds, graminearunmtambém esta entre as espécies
encontradas em palha e em sementes, sendo codsidenaais importante na cultura
do milho deste estado devido as perdas econdomaesadas pela pouca qualidade
dos gréos colhidos. Em levantamentos na NigBrigraminearumapareceu em 32%
das amostras avaliadas, comprovando que nestegiaiespécie também é uma das
principais encontradas no milho (Adejumioal, 2007).

No Brasil, a regido sul é onde a podridao de giagrede ser encontrada mais
comumente, devido ao clima mais ameno e umido, a@éngrande quantidade de
indculo do fungo produzido nos cereais de inverntivados anteriormente ao
milho, presenca de gramineas nativas e invasoras €R al, 2004). Casat al
(2007) em um estudo realizado em Lajes, Estado ateaSCatarina, nas safras
2002/03 e 2003/04, detectaram graminearumcomo a segunda espécie mais

encontrada em colmos exibindo podridao e um dadopneantes em graos ardidos.

2.3.2.3 Ciclo e epidemiologia da podridédo de gibdee
F. graminearunmtem como principal fonte de indculo os restosurals, onde
sobrevive na forma de peritécios, macroconidiogufai 2C) e fragmentos de hifas

(Munkvold, 2003). A via de infeccdo primaria dosags de milho porF.
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graminearumé por meio do estilo-estigma durante os seisapas o0 seu surgimento
(Reidet al, 1999). Esporos do fungo alcancam o estilo-estigmmmilho pelo vento
ou por insetos vetores. Algumas infeccbes pograminearumsao iniciadas por
lesbes nos graos causadas por insetos lepidopteass,estas parecem ser menos
importantes que a infeccéo do estilo-estigma dbar(iMunkvold, 2003).

A podridao de giberela é favorecida por alta umeédadativa do ar no periodo
do espigamento, temperaturas moderadas e preéipitatevada no periodo de
maturacdo do milho. A presenca do patdgeno e ondelsgmento da doenca séo
mais comuns em locais de clima ameno, com tempara@iima para o
desenvolvimento do patégeno em torno de 2422@/unkvold, 2003; EMBRAPA,

2009).

2.3.2.4 Sintomatologia da podridédo de giberela

Os sintomas iniciais da podriddo de giberela s&oepaos na ponta da
espiga, aumentando em tamanho com o progressolat@zegao pelo fungo, como
massa cotonosa de coloragdo avermelhada ou ragagFID) (Munkvold, 2003). E
comum as palhas estarem firmemente ligadas as assmulgvido ao excessivo
crescimento micelial do fungo entre as bracteas gréaos. Ocasionalmente, esta
podriddo pode iniciar na base e progredir para @tapda espiga, podendo ser
confundido com o sintoma da podriddo de fusar{iviunkvold, 2003; EMBRAPA,

2009).

2.4 Estratégias de manejo das podriddes péusarium spp. em milho
A recomendacao principal para o controle de doedgamilho € o uso de

cultivar resistente. No entanto, o uso continucuwlgvares suscetiveis, o aumento de
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cultivos sucessivos e a utilizacdo incorreta dadlegia de producéo, associados a
um clima favoravel ao desenvolvimento de epidemtas) contribuido para o
aumento da importancia econdmica de doencas naraulb milho, principalmente
as fungicas (Juliatet al, 2004).

O aumento da incidéncia de doencas pode ser eapligar fatores diversos
que contribuiram para o aumento da producdo. Qvoulitenso em areas irrigadas
com mais de uma safra por ano, principalmente qudyddcultivos sucessivos de
milho, permite a perpetuacdo e o acumulo de inddolgpatdgeno aumentando o
risco da doenca (Fernandes & Oliveira, 2000).

Com o objetivo de minimizar o impacto negativo deertas de espigas,
taticas integradas de manejo sdo necessarias, @é¢asge de planejamento da lavoura
até a poés-colheita, podendo-se citar: utilizacdaculgvares resistentes, rotacdo de
culturas com espécies que ndo sejam suscetivgmtageno, controle de plantas
daninhas, utilizacdo de sementes de qualidadeareaitas densidades de plantio,
utilizar cultivares que tenham espigas com anatguédificulte a infeccdo, nutricdo
das plantas, controlar insetos, nédo retardar eeitalle uso de fungicidas (Trentb
al., 2002; Fancelli & Dourado Neto, 2004; Silva & $anski, 2007). Essas medidas
podem trazer beneficios imediatos ou em longo przgrodutor, reduzindo o
potencial de indculo dos patdgenos presentes maayvalém de contribuirem para
uma maior durabilidade e estabilidade da resisdégenética presentes nos hibridos
comerciais (EMBRAPA, 2009).

Alguns patégenos da cultura do milho sdo transpstiggpelas sementes,
portanto, provenientes de sistemas de producaoceadtificacdo e fiscalizacdo, além
de boa qualidade sanitéria é pratica essencialarejm (Fancelli & Dourado Neto,

2004). Quando ndo h& a disponibilidade de hibrmos/ariedades de polinizacéo
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aberta, recomenda-se o tratamento das sementds, Gératamento quimico o mais
comum e que tem por objetivo a erradicacdo ou éeddp indculo. No caso de.
graminearum o tratamento das sementes também pode protggi@ntula em sua
fase inicial de desenvolvimento (Garcia Jumibal, 2008).

Para assegurar a qualidade dos graos e reduziiveis e micotoxinas, a
FAO (2010) recomenda a realizacdo de uma secadeienét e controle da umidade
dos graos para inibir o crescimento fungico. A geoadeve ser feita logo apos a
colheita e 0 mais rapido possivel. Ainda segun#@®@ (2010), devem-se evitar as
injarias nos graos, pois facilita a infeccao porgos e a producao de micotoxinas.

As espécies dé-usarium tém habito saprofitico e sobrevivem nos restos
culturais, portanto o manejo de residuos € outratégia sugerida para minimizar o
risco das podridées em espiga. Além disso, a esabdhépoca de semeadura e o
espacamento a ser utilizado é pratica importandés pm muitos casos ha uma
tendéncia de se utilizar espacamentos mais adensedonomento da semeadura.
Essa técnica tem sido utilizada visando maximizarendimento e o uso do
maquinario para culturas da soja e milho, porénegadorecer o surgimento de um
microclima favoravel para as epidemias (Sutton2i83andinoet al, 2004).

Em relacdo ao controle quimico na parte aérea alaapla sua eficiéncia e
funcéo das caracteristicas do patdgeno, condigieaticas, produto quimico a ser
utilizado, seu modo de agéo e forma e época deagglb. O controle quimico deve
ser utilizado apds o uso de outras medidas prersentielacionadas ao patdgeno,
sendo que os melhores resultados normalmente s&m®lzom a integragdo dos
varios métodos disponiveis (Fancelli & Dourado Net004). Em outro trabalho,

Oliveira et al. (1999) avaliaram o efeito de fungicidas aplicagas sementes de
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milho para o controle d&. verticillioides e constataram que os fungicidas foram

eficientes no controle, porém nao conseguiram eaatbtalmente o fungo.

2.5 Micotoxinas deFusarium spp. na cultura do milho

O maior interesse cientifico pelo carater toxigérdos fungos teve inicio a
partir da segunda metade do século XX, com a demagd® de que metabdlitos
secundarios de fungos induziam ao cancer e doéegeasicas em animais. Estima-se
que 25% dos cultivos mundiais sdo afetados porosiega reducdo da contaminagao
por micotoxinas requer uma abordagem multifacetgda inclui agricultores,
governo, empresas e cientistas (Bryden, 2007).

Dentre os géneros de fungos que mais afetam ag#odigricola e ameagcam
a saude animal, destaca-se o gérarsarium capaz de produzir em cereais uma
ampla gama de metabolitos secundarios toxicos, ngracins frequentemente em
racdes e alimentos. As micotoxinas produzidas ppécies deusariumem milho
incluem representantes das classes dos tricoteceeasalenona e fumonisinas.
Muitos trabalhos de levantamento no Brasil e nodoumostram um grande numero
de amostras contaminadas com micotoxinas, sendfunasnisinas as de maior
ocorréncia na cultura do milho (Kawashima & Soa2€€6).

A producdo de metabdlitos secundarios € influerc@a um nimero grande
de fatores bioldgicos, quimicos e fisicos. Dengdiologicos, destaca-se a viruléncia
do patdgeno e a suscetibilidade do hospedeiro. Gatobquimico destaca-se 0 uso
de fungicidas, que quando atua controlando a daangaém ajuda na diminui¢do da
contaminagao por micotoxinas. Entre os fatoresdfstemos a temperatura, umidade,
infestacdo por insetos, condigdes de armazenan(lRatoos, 2008). A contaminagao

do milho com micotoxinas se deve principalmentecasdicdes ambientais como
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temperaturas superiores a°€0no periodo da noite, no desenvolvimento da aultur
(Abbaseet al, 2006).

A ocorréncia de micotoxinas é governada pela exi&éde condi¢cdes
favoraveis ao crescimento e desenvolvimento dedsirigm condicbes ambientais, as
varias espécies fungicas podem ser favorecidagigmodo o surgimento das
doengas ou sobrevivendo saprofiticamente em csltsecundarias. Quando as
condi¢des sao favoraveis, o crescimento das esp@cigiénicas € inevitavel e o seu
potencial genético sera expresso (Miller, 2001).

Um fator importante que determina a severidadecdengh e de acumulo de
micotoxinas em grdos de milho é a resisténcia genétos hibridos. Existem
diferencas entre os hibridos no que diz respedaracteristica de resisténcia, sendo
variada para a podridao de giberela e a podriddusiium(Reid et al., 1999). A
variabilidade genética do fungo, que é muito poexplorada, também é um fator
relacionado a resisténcia do hospedeiro e 0 acudailmicotoxinas (Melcioet al,

1997; Carteet al, 2002).

2.5.1 Tricotecenos

Os tricotecenos sdo 0 maior grupo de micotoxinashecidos até hoje,
produzidos por varias espécieskesarium principalmente poF. graminearumSao
metabolitos secundarios que atuam como potentesldnes da sintese proteica em
eucariotos, podendo causar sérias toxicoses emnmsmeaanimais. Os tricotecenos
possuem uma estrutura basica sesquiterpendide &fiBorms) denominada de
farnesil-pirofosfato e podem ser divididos em aasslo tipo A, B, C e D,
dependendo da presenca ou auséncia de gruposrfaisctaracteristicos (Krisket

al., 2001). Tipo B, que contétm um ceto-grupo na posicd8 do anel
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sesquiterpendide, € o principal tricoteceno siréeld porF. graminearumDentre
estes se destacam as toxinas desoxinivalenol (OWNyalenol (NIV). Outra toxina
importante € a T-2, pertencente ao Tipo A (Adejwnal, 2007).

DON é também chamado de vomitoxina devido aos s&its deletérios
sobre o sistema digestivo dos animais monogastridosnanos ao consumirem
alimentos contaminados com DON demonstram sintaleasuseas, febre, dores de
cabeca e vomitos (Schmale & Munkvold, 2010). Qutipas DON podem ainda ser
classificados em DON/3-ADON e DON/15-ADON, em fuocda posicdo do
derivado acetil-éster do oxigénio, C-3 ou C-5, eeigamente. Nivalenol (NIV) é
um derivado oxigenado C-4 de DON (Desjardihsl, 1993; Goswanmet al, 2006).
DON/15-ADON é dominante na América do Norte e Ameerdo Sul e DON/3-
ADON na Europa e Asia. NIV é comum na Europa e Asigaro nas Américas.
(Miller et al, 1991).

A sintese de tricotecenos compreende a ciclizagi@rekl sesquiterpeno
catalizada pela enzima tricodieno sintase, segdelaoito oxigenacbes e quatro
esterificacdes (Desjardins & Proctor, 2007). A <emin de oxigenacgodes,
isomerizacdes, ciclizacbes e esterificacfes levamoicula basica tricodieno a
formar complexas estruturas de tricotecenos tamocdiacetoxiscirpenol (DAS),
toxina T-2, desoxinivalenol e nivalenol (GoswamKé&stler, 2004).

Historicamente existem evidéncias que associaneepas em humanos com
0 consumo de graos contaminados com tricotecenosladao, nos anos de 1890,
1901, 1914, 1920, 1923 e 1945 ocorreram surto®xdeoses que foram associados
ao consumo de graos infectados dengraminearumOs sintomas incluiam nausea,

vomitos, diarréias, tontura e alucinagfes. Sintompasecidos foram observados
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também em outros paises como a Russia, China eaCBo#ém, as enfermidades séo
raramente letais com a intoxicacdo por DON e NI¥gjardinst al, 2006).

As toxinas DON e NIV causam recusa alimentar e mliigéio de ganho de
peso em suinos, além de serem imunossupressagdfspgando 0s animais a outras
doencas e mascarando a intoxicacdo subjacente. éhanelzistem problemas de
diarréia, irritacdo dermal, hemorragia intestinal@nitos em suinos (Reiet al.,
1999).

Frangos alimentados com doses baixas de toxinap®e&m demonstrar
sintomas de perda de peso, malformacao de pemaarelacimento do bico e pernas.
Contaminacdo com tricotecenos € economicamenteriamge no trigo, cevada, aveia

e milho (Reidet al.,1999).

2.5.2 Fumonisinas

O nome fumonisina deriva deusarium moniliforme hoje designado dE.
verticillioides de onde o primeiro membro dessa classe, fumenBih (FB1) foi
caracterizado. A FB1 € um diester de propano-3;&tido tricarboxilico e 2-amino-
12, 16-dimetil-3, 5, 10, 14, 15-pentahidroxieicasdDesjardins, 2006). A FB1 é a
mais comum e importante da série-B, seguida daHB2)(e B3 (FB3), também
pertencentes a essa mesma classe. O milho é eaqul#tis comumente contaminada,
e as fumonisinas sdo as micotoxinas mais facilment®ntradas nos gréos desta
cultura (Schmale & Munkvold, 2010).

Fumonisinas sao micotoxinas produzidas pbr verticillioides F.
proliferatume F. subglutinang foram descritas em 1988 na Africa do Sul, quaedo
elucidou a estrutura quimica e atividade biolég@alderblomet al, 1988; Marasas,

2001; Schmale & Munkvold, 2010).
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S&o téxicas e carcinogénicas para figado e ringnassupressores, além de
causarem edema pulmonar e neurotoxicidade em s(@wenicet al, 2005). Os
sintomas ainda incluem sonoléncia, cegueira e fipde® de tecido cerebral. Em
humanos o consumo de milho contaminado est4 adsoeigaxas mais altas de
cancer de es6fago (Schmale & Munkvold, 2010).

Essas micotoxinas tém sido constantemente encastexd graos de milho e
alimentos a base de milho nos Estados Unidos, CRineopa, América do Sul e
Africa. Dados mostram que existem no minimo 28 @ged de fumonisinas
diferentes designadas em série-A, série-B, séBes€rie-P (Rheedet al, 2002).

As fumonisinas da série C (C1, C2 e C3) ndo aptasegrupo metil terminal
e sao predominantemente produzidas pela espasarium oxysporumOutro grupo
sao as fumonisinas da série P (P1, P2 e P3), @@s @grupo amino é substituido por
um grupo 3-hidroxipiridinio. As fumonisinas da &éA sdo N-acetil amidos das
fumonisinas da série-B; e a AK-fumonisina B1, gaatém um grupo N-acetil e um
grupo keto C-15 (Desjardins, 2006).

Avaliacbes de resultados de risco pelo consumo handa graos de milho
contaminados com micotoxinas Basariummostram que o Canada e alguns paises
europeus possuem indice baixo, que é explicadogoelsumo baixo. Paises, como a
Africa do Sul, mostram um resultado de risco méis, @ois possuem um consumo
maior de milho (Campat al, 2005). No Brasil, pesquisas revelam um altocimdie
contaminagdo de grdos por fumonisinas, chegand®% @&e contaminagdo em

algumas regides do pais (Ramos, 2008).
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2.5.3 Métodos de deteccao e quantificacdo de miceitmas

As micotoxinas sao detectadas e quantificadas imaemrtacdo humana e
animal a partir de testes de anticorpos e técrdeasromatografia que incluem a
cromatografia de camada delgada (TLC Fhin Layer Chromatography
cromatografia liquida de alta performance (HPLCHigh-Performance Liquid
Chromatographye cromatografia gasosa (G@Gas Chromatography

ELISA é um ensaio imunoenzimatico utilizado para dateccdo de
micotoxinas. Existe um grande numero destes testesnda no mercado e estao
disponiveis para aflatoxinas, DON, fumonisinasatminas e zearalenona. Este € um
ensaio competitivo baseado na habilidade de untaapb especifico distinguir a
estrutura tridimensional de uma micotoxina espeifiA presenca da toxina
normalmente € marcada pela auséncia de colorachmé®e & Munkvold, 2010).

O ELISA competitivo direto é o mais utilizado paranalise de micotoxinas.
A maioria dos kits comerciais trabalha com a fasética da ligagdo anticorpo-
antigeno, reduzindo o tempo de incubac&o de umes ltbras para poucos minutos
com resultados precisos e reproduziveis. A redzalp teste requer pouco volume
de amostra e normalmente poucos procedimentos décg@gio, sdo rapidos,
simples, especificos, sensiveis e portateis para geampo (Zhenet al, 2006).

Métodos cromatograficos como a liqguida (HPLC) easoga associada a
espectrometria de massa (GC/MS) sdao os métodos utibeados para detectar e
guantificar micotoxinas. Estes métodos podem sdizadtos em amostras de
alimentos ou ragfes e os resultados sdo obtidasstapés ou dias. O método HPLC
separa uma mistura de compostos em uma coluna usedo um solvente,
normalmente metanol ou acetonitrila. As micotoxieae detectadas e quantificadas

pela passagem por um detector especifico. GC/M&aepna mistura de compostos
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em uma coluna fixa usando gas, como o gas hélgprmieotoxinas sdo detectadas e
quantificadas utilizando espectrofotbmetro de masEste método requer
equipamentos caros e apoio técnico (Schmale & Maoidk2010).

Devido a competitividade existente entre as indistalimenticias e de
racdes, essas sao obrigadas a utilizar métodos evarsdmicos, simples e com
resultados rapidos, fazendo com que os méetodosatognaficos ndo sejam a melhor

opcéao (Zhengt al, 2006).

2.5.4 Distribuicdo geografica das micotoxinas em tho

Nivalenol (NIV) e desoxinivalenol (DON) sdo os tiecenos mais
frequentemente produzidos pét graminearume esses tém sido relatados em
amostras de milho naturalmente contaminado nosd&stbinidos, Canada, Japéao,
Nova Zelandia e outros paises. Na Nova Zelandiegrdaminacdo do milho com
micotoxinas deFusarium tém apresentado consequéncias graves para 0Ss suino
quando os niveis de DON e NIV alcancam um niveddea 0,5 mg.Kg na dieta
animal (Husseiret al, 2002).

Apesar dos relatos da presenca de DON e NIV, aerfigimas sédo as toxinas
mais frequentemente encontradas em gréos e alimarttase de milho nos Estados
Unidos, China, Europa, América do Sul e Africa,ceas do tipo FB1, FB2 e FB3 as
mais comuns (Fandoha al, 2003).

No Brasil, como consequéncia das dimensdes comdisedo pais e niveis
distintos de tecnificacdo dos produtores, exigpessibilidade de que a presenca e o
teor de micotoxinas em alimentos produzidos e qoidns sejam desiguais entre as
diversas regides (Kawashima & Soares, 20@®)o et al (1998) analisaram 113

amostras de milho recém-colhido, provenientes da®es Centro-Sul e Centro-
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Oeste do Estado do Parana, na qual se constatmdanpnancia de colénias com
caracteristicas morfolégicas &esariumspp. Em relacdo a analise de micotoxinas,
observou-se que amostras da regidao Centro-Oegseaparam teores de fumonisinas
(FB1 e FB2) mais elevados em relagdo as amostrasgéio Centro-Sul do Parana.
Isso provavelmente se deve as diferencas das éasdiglimaticas entre as duas
regides. Em outro estudo em trés regides do estadgéo Paulo, 40 isolados Ee
moniliforme (sin. F. verticillioide§ produziram fumonisinas, que variaram de 20
mg.g* a 2168 mg.g (FB,) e 10 mg.g a 380 mg.g (FB,) (Almeidaet al, 2000).

Orsi et al. (2000) relataram freqtiéncias de 90,2% e 97,4%od&minacao
por FB1 e FB2 em grdos armazenados de milho hibMéwgaset al. (2001)
analisaram 214 amostras de milho ndo processadtifedentes localidades do pais e
encontraram niveis entre 200 e 61@0Kg™* de FB1 em 99% das amostras.

A contaminacdo ndo se restringe somente a gracstandém se estende a
produtos processados de milho, € o que mostranrdCetstl. (2004). Os autores
encontraram contaminagcdo em 100% das amostra®detps processados de milho
coletados em 13 cidades do estado de S&o Paulo.

No Brasil ainda sé&o poucos os relatos da presenfsiN e NIV em graos de
milho para consumo humano. No entanto, Milanez &leM&-Soares (2006)
analisaram a presenca de DON e NIV em 80 amos#rasiltio produzido em duas
cooperativas do estado de Sao Paulo, tendo sidmeadas 16 amostras contendo
NIV e duas com DON. Em outro estudo, 46 amostrawmitteo precedentes de alguns
estados brasileiros foram analisadas e o quimioB@N ndo foi detectado em
nenhum (Sabinet al, 1989a). Porém Pradi al (1997) em avaliagdo com graos de
milho procedentes de alguns estados do Brasil tdeéec um baixo indice de toxina

DON e T-2, sugerindo que o milho no Brasil estaaigou menos contaminado
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quando comparado a outros paises. Isso mostra @témpia de serem realizadas
analises para estas toxinas também, pois, apesae daostrarem presente em
menores quantidades que as fumonisinas, tambénca@@deradas importantes
causadoras de intoxicacdes em humanos e animais.

No Meéxico, a producdo de fumonisina foi avaliada &wlados deF.
verticillioides mostrando que em 11 de 13 isolados do Noroespmaidoproduziram
altos niveis (acima de 5Q00.g"), uma apresentou valores médios com p@* e
uma produziu valor abaixo de 5@.g'. Em contraste, isolados do México Central
consistiram em baixa producao de fumonisina. Nenlsatado de outra espécie de
Fusariumproduziu fumonisina (Sanchez-Rangehl, 2005). Este resultado esta em
concordancia com outras analises realizadas ne dortMéxico, como 0s descritos
por Desjardinset al (1994) onde os 34 isolados #sarium analisados foram
identificados comd-. verticillioidese a producédo de fumonisina foi muito variavel,
com valores muito baixos (0,ig.g%) enquanto outros isolados produziram
quantidades muito elevadas (4Q@0g") (Sanchez-Ranget al, 2005).

F. verticillioidesfoi a espécie dominante no isolamento de semeletesilho
na Espanha e em outros paises (Adfial, 2007). No estudo realizado por Arigb
al. (2007), dos 10 isolados de milho convencional, §v&tuziram FB1 e FB2. Para
os isolados de milho orgéanico, 80% produziram FBD® produzidos FB2. Houve
um elevado grau de variabilidade na concentracafumenisinas produzido pelos
isolados deF. verticillioides do plantio convencional quando comparado com o
cultivo organico, que foi um pouco menor. Porémassdiferencas nao foram

significativas entre os tipos de cultivo.
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2.5.5 Legislacéo vigente para micotoxinas em grade milho

Muitos paises possuem legislacéo para niveis m&xtaanicotoxinas que 0s
graos podem apresentar tanto para consumo humamdogpara animais. Nesses
paises ndo sao aceitos graos importados de paisesiq atendam a legislacdo. Nos
Estados Unidos, recentemente a “U.S Food and Ddmiristration” recomendou
que os niveis de fumonisina total (FB1, FB2 e F&#8)em estar a baixo depd.g*
em derivados do milho destinados ao consumo hutfizmitdnet al, 2006).

Recentemente na Unido Européia foram estabelevmoses maximos para
0s teores de toxinas drisariumem graos de milho, causando um grande impacto
econdmico no mercado mundial de sementes (Maioenal, 2008). A Unido
Européia definiu limites méximos para fumonisinariando de acordo com o0s
diferentes destinos do milho. Para milho ndo psamEss o valor deve ser deud.g*,
ja para o milho ou alimentos a base de milho parswumo humano direto, o valor
méximo aceitavel é de (1g.g . Em cereais e pequenas refeicbes & base de milho o
limite maximo esta fixado em 0,8).g", para flocos de milho 0,0%.G" e 0,2ug.g*
em alimentos transformados a base de milho e alovgrara lactantes e criancas
(Brutdnet al, 2006). O teor de fumonisina em fracdo de moademilho e outros
produtos dessa moagem, que ndo sao destinadosnsontm humano direto, com
particulas de dimensdes maiores que HBO (35 mesh) é de 1,4g.g" e para
particulas maiores que 5Qfn o teor aceitavel é dei@).g* (Bruténet al, 2006).

As condicbes climaticas no Brasil sdo, de maneggalg favoraveis ao
desenvolvimento de fungos toxigénicos. Entretaapesar da area territorial para a
producao de alimentos no pais ser muito extenisaplantacdo de padrbes nacionais
e medidas de fiscalizacéo para o controle de migcms € dificultada (Furlongt al,

1995). No Brasil a legislacdo e a fiscalizacdo airgho falhas, tendo sido
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implementado apenas neste ano os limites maxinesveis (LMT) de fumonisinas
(FB1 e FB2) em milho pipoca e alimentos a base itteorpara alimentacéo infantil
(lactentes e criancas de primeira infancia), seveltimites de 2:9.g* e 0,2pg.g*
respectivamente. A partir de janeiro de 2012 conaegmorar o LMT de 2,59.G"
para fumonisina (FB1 e FB2) em farinha de milh@nte de milho, fubda, flocos,
canjica, canjiquinha e LMT de®y.g" para amido de milho e outros produtos & base
de milho. Em 2014 o LMT de fumonisina (FB1 e FB2) enilho em grédo para
posterior processamento sera dggSg‘l e em 2016 o LMT para farinha de milho,
creme de milho, fubd, flocos, canjica, canjiquirsiesd de 1,5.9.g" e 1pg.g* para

amido de milho e outros produtos a base de milMISA, 2011).

2.6 Métodos moleculares para identificacdo de espés e perfil toxigénico
de fungos

Métodos convencionais para a constatacdo da peeskenfungos em cereais
sdo demorados e, no caso de espécidaudarium esses procedimentos podem ser
inconclusivos, pois a identificacdo é baseada eactexisticas morfoldgicas e requer
grande experiéncia dos taxonomistas. Devido a ssbagnose por PCR facilita a
caracterizacdo e identificacdo rapida dos patéggrms € uma técnica especifica e
muito sensivel, baseada em diferencas genotip@ago aspecto importante da
técnica de PCR é que apenas pequenas quantidadeNAlesdo necessarias para
confirmar a presenca de um agente no tecido doedesp (Juradeet al, 2006;
Baird et al, 2008).

A correta identificagdo deusariumtorna-se ainda mais importante devido ao
fato de que algumas espécies pertencentes a es®r0og8do produtoras de

micotoxinas que contaminam alimentos. Assim, m&atPCR, baseados no DNA
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de fungos micotoxigénicos também tem sido utilizagara determinar o potencial

toxigénico desses (Baiet al, 2008).

2.6.1 ldentificacdo molecular dd-usarium spp.

ParaFusariumspp. sequéncias génicas sao usadas para auxiless#icacao
de espécies. Alguns dos mais comumente utilizalo®s genes que codificam para
a beta-tubulina, calmodulina e fator de elonga€@®o6nnellet al, 2000; Summerell
et al, 2003; Muléet al, 2004).

Diversos primers foram desenvolvidos para a identificacdo molecular
espécies dé&usarium Por exemplo, Mulét al (2004) analisaram e sequenciaram
uma porc¢éo do gene calmodulina e do espacadosdbwd e desenvolverapmimers
especificos parg. proliferatum F. verticillioides F. subglutinansja Nicholsoret al
(1998) desenvolveram uprimer especifico par&. graminearum

Além de sequéncias génicas, outros marcadores utamles também podem
ser utilizados, nao sé no auxilio da classificag@Busarium mas principalmente na
avaliacdo do grau de diversidade entre e dentrpogalacdo. Este € o caso de
marcadores AFLP afmplified fragment length polymorphism(Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Marcadores AFLP possuem a vantagem de acessaromgetomo um todo
na busca de diferencas capazes de delimitar asmnliés espécies, porém, se tratando
de um marcador dominante, nem sempre € uma fertamglizada como marcador
filogenético. Ferramenta adequada para caractegizgnos distintos, os marcadores
AFLP sd&o muito utilizados para determinar relacgeséticas entre diferentes

isolados pertencentes a mesma espécie, os quaim frgeridos compartilhar mais
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de 60% de similaridade, enquanto que espéciesedtts dividem menos de 40%

(Leslieet al, 2005).

2.6.2 Caracterizagéo molecular do perfil toxigénicae Fusarium spp.

O interesse cientifico pelo carater toxigénico degbs teve inicio com a
demonstracdo de que metabdlitos secundéarios deodungluziam ao céncer e
doencas hepaticas em animais. Com o0 genoma congseto graminearume F.
verticillioides além de varios bancos de dados de sequénciapiessfio génica,
pesquisadores tem trabalhado na identificacdo desgge biossintese de micotoxinas
para tentar evitar que as mesmas entrem na cddeentar (Desjardins & Proctor,
2007; Juradet al., 2005).

Com o desenvolvimento da técnica de PQin@rstém sido utilizados para a
identificacdo de genes preditivos de quimiotipdsabalhos como o de Waset al
(2002) que desenvolveram ensaios para identificaf@adricotecenos com PCR
multiplex usandgprimers que amplificam por¢cdes dos gergs3 e Tril2 preditivos
de NIV, DON e suas formas acetiladas 15-ADON e 32AD Outros primers
baseados nas sequéncias dos gdm&s e Tri7 foram desenvolvidos e também
permitiram a classificacdo dos isolados em NIVATEON e 3-ADON de populacgdes
de diversas regides da Europa (Jennings, 20041&xtal, 2006). Da mesma forma,
um ensaio de PCR baseado nas sequéncias dosTgehedril3 permite distinguir
0s quimiotipos DON de NIV par&. graminearum F. culmorume F. cerealis
(Chandleret al, 2003).

Para a fumonisina, o gene fumonisina policetonicdase (FUM1) foi o
primeiro gene a ser clonado. Este gene é um pdiicet sintase interativa do Tipo 1,

com sete dominios funcionais (cetoacilsintase trangferase, acil carregadora de
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proteina, cetoacilredutase, desidratase, metifeease, e enoilredutase) presente em
um unico produto de reducéo.

O FUM1 contém todos os trés dominios funcionaistofmlredutase,
desidratase e enoilredutase) requerida para redomipletamenta3-carbonis em
carbonos saturados. A desativagéo do gene FUMItaesu uma redugéo de 99% de
producdo de fumonisina na cultura, sem o acimuliotdemediarios de fumonisinas
detectaveis. A desativacdo de outros genes queétamdstdo envolvidos em
diferentes etapas da formacdo de fumonisina causdugdo da mesma, porém em
menores quantidades do que a promovida pela dasatvdo gene FUM1
(Desjardins & Proctor, 2007).

Como exemplo ao que foi citado por Desjardins &Emo(2007), temos o par
de primersdesenvolvido por Sanchez-Rangehl (2005) cujo gene alvo foi FUML.
Porém em outro trabalho, Patiié al (2004) desenvolveram um par gemers
(VERTF1 e VERTF2) baseados na regido génica IG8segenes FUM5 e FUMS.
Esse par derimers foi eficiente na identificacdo de isolados capadesproduzir
fumonisina, demonstrando a sensibilidade existgnéndo baseada nessa sequéncia

génica.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo e amostragem

Um total de 29 amostras de graos de milho, 16 ffa 2809 e 13 da safra
2010 foram obtidas em lavouras localizadas em 28iafpios do estado do Rio
Grande do Sul, sendo a maioria na regido centrte Bnordeste do estado, com uma
amostra da regiao sul (Figura 3). O nome das ewn#isrou hibridos néo foi informado
para a maioria das amostras. No laboratoério, assdidam acondicionados em sacos

de papel, identificados e armazenados em freeZdé1°€.

3.2 Deteccao e quantificacéo de fumonisina em grads milho

Para a andlise de fumonisina em gréos, foi obtida subamostra de 200g de
cada uma das 29 amostras. As amostras foram eav@@a o Laboratorio de
Toxicologia da Universidade Estadual de MaringaNyEonde foram conduzidas as
analises seguindo os protocolos estabelecidosfparanisina B e B, (FB; e FB),
conforme segue.

O processo de extracdo foi realizada segundo odméte Camargost al
(2000). Para deteccéo e quantificacdo das micaeximi utilizado um cromatografo
liguido de alta eficiéncia (HPLC) com derivacdo -pékina. As condigbes de
quantificacdo em HPLC foram: volume de injecdo @@ (L; fase movel composta

por metanol-tampéao fosfato pH 3,35 (70:30); fluxeo@5 mL/min; comprimento de
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onda de 330 nm e 465 nm para excitacdo e emissggeativamente; tempo total de
corrida de 30 min e, integracdo pelo parametro swbaos picos, para a derivacao foi
utilizado um fluxo de 0,3 mL/min com temperaturardacdo a 65°C. O tempo total
de corrida foi de 30 min, integracdo pelo paramétea sob os picos, com tempo
meédio de retencdo de FBO0,59 min e FB 22 min. A quantificacéo foi realizada
comparando-se as areas dos picos com as areaasobtich a solucdo padrdo de

trabalho (2 pg/mL ou 2,5 pg/mL).
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FIGURA 3. Mapa com indicacdo do municipio de origdggn29 amostras de gréos de
milho obtidas nas safras 2009 e/ou 2010. Laboratii Epidemiologia
de Plantas, UFRGS, 2010.
3.3 Incidéncia de gréos ardidos Eusarium spp. em milho
A contagem dos gréos ardidos das 29 amostras dbzada com a retirada

aleatéria de 100 grdos de cada amostra e desstsl@®maqueles com sintomas

causados por fungos.



38

A incidéncia deFusariumspp. foi avaliada com a metodologia do papeldfiltr
com congelamento (MAPA, 2009). Os graos selecionatkatoriamente na amostra,
em numero de 25, foram dispostos de maneira etgntessobre trés folhas de papel
filtro umedecidas com agua destilada e esterilizadandicionados em gerbox
desinfestados com alcool 70%. Usaram-se quatrmggxx amostra, totalizando 100
graos analisados. Esses foram incubados por 24 ltéemara de crescimento a
temperatura de 25+2°C, sob lampadas fluorescend@sds e com fotoperiodo de 12
h. Em seguida, foram acondicionados em freezer G-3i3r 24 h e, finalmente,
retornados a camara de crescimento nas mesmag@esdie incubacdo citadas, por
mais oito dias.

A incidéncia deFusariumspp. foi determinada pelo percentual de grdos que
apresentaram desenvolvimento de colbnias ou estsutiaracteristicas das espécies
dos complexosG. fujikuroi e G. zeaequando visualizadas em microscopio

estereoscopio.

3.4 Isolamento dd~usarium spp.

O isolamento foi realizado a partir dos graos i@éos e com colonias
desenvolvidas observadas no teste de sanidaden&mém de micélio caracteristico
de espécies deusariumfoi transferido, em condicdes assépticas e comxdia de
agulha histolégica, para placas de Petri contendm e Malte (2%). As placas
foram incubadas em BOD a 25°C e fotoperiodo de Irhsete dias. Estruturas
fungicas de culturas puras foram transferidas do mkalte para o mei®pezieller
Nahrstoffarmer Agar (SNA) para a producdo e visualizagdo das eststura

microscopicas tipicas do géneFausarium Neste caso, as placas também foram



39

incubadas em BOD com as condicbes de temperator@peiiodo e tempo de
incubacéo citados anteriormente.

Para a obtencéo de culturas monoconidiais, micid@msou macroconidios
em meio SNA foram transferidos com a ajuda de ugudha histologica para tubos
de ensaio contendo 5 mL de 4gua destilada e esddele agitadas em vortex por 20
s. Apoés agitacao, transferiu-se a aliquota pareaplae Petri contendo meio agar-
agua (2%), descartando-se o excesso de liquidoa @&ta foi observada em
microscopio estereoscopio apdés 24 h. Desta, reseowm conidio com tubo
germinativo aparente, o qual foi transferido parecemtro de uma nova placa
contendo meio SNA e incubada em BOD por sete diagmperatura de 25°C e

fotoperiodo de 12 h.

3.5 ldentificacdo morfologica e preservacao dos isalos

Os isolados monospéricos com sete dias de creswnmaEn meio SNA
tiveram sua identificacdo morfolégica realizadauselp metodologia descrita por
Nelsonet al (1983), Nirenberg & O Donnel (1998) e Leslie &nSuerell (2006).
Foi levado em consideracdo caracteristicas como de célula conidiogénica
(monofialide ou polifidlide), tipo de células redutivas (macroconidios ou
microconidios) e disposi¢ao das células reprodsities microconidios sobre a célula
conidiogénica (em cadeia ou “falsa cabeca”).

Fragmentos de 5 nfimdo meio de cultura contendo estruturas fungicas do
isolados monosporicos foram cortados e armazenagotibos de reagdo 1,5 mL.
Estes foram catalogados conforme o ano da sasiglaapara identificacao da cultura
do milho e o numero do isolado, fazendo parte daecéo do Laboratério de

Epidemiologia de Plantas da UFRGS.
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3.6 Producéao de biomassa fungica e extracdo de DNA

Isolados monoconidiais foram cultivados em Erlenene&pntendo 100 mL de
meio liquido Batata-Dextrose (BD) e 200 pL de sétude estreptomicina 100%. Os
frascos, devidamente identificados com os codigssisblados, foram levados para
mesa agitadora onde permaneceram por um period® deas a £25°C. O micélio
produzido foi filtrado em gaze e disposto sobreepdibtro, o qual permaneceu
secando por aproximadamente duas horas em tenm@eraimbiente, sendo
posteriormente armazenado a -20°C em envelopeamkd pluminio até o momento
da extracdo de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada em camara de edaupelo método de
CTAB 2% conforme protocolo modificado de Doyle & yd® (1987). Para o
processo de extracdo macerou-se 0s micelios coketamn nitrogénio liquido e estes
foram transferidos para tubos de reacdo de 1,5tcanpletar 2/3 dos mesmos. A
cada material macerado acrescentou-se 750 puL deatai@TAB 2% (CTAB 2%
(p/v); NaCl 1,4M; Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 20 mMe 15 pL de 2-
mercaptoetanol, agitando-se por dois minutos ntexa incubando-se a 65°C por 15
min em banho-maria. Apos este periodo foi adiciora2D pL de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1) aos tubos, agitando-se novamerevortex por um min e
centrifugando a 13.000 rpm por 10 min para separdgd fases. Os sobrenadantes
foram transferidos para novos tubos de reacéo rdotgual volume de isopropanol
e 50% do volume de acetato de amdnio 7,5 M paragaémdos polissacarideos. Os
tubos centrifugados por 10 min a 13.000 rpm e aidimy descartado. O DNA
precipitado foi lavado com 100 pL de etanol 70%etifugado a 13.000 rpm por 5

min. Apds descarte do sobrenadante secou-se o D&l#Appiado e ressolubilizou-se
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0 mesmo em 100 pL de agua ultrapura. O DNA foi aenado a -20°C até o

momento da analise de PCR.

3.7 ldentificacédo das espécies por PCR

Para a identificacdo molecular dos isolados utdimaseprimers especificos
para F. verticillioides F. proliferatum e F. subglutinans conforme protocolo
estabelecido por Mulét al (2004). Para a identificacdo &e graminearumsensu
lato, (chamado apenas Begraminearuma partir daqui, exceto quando especificada
a linhagem) foi utilizado @rimer Fg16 (Nicholsoret al, 1998). As sequéncias de
primersestao descritas na Tabela 1.

As reacOes foram realizadas em volume final de I25cpntendo 19,575 L
de agua ultrapura; 2,5 uL de tampéao; 0,75 uL de IM@5 puL de dNTP’s; 0,5 pL
de cadarimer; 0,125 pL delfagDNA polimerase e 1 pL de DNA.

ParaF. verticillioides F. proliferatume F. subglutinans programa utilizado
iniciou com uma desnaturacédo de 95°C por cinco seguido de 35 ciclos a 94°C
por 50 s, 56°C por 50 s, 72°C por um min e 72°C gete min. Ja park.
graminearum o programa constou de uma desnaturacao iniciabtie por trés min,
seguido de 38 ciclos a 95°C por 20 s, 62°C por, ZR¥C por 45 s e 72°C por cinco
min.

Os isolados da safra 2009 tiveram os fragmentodifesagdos nas reacoes
separados por eletroforese em gel de agarose adt&os com 0,7 pL de brometo
de etidio (EtBr) e visualizados em luz UV. Paraisslados da safra 2010 os
fragmentos foram amplificados em gel de agarosecdafado com 2 pL dSYBR

safemas também visualizados em luz UV.
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TABELA 1. Sequéncia derimers descritos para as espécies FEgsarium que
ocorrem em milho e tamanho de fragmento amplificado

Primer Sequéncia Espécie alvo B(?)rgc)ia Ref?
SUB1 5-CTGTCGCTAACCTCTTTATCCA-3’ .
Fusar[um 631 1
SUB2  5-CAGTATGGACGTTGGTATTATATCTAA-3’ subglutinans
PRO1 5-CTTTCCGCCAAGTTTCTTC-3' Fusarium 585 1
PRO2 5-TGTCAGTAACTCGACGTTGTTG-3' proliferatum
VER1 5-CTTCCTGCGATGTTTCTCC-3’ Fusarium 578 1
VER2  5-AATTGGCCATTGGTATTATATATCTA-3 verticillioides
Fgl6F 5-CTCCGGATATGTTG GTCAA-3’ Fusarium
graminearum 450 2

Fgl6R 5-GGTAGGTATCCGACATGGCAA-3’
sensu lato

1 - Muléet al (2004) e 2 - Nicholsoat al (1998).

3.8 ldentificacédo de genes codificantes de toxinper PCR

Reacdo de PCR para sequéncias de genes preditivgiatdse de toxinas foi
realizada apenas para o0s isolados identificadosocéin verticillioides e F.
graminearum ParaF. verticillioidesfoi identificada a presenca do gene preditivo da
sintese de fumonisina (FUM1) utilizando-se dprémers FUM53R/F (Sanchez-
Rangelet al, 2005) e VERTF1/2 (Patifio, 2004). Isolados idemttlos comoF.
graminearum foram analisados quanto a presenca de sequéneiagemes que
determinam trés gendtipos tricotecenos principaisalenol (NIV) e as duas formas
acetiladas de desoxinivalenol (DON), 3-ADON e 15@D por meio de PCR
Multiplex com osprimers Tri3 e Tril2 (Ward et al, 2002). As sequéncias dos
primersestao descritas na Tabela 2.

As reacdes com @rimers preditivos da fumonisina foram realizadas em
volume final de 25 uL, contendo as mesmas quardglae reagentes descritos no
item anterior. Para oprimers com alvo em genes para sintese de tricotecenos a
reacao consistiu de um volume final, também, igu@b puL, mas contendo 18,575
puL de agua ultrapura; sendo esta a unica difereéhbaplL de tampéo; 0,75 uL de
MgCly; 0,05 pL de dNTP’s; 0,5 puL de cagaimer, 0,125 pL deTaq DNA

polimerase e 1 uL de DNA.
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TABELA 2. Sequéncia dprimers gene alvo e fragmento amplificado para isolados
de F. verticillioidese F. graminearunvisando a identificagdo de genes
preditivos da sintese de fumonisina e tricotecemspectivamente.

Gene Banda Genotipo  Ref’

Primer Sequéncia dePrimers St
alvo (pb) toxigénico
3CON 5-TGGCAAAGACTGGTTCAC-3’ 243 3-ADON
3 NA 5-GTGCACAGAATATACGAGC-3 Tri3 610 15-ADON 1
3 D15A 5-ACTGACCCAAGCTGCCATC-3’ 840 NIV
12 CON 5-CATGAGCATGGTGATGTC-3’ 410 3-ADON
12 NF 5-TCTCCTCGTTGTATCTGG-3 Tril2 670 15-ADON 1
12-15F 5-TACAGCGGTCGCAACTTC-3 840 NIV
FUM53R 5-ATCCGTGTATGCATATGTCGAG-3 FUML 354 FUM+ >

FUM53F 5-CTTGAACGCGGAGCTAGATTAT-3'
VERTF1 5-GCGGGAATTCAAAAGTGGCC-3 FUMS5/ 400  FUM+ 3
VERTF2 5-GAGGGCGCGAAACGGATCGG-3' FUMS8

1 - Wardet al (2002); 2 - Sanchez-Rang#lal (2005) e 3 - Patifio (2004).

As condi¢cdes de amplificacdo de FUM53R/F iniciaam uma desnaturacao
de 94°C por trés min, seguido de 27 ciclos com 94640 s, 56°C por 40 s, 72°C
por 40 s e 72°C por sete min. Para VERTF1/2 o progr constou de uma
desnaturacao inicial de 94°C por um min e 25 gjidegle 25 ciclos a 95°C por 20 s,
62°C por 20 s, 72°C por 45 s e 72°C por cinco niRaraTri3 e Tril2 as
amplificacbes consistiram de uma desnaturacaairacd4°C por 10 min, seguido de
dois ciclos a 94°C por 30 s, 59°C por 30 s. A cdds ciclos a temperatura de
anelamento foi diminuida para 58°C, 56°C, 54°C,(332°C, 51°C e mantida a
50°C por 21 ciclos. A extenséo final foi realizgota um ciclo de 72°C por 10 min.
Os fragmentos amplificados nas reacdes foram stpmi@or eletroforese em gel de
agarose a 1%, conforme ja citado no item 3.8 eiseéga mesma sequéncia para as

safras.
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3.9 Caracterizacao fisioldgica e patogénica de isolos deFusarium spp.

3.9.1 Isolados selecionados

Caracterizacao fisiologica e patogénica foi redizpara uma selecédo de 12
isolados da safra 2009, levando-se em conside@gadentificacdes moleculares e
regido de origem, de forma que representassem [@cies e genotipos para
micotoxinas predominantes nas populacdes. Escotheea seis isolados dE.
verticillioides de diferentes origens e seis Be graminearum sendo quatro do
genotipo NIV e dois do genodtipo DON, de acordo @proporcao dos quimiotipos
encontrada nas populacdes (Tabela 3). Os isolamtamfcaracterizados quanto a
sensibilidade a fungicida, crescimento micelial aogenicidade em sementes e

colmo de milho.

TABELA 3. Informacdes sobre os isoladosFesariumspp. associados ao milho no
estado do Rio Grande do Sul e que foram utilizathxs ensaios para
caracterizacao fisioldgica e patogénica.

o o L Gendtipo
Cadigo do Isolado Municipio Espécie (PCR) toxigénico*
01Fv Boa Vista das Missfes F. verticillioides FUM+
02Fv Santa Maria F. verticillioides FUM+
03Fv Eldorado do Sul F. verticillioides FUM+
04Fv Vacaria F. verticillioides FUM+
05Fv Passo Fundo F. verticillioides FUM+
06Fv Caxias do Sul F. verticillioides FUM+
07FgNiv Boa Vista das Missfes F. graminearum NIV
08FgNiv Caxias do Sul F. graminearum NIV
09FgNiv Bom Jesus F. graminearum NIV
10FgNiv Vacaria F. graminearum NIV
11Fgl5A Vacaria F. graminearum 15-ADON
12Fg15A Vacaria F. graminearum 15-ADON

* FUM+ - isolados que apresentaram o gene paraffiisima quando utilizado qaimersFUM53R/F

e VERTF1/2 preditivos para essa micotoxina; NI\éelados que apresentaram o gene para nivalenol a
partir do uso deprimers com alvo em gendri3 e Tril2 para sintese de tricoteceno 15-ADON —
isolados que apresentaram o gene para desoxinbatambém a partir do uso geimerscom alvo

em gendlri3 eTril2.



45

3.9.2 Avaliacéo da sensibilidade ao fungicida tebanazole

O ensaio de sensibilidade foi conduzido com o ftidgi do grupo triazol,
tebuconazole (Folicur 200 CBayer CropScienge por ser este um dos principais
fungicidas utilizado nas culturas e por haver imfacdes prévias sobre a
sensibilidade de isolados 8egraminearunobtidos da cultura do trigo (Del Porge
al., 2010).

A sensibilidade ao tebuconazole foi quantificaddapenensuracdo do
crescimento radial em cinco concentracdes do fidai(O; 0,01; 0,05; 0,1; 1 e 10
ppm) obtida por diluicdo seriada (Mullenbathal, 2008; Becheet al, 2010). Cada
isolado foi inicialmente crescido em BDA acidifica@ mantido por 10 dias em
ambiente controlado com temperatura de 25 +2°Gaoberiodo de 12 h de luz. Das
colonias fungicas foram retirados discos de mic&® 6 mm de diametro e
transferidos para o centro das placas de Petri @omeio BDA mais fungicida.
Realizaram-se trés repeticdes por dose para caldadas As placas ficaram mantidas
no escuro, em ambiente com temperatura control&$a42°C por sete dias quando
se mensurou o diametro das colénias em duas de@gipendiculares.

A relacdo entre o crescimento micelial na testeraueho observado nas
placas contendo fungicida foi utilizada para calcw inibicdo relativa (IR %) pela
formula: IR: [(CregsrCresung/Creses)]*100; em que Cregs: = crescimento na
testemunha (mm); Crasg = crescimento micelial no meio contendo fungicida
(Mullenbornet al, 2008; Becheet al, 2010). A dose que inibiu 50% do crescimento
micelial (DLso) foi obtida por regressao linear entre Lpga dose do fungicida
(variavel independente) e a inibicdo relativa (4@ri@vel dependente) (Mullenborn

et al, 2008; Becheet al, 2010).
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3.9.3 Avaliacao do crescimento micelial

Colbnias dos isolados foram incialmente crescicasB®A por um periodo
de 10 dias. Destas, retirou-se discos de micého 6anm de didmetros e transferiu-
se para o centro de novas placas com BDA. Paraisalddo havia cinco repeticoes.
Essas foram mantidas a temperatura controlada #@2°@5em escuro continuo.
Realizaram-se medi¢cdes do diametro radial das @@ cada 24 h, por um periodo
de sete dias ou até que a colbnia atingisse asadodd placa. Avaliou-se

comparativamente o crescimento micelial de isolahbe e dentro das espécies.

3.9.4 Avaliacbes de patogenicidade

A patogenicidade dos isolados foi avaliada usarddierentes metodologias
visando avaliar a agressividade dos isolados naprbjnocdo da infeccdo e
colonizacdo de sementes e seu efeito potencial edacéio da viabilidade e
emergéncia das plantulas e 2) severidade em ca@wadsda pelo tamanho de lesdes

a partir de inoculacdes pontuais.

3.9.4.1 Eficiéncia de infeccéo, colonizacdo e redugde viabilidade das
sementes

Sementes de milho foram inoculadas com base nasdolegias propostas
por Machadeet al. (2001) e Araujcet al. (2005) visando a infecgdo de sementes sob
condicdes de restricdo hidrica do substrato.

Sementes sem tratamento inseticida ou fungicidhilidgdo 30F53 (Pioneer)
foram avaliadas preliminarmente em teste de saeidade se constatou a presenca
de Fusariumspp., Penicillium e Aspergillus. Das 100 sementes analisadas, 100%

estavam infestadas coRusariume 10% comAspergilluse Penicillium Visando
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erradicar os fungos presentes nas sementes, reakzdesinfestacdo superficial e
termoterapia. A desinfestacdo superficial foi fgiela imersdo das sementes em
alcool por 30 s, solucdo de hipoclorito de sédiod®um min e enxague duplo com
agua destilada. O tratamento termoterapico segunetadologia de Coutinhet al.
(2007) em que as sementes sdo imersas em agua Geit) por um periodo de 10
min e secas em papel filtro na camara de fluxodampor duas horas. A incidéncia
de fungos na amostra tratada foi verificada past@ente, usando o teste de papel de
filtro. Constatou-se a eficacia dos tratamentods [@5% das sementes ndo se
apresentaram infectadas pelos fungos previametgetddos.

Para a inoculacdo de sementes, fragmentos de onicks isolados
conservados na colecado foram transferidos paraplée Petri contendo meio SNA,
onde permaneceram por sete dias em BOD com terapec 25°C e fotoperiodo de
12 h. Apés a incubacdo, em condi¢cdes de assepd@;oa-se 2,5 mL de agua
destilada e esterilizada e raspou-se com alca @glBki as colbnias fungicas para
obtencdo de uma suspensdo de esporos com condenipgoximada de 20
conidios/mL, calibrada em camara de Newbauer.

Em placas de Petri de 140x15 mm, contendo meio B&XA restricdo hidrica
de NaCl no potencial -1,2MPa (9,3 g/L), 1 mL dapsumsdo de esporos, com
concentracdo aproximada de® t@nidios/mL, foi distribuida e espalhada com dea
Drigalski. As placas, dez por tratamento, foramadss e levadas para camara de
crescimento com fotoperiodo de 12 h e temperati25C onde permaneceram por
cinco dias. Apoés este periodo, 25 sementes de rfollaon distribuidas em camada
Gnica, em cada placa. As sementes foram levemeessipnadas no meio para que
aumentasse a superficie de contato entre elas ieéiardo fungo. Novamente as

placas foram vedadas e levadas para a camara stenoeato, onde permaneceram
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por 120 h. Ao fim deste periodo, as sementes faw@locadas para secar em papel
toalha, na camara de fluxo laminar por 24 h.

Em gerbox, desinfestado com &lcool 70%, foram @mlas 25 sementes
inoculadas sobre trés folhas de papel filtro umieldsc com agua destilada e
esterilizada, totalizando 100 sementes por trateon@&reviamente ao plaqueamento
as sementes foram desinfestadas superficialmentélomol por um min, solucéo de
hipoclorito de sodio 1% por um min e logo em seguahxaguadas com agua
destilada por duas vezes. Os gerbox foram acom@ids em camara de crescimento
com fotoperiodo de 12 h de luz e temperatura claataode 2°C onde permaneceram
por sete dias.

A eficiéncia de infeccdo e colonizacao foi realeawbm a visualizacdo das
sementes em microscopio estereoscopio, observando{gresenca de estruturas
caracteristicas do patdgeno. Essas avaliacOes falinadas trés vezes, sendo em
48, 96 e 144 horas apo6s a incubacédo. Foi propadiblzada uma escala visual para a
guantificacdo da intensidade de colonizacdo da rsEemeom trés classes sendo 1=

baixa, 2= média e 3= alta (Figura 4).

FIGURA 4. Escala para quantificagdo da intensida@e colonizacdo deF.
verticillioides e F. graminearumem sementes de milho, onde 1=
baixa, 2= média e 3= alta. Laboratério de Epideogia de Plantas,
UFRGS, 2010.
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A viabilidade das sementes foi também avaliadapeessa pela proporcéo de
sementes germinadas nos gerbox, a cada periodamg® tde incubacédo, conforme

citado acima.

3.9.4.2 Reducao de emergéncia de plantulas

Copos de 300 mL (altura de 8,5 cm e diametro da)7 com a parte inferior
perfurada para facilitar a percolacdo da agua,nfopgeenchidos com substrato
(VIDA®) esterilizado, composto por humoativo (fertilizamrganico composto de
lodo da estacédo de tratamento de efluentes datiralde celulose) e substrato de
casca de eucalipto fermentada. Em cada copo phamse duas sementes,
previamente inoculadas, a uma profundidade de htcada. Apdés a semeadura
distribuiu-se ao acaso os copos em camara de m@sici a 23°C e fotoperiodo
alternado de 12 h de luz branca fluorescente palid<

O delineamento experimental foi em blocos casuddigacom quatro
repeticbes por tratamento, sendo cada repeticastitoda de 12 plantas. No total,
foram avaliados 13 tratamentos, sendo 12 isoladasa testemunha n&o inoculada
com o patdgeno. As variaveis avaliadas foram piggmwde plantulas emergidas aos

2, 4 e 6 dias apos o plantio.

3.9.4.3 Patogenicidade e agressividade em colmos

O teste para verificacdo de patogenicidade e agidesde dos isolados em
colmo de milho foi realizado levando em considepagdrotocolo de Damiconet
al. (1988) com algumas adaptacdes.

Sementes previamente desinfestadas superficialmenpor termoterapia

foram semeadas conforme descrito no item 3.9.422c@os onde se realizou a
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semeadura foram mantidos em casa de vegetacdo ragmento de avaliagdo. O
delineamento experimental utilizado foi em blocasualizados com uma repeticéo
com cinco sementes para cada tratamento.

Os 12 isolados foram retirados da colecdo e cotcpdra crescer em placas
de petri contendo meio BDA. Estes permaneceram @D Bom temperatura de
25°C e fotoperiodo de 12 h por sete dias.

Os isolados foram avaliados quanto a patogenicidadgressividade em
colmos de milho a partir da inoculagéo, com o auxle palitos esterilizados. Uma
das pontas dos palitos esterilizados foi colocadacentato com a col6nia de cada
isolado pela raspagem superficial do meio paraadsi de um pouco de micélio,
conforme protocolo adaptado de Damicenal (1988).

Plantas de milho com 20 dias foram inoculadas camsexcéo das pontas dos
palitos que continham a estrutura fungica. A pedédo do colmo foi a
aproximadamente 1 cm da linha do substrato e a®p&bram mantidos no local por
um periodo de 48 h. Apds 10 dias do procedimenioat®ilacéo o teste foi avaliado
observando-se a auséncia ou presenca de lesda sesd mensurada quando
presente. As plantas foram cortadas com tesouramaie proximo do substrato
possivel. Em uma bancada foram feitos cortes lodigiais no colmo das plantas
com o auxilio de um bisturi, previamente esterilzaO comprimento das lesdes foi

mensurado a partir do tecido descolorido, com dliawke uma régua milimetrada.

3.10 Andlises estatisticas
Andlise univariada foi conduzida para avaliar atefendividual de cada um
dos 12 isolados, pelo agrupamento dos isolados gmécies e em genétipos

toxigénicos dentro dé. graminearum O teste foi avaliado por meio da andlise de
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deviance baseada em modelos lineares generalizados (MLGNODEV). De
maneira simplificada, o teste qui-quadrado da AN®DOiode ser entendido como
um analogo do teste F da ANOVA classica. Para cewla das variaveis-resposta
avaliada, atribuiu-se distribuicdo normal com funda ligacdo log através da funcéo
gimdo R.

As variaveis-resposta analisadas por essa metadolfigam taxa de
crescimento (mm/dia), reducdo de germinacdo e d&mei@ (%), eficiéncia de
infeccdo de sementes (%), agressividade em colmpg.(As analises ddeviance
foram realizadas utilizando o ambiente R: Language and Environment for
Statistical Computingverséo 2.12.1 (2010).

Adicionalmente as analises univariadas, analiseivadbda foi utilizada para
comparar simultaneamente os 12 isolados visander@atdo de grupos por
similaridade. A analise de correlacdo (coeficiedeePearson foi utilizada para
definir a influéncia entre as variaveis e o indiegGowerpara avaliar a semelhanca
entre as unidades amostrais, por serem utilizadamalise variaveis com unidades
distintas (Legendre & Legendre, 1998). Para a se@e agrupamento dos isolados
foi adotado o critério de ligacdo completa de Wawthando-se como ponto de corte
(nimero de grupos) a significancia obtida pela ae@mmostragem (procedimento
bootstrapcom 1.000 permuta¢des). Para tal, assumiu-setepdo-seP(G'<G*) > a
(utilizando-sex = 0,05) assume-se a nitidez do agrupamento (Pi¢29a).

O procedimento foi utilizado com os seguintes dathssvariaveis: Eficiéncia
de infeccdo de sementes, indice de crescimentdiahié50 tebuconazole, redugéo
da germinacao, reducédo da emergéncia e agressvettadolmo de milho.

A andlise de componentes principais foi realizadaa pidentificar quais

variaveis apresentam maior influéncia na caraaegia dos isolados. Assim, foram
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extraidos os fatores com autovalorek considerando também a contribuicdo da
variancia total acumulada nos componentes prirgig@Equenciais>70%. Tais
procedimentos foram adotados para facilitar a aptagdo dos padrbes obtidos
(Mora-Aguilera & Campbell, 1997). A significanciaosl eixos selecionados foi
avaliada pela auto reamostragem (1.000 permutggdmsjjue paraP(6;” > 6,) < a
rejeita-se a hipotese nula e se assume a estrd@dusagnificativa dos eixos (Pillar,
1999b), sendo que no presente trabalho ndo foeddaim limiar parar buscando
evitar o erro do Tipo Il. Todas as andlises estedis multivariadas foram realizadas

com auxilio do programa MULTIV verséao 2.4.2 (Pillae01).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Levantamento dg-usarium spp. e micotoxinas em gréaos de milho

4.1.1 Incidéncia de graos ardidos Eusarium spp.

Do total de 29 amostras de grdos analisadas, eméaa3foi observada a
presenca de graos ardidos (seis de 2009 e set®1dy. ZApenas trés amostras
apresentaram incidéncia de graos ardidos supe@6f@ sendo duas da safra 2009,
oriundas de Coxilha e Santa Maria, e uma da séft8,2riunda de Santa Barbara do
Sul. A média geral foi de 7% nas duas safras day waaximo foi de 61% (Tabela 4).
Quando separado por safras, observa-se que nairarinm@ive maior amplitude de
variacdo na incidéncia de graos ardidos, porém pmis de 50% das amostras
apresentando valores entre zero e 8%, assim caaiwaa2010 (Tabela 4).

Das 29 amostras de graos, 27 foram analisadas oquargrevaléncia e
incidéncia de espécies dos compleodujikuroi (F. verticillioides F. subglutinans
e F. proliferatun) e complexdG. zeadF. graminearumh uma vez que duas amostras
ndo possuiam numero de sementes suficientes. Emasapena amostra, oriunda de
Santa Maria, safra 2010, ndo foi observada infe@gd-usarium Os valores de
incidéncia variaram de zero a 100% considerandast@d espécies nas duas safras

(Tabela 4).
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TABELA 4. Incidéncia de fungos dos complex@gbberella fujikuroie Gibberella
zeaee graos ardidos em amostras de grdos de milhoaflas £008/09
e 2009/10 no estado do Rio Grande do Sul.

Gréos G. fujikuroi G. zeae
Safra Local de Origem Cédigo ardidos ' )
) (%) (%)
2009  pod Vista das 0901 13 36 0
issOes
Boa Vista das 0902 4 39 0
Missdes
Casca 0903 0 58 0
Caxias do Sul 0904 0 44 0
Coxilha 0905 61 39 3
Julio de Castilhos 0906 5 29 0
Lagoa Vermelha 0907 0 73 0
Passo Fundo 0908 5 71 2
Passo Fundo 0909 0 9 0
Portéao 0910 3 64 6
Santa Maria 0911 29 0 0
Séo Jodo da Urtiga 0912 1 52 0
Vacaria 0913 7 69 0
Vacaria 0914 4 87 0
Vacaria 0915 0 96 4
Vacaria 0916 0 * *
Média
Safra 2009 - 8,25 51,06 1
2010 ~ BoaVistado 1001 0 61 0
Cadeado
Boa Vista do
Cadeado 1002 0 100 0
Casca 1003 15 79 4
Casca 1004 0 * *
Cruz Alta 1005 2 66 0
Eldorado do Sul 1006 4 94 0
Encantado 1007 4 78 0
Encantado 1008 0 75 0
Machadinho 1009 0 28 0
Sta. Barbara 1010 41 70 0
Trés Passos 1011 5 37 0
Tupancireta 1012 0 20 0
Veranopolis 1013 0 97 0
Média
Safra 2010 - 5,46 67,08 0,33
Média total - 7 58,18 0,70

*A avaliacdo da incidéncia deusariumnao foi realizada.

Espécies do complex®. fujikuroi apresentaram prevaléncia de 96% nas

amostras, com incidéncia média geral de 58% (TadpldNas amostras da safra

2009, a incidéncia variou de zero a 96%, valor maxbbservado na amostra de

Vacaria. Em apenas duas amostras, de Santa MBaas® Fundo, foram observados

valores de incidéncia abaixo de 10%. No restantegidéncia foi superior a 25%. A
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meédia de incidéncia d&. fujikuroi nessa safra foi de 51%. Na safra 2010 a
prevaléncia d&. fujikuroi foi de 100%, com incidéncia variando de 20% a 100%
valor minimo foi observado na amostra de Tupar&ieeb maximo na amostra de
Boa Vista do Cadeado. Outras duas amostras apaesenvalores entre 20 e 30% de
incidéncia, uma com 37% e o restante teve inciéd8mgiiperiores a 60%. A média na
safra foi 67%, valor superior a safra anterior.

Quanto aG. zeae,essa foi observada em apenas cinco das 27 amostras
analisadas (prevaléncia=18%), oriundas das loc#glale Coxilha, Passo Fundo,
Portdo e Vacaria, na safra 2009 e de Casca naXaffa A incidéncia d&. zeae
nessas cinco amostras variou de 2 a 6%.

No presente estudo, a predominancia de espéciesrdplexoG. fujikuroi
nas amostras esta de acordo com levantamentooprém graos e sementes de
milho de varias regides do Brasil. Por exemplo, @hal. (2000) analisaram 150
amostras, colhidas entre os anos de 1995 e 199fsmegides do estado do Parana
(Centro-sul, Centro-oeste e Norte) e observaramFqueerticillioides foi a espécie
com maior prevaléncia, detectada em 74% das amsafreegido Centro-sul, 86% no
Centro-oeste e 100% do Norte do Parana. A segspiie em prevaléncia (<25%)
foi F. proliferatum detectada nas regides Centro-sul e Centro-desteultimo,F.
subglutinandoi observada em menos de 10% das amostras apgamagiao Centro-
sul.

Em outro levantamento, Goulart & Fialho (1999) a@hm 313 amostras de
milho colhidas entre os anos de 1993 a 1997 e daimudle experimentos e lavouras
da regido de Dourados, estado do Mato Grosso ddOSuhutores também relataram
prevaléncia dd-. verticillioides em 100% das amostras, com incidéncia média de

56,7%. Ottoni (2008) analisou 100 amostras de ndinaliferentes regides do Brasil,
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da safra e safrinha dos anos de 2006 e 2007, evobseesultados semelhantes aos
encontrados por Onet al. (2000) e Goulart & Fialho (1999). O autor constiatie
100% de prevaléncia de verticillioides com incidéncia média de 52% na safra e
62% na safrinha de 2006 e 45% e 83% para safrafrinhea em 2007,
respectivamente.

Buiateet al. (2008), na regido do Centro-Oeste do Brasil, tambonfirmou
a alta frequéncia deusariumem graos de milho, por meio da analise de amodéras
graos de hibridos de milho em quatro municipios Td@ngulo Mineiro em
experimentos conduzidos entre marco de 2005 edewete 2007. Foram avaliados
96 hibridos no primeiro ano e 84 no segundo peltodoedo papel filtro. A espécie
observada com maior frequéncia Foi moniliforme(sin. F. verticillioides, seguido
de G. zeaeem baixa freqiiéncia em todos os locais.

Ja na regido mais ao sul do Brasil, com o objedv@valiar a prevaléncia de
fungos em sementes de milho tratadas com fungi@desmercializadas em Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, Nerba$sal (2008) analisaram 224 amostras de
milho da safra agricola 2006/07, sendo 74 do Ren@e& do Sul e o restante de Santa
Catarina. Dos fungos presentds, verticillioides foi o que apresentou maior
prevaléncia (86,6%) com incidéncia média de 14%.

Em outros paises as altas prevaléncias e incidé@eck verticillioides
também foram constatadas, como mostra o trabalhNajyekaet al (2010) que
avaliaram 43 amostras de sementes de milho dodosstie Karnataka e Andhra
Pradesh na india, em que a maioria das sementeseapou-se infectada pé.
verticillioides,com incidéncia de 5 a 51%.

O presente estudo mostra que, apesar da baixa&freigude graos ardidos nas

amostras avaliadas, foi observada alta incidéneiaespécies do complex@.
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fujikuroi mesmo em gréos assintomaticos. Varios estudos mostram Fue
verticilliodes coloniza a planta de forma sistémica e pode pezo@ninternamente
Nnos graos sem causar sintomas ou sinais, o queexptiear a alta incidéncia desse
fungo em gréos assintomaticos e falta de correlag&e incidéncia de graos ardidos
e Fusariumspp. (Munkvold, 2003).

A constatacdo de uma maior incidéncia do compléxdujikuroi esta de
acordo com estudos no Brasil e no exterior quentastrado qué-. verticillioidesé
de ocorréncia bastante comum na cultura do milhgease todo o mundo.

A baixa frequéncia dd-. graminearum(G. zeag (Tabela 4) € também
relatada em outros trabalhos de levantamento dgofuem grédos e sementes de
milho, principalmente no estado do Rio Grande do Bentoet al (2002) avaliaram
a incidéncia de fungos em graos de milho de dsiersias de cultivo (rotacédo de
culturas e monocultura) no Rio Grande do Sul. Esteeres verificaram uma baixa
incidéncia dd-. graminearumem relacao &. verticillioidesem ambos os sistemas, 0
que foi atribuido ao baixo indice de precipitacdiovipl ocorrido no periodo de

estudo.

4.1.2 Deteccéo e quantificacdo de fumonisinas

Das 29 amostras analisadas, 93,1% estavam contasiregom a FB1 e
44,8% com FB2 (Tabela 5). Nas duas safras, parg EBlmostras apresentaram
apenas tracos de fumonisina, ou seja, um valoridenaslo maior que o limite
detectavel, porém menor que o limite de quantiicagDuas outras amostras
obtiveram valores menores ao limite de detec¢cas.@aamostras que apresentaram

niveis tragos, nove eram da safra 2009.



58

O valor méximo encontrado de FB1 foi de 2,032 figia amostra de
Encantado e o minimo foi de 0,078 |ij.ga amostra de Tupanciretd, ambas da safra
2010. Na safra 2009, o valor méximo de FB1 foi 881 pg.d e o minimo 0,239
Hg.g* (Tabela 5). A média de FB1 foi de 1,38 [i'yamtre as 29 amostras.

Quando a concentracdo de FB1 de amostras diferelgesm mesmo
municipio nota-se que os resultados sdo semelhaatesaioria dos casos. Porém
esse fato ndo foi constatado para as duas amaktraglade de Encantado (safra
2010), na qual a amostra 1007 apresentou o malor sa FB1 (2,032 ugH em
contraste com a amostra 1008, cujo valor foi meper0,4 pg.d.

Os resultados para FB2 mostraram que das 29 amjodBaapresentaram
valores inferiores ao limite de quantificacdo esdapresentaram apenas tracos. As
amostras que apresentaram apenas tracos foramaoldgi das cidades de Eldorado
do Sul e Passo Fundo, safra 2010. Nenhum dos sadmreontrados para FB2 foi
superior a 1 pg:y, sendo o valor mais baixo 0,134 |if.g média de 0,42 pg'g
(Tabela 5).

A quantificacdo de fumonisina nas amostras foi izadh quase que
totalmente com graos assintomaticos (Tabela 4)peamta maior parte das amostras,
em niveis muito baixos. Nao foi observada correlag@arente entre incidéncia de
Fusariume a producédo de fumonisina, fato esse comprovad@arpostras, como a
1002 de Boa Vista do Cadeado que apresentou 1008¢idéncia e apenas tracos de
FB1 e nada de FB2, contrariando o esperado deraitlucao de fumonisina para esta
amostra. Ainda, nas amostras 0901, 0902, 0905 & 40é& tiveram incidéncias do
complexoG. fujikuroi (35% a 39%), valores considerados baixos se compsiEm
os de outras amostras, a producéo de FB1 ficouaadénl pg.d, que é considerado

alto pela Comunidade Européia. Os resultados nmumstraaqui demonstram
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complexidade do processo de sintese e acumulac&anumisina nos gréos de

milho, a qual é influenciada por multiplos fatogenéticos e ambientais.

TABELA 5. Concentracdo de fumonisina em amostragrdes de milho das safras
2009 e 2010 no estado do Rio Grande do Sul.

Safra Local de Origem Cadigo FBl’j FBZ?
Hg.9 H9.9
2009 Boa Vista das Missdes 0901 1,044 0,817
Boa Vista das Missdes 0902 1,631 0,717
Casca 0903 0,291 0,338
Caxias do Sul 0904 0,239 ND
Coxilha 0905 1,186 ND
Julio de Castilhos 0906 Tracos ND
Lagoa Vermelha 0907 Tracos ND
Passo Fundo 0908 ND ND
Passo Fundo 0909 0,736 Tracos
Portao 0910 0,302 0,184
Santa Maria 0911 ND ND
S&o Jodo da Urtiga 0912 Tracos ND
Vacaria 0913 Tracos ND
Vacaria 0914 Tracos ND
Vacaria 0915 Tracos ND
Vacaria 0916 Tracos ND
Média
Safra 2009 - 0.77 0.51
2010 Boa Vista do Cadeado 1001 Tracos ND
Boa Vista do Cadeado 1002 Tracos ND
Casca 1003 0,750 0,166
Casca 1004 0,352 0,155
Cruz Alta 1005 Tracos ND
Eldorado do Sul 1006 0,106 Tracos
Encantado 1007 2,032 0,819
Encantado 1008 0,324 0,271
Machadinho 1009 0,607 0,134
Sta. Béarbara 1010 0,290 0,215
Trés Passos 1011 1,015 0,844
Tupancireta 1012 0,078 ND
Veranopolis 1013 0,093 ND
Média
Safra 2009 ) 0.56 0.37
Média Total - 0,65 0,42

** | imite de quantificacdo (LQ): fumonisina;® B,0,078ug.g*. ND = < Limite de Deteccao (LD);
Tragos=>LDe < LQ

Os niveis de fumonisina encontrados nas amostrasnfoem sua maioria,
menores dos que o0s encontrados por @hoal (2006) que, ao analisarem

separadamente grados ardidos e graos assintompaticas-B1 e FB2, encontraram
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niveis variando entre 0,57 a 20,38 |gmara os assintomaticos. As 109 amostras
foram coletadas em cooperativas do estado do Paceaido de 1995.

Comparando os niveis de fumonisina em graos assaticos e em graos
ardidos, Onceet al (2006) verificaram que a concentracao da toxosgraos ardidos
chegaram a valores muito mais altos que os de gsBdistomaticos, sugerindo que os
graos ardidos contribuem com quase a totalidadmtaminacdo por fumonisina. Ja
Orsi et al (2000) observaram niveis de fumonisina que veamade 0,87 a 49,32
g.g*em amostras de milho com gréos assintomaticostedede Sao Paulo. Ottoni
(2008) constatou niveis baixos de fumonisina, naidaentre zero e 2,1 pg.gm 15
amostras de graos assintomaticos dos estados @es [@ierais, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Parana.

A Comunidade Européia estabeleceu um nivel maximd qig.g para a
somatoria de FB1 e FB2 para milho destinado aouwonashumano. No presente
estudo, apenas cinco amostras (17,2%) apresentarzcentracdes maiores do que o
proposto pela legislacdo Européia. Porém, apagti?@l6 comecara a vigorar no
Brasil o limite maximo toleravel de fumonisina (FBIFB2) em grdos de milho para
processamento que é de 5 [fgeyseguindo este valor, as amostras aqui avaliadas
seriam todas liberadas para consumo humanao.

As fumonisinas sao consideradas atualmente comeoxasas de maior
relevancia produzidas pdf. verticillioides e outras espécies deusarium em
commoditiesagricolas, principalmente na cultura do milho. Aion prevaléncia
dessas micotoxinas no milho é o tipo FB1, o quedaificado no presente estudo.

Na india, estudos de infeccdo fungica e contammagin fumonisinas em
milho cultivado ainda sdo muito escassas. Naytldh (2010) analisaram os teores

de fumonisina em milho produzido do sul da ind&rapconsumo humano e animal e
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verificaram que 23 de 35 isolados féeverticillioidesproduziram FB1 em niveis de
133 pg.¢fa 1617 pg.g, confirmando o potencial toxigénico da populagdiém de
caracteristicas genéticas da populacdo do funggran de contaminagcdo por
fumonisina depende das condi¢cdes ambientais, cen® salor, estresse ou espécies
competidoras que favorecem o desenvolvimento digpab (Miller, 1999).

Outro tipo de milho, o pipoca, € muito comum enuakpaises para consumo
humano, porém, por esse também ser suscetivet@&d por espécies toxignénicas
de Fusarium os niveis de tolerancia sdo geralmente mais balwoque para outros
tipos de milho. Nos Estados Unidos, o nivel derémieia aceitavel para fumonisina
em milho pipoca é de 3 mg.KgDowd & Jonhonson (2009) cultivaram, em sistema
de irrigacdo convencional, cinco hibridos de mplmoca em lllinois (EUA) nos anos
de 2005 a 2008. Em todas as 27 amostras de gréadsadas por HPLC, a
fumonisina foi detectada em niveis de 0,5 a 1,6y

Trabalhos recentes relataram principalmente a pcasee fumonisinas em
milho e seus produtos. A correlacdo entre as coramgies de micotoxinas
encontradas em milho ndo processado e produtosille méo € clara, mas ha
evidéncias que os produtos processados podem afesencentracdes mais baixas
devido a limpeza inicial do milho em moinhos (Kahiaga & Soares, 2006).

Murphy et al (1993), monitorando FB1, FB2 e FB3 no milho proeate de
lowa, Wisconsin e lllinois durante 4 anos (19881)9%bservaram oscilagbes nas
concentracdes de FB1 (0 a 37,9 rify.d*B2 (0 a 123,3 mgy) e FB3 (0 a 4,0 mg.g
) com maior nivel na safra 1989. Salienta-se quetansafra aNational Service
Laboratoriesdetectou numerosos relatos de leucoencefaloma§ciaa e sindrome

de edema pulmonar em suinos nos estados de Aezilaayland, EUA.
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Rosset al (1991) analisaram alimentacdo animal envolvida casos de
intoxicacdo em lowa, lllinois, Georgia, Carolina 8imrte, Indiana, Nova York,
Louisiana, Texas, Arizona, Mississipi, Virginia, Mind e Delaware e detectaram
niveis de FB1lde até 330 mg.gMunkvold e Desjardins (1997) detectaram até 330
mg.g* (FB1) em racBes provenientes dos EUA, sendo detesttambém elevados
niveis em milho da China (155 mgdge FB) e Africa do Sul (118 mg'gle FB).

No trabalho realizado no Brasil por Kawashima & 18652006) a presenca
de fumonisina Bl foi analisada em 74 amostras aelypos a base de milho
adquirido no comércio da cidade de Recife (PE)eeos anos de 1999 a 2001. A
fumonisina B1 foi determinada por cromatografiauidiqa de alta eficiéncia com
deteccao por fluorescéncia e foi encontrada en®4,6%) das 74 amostras avaliadas,
em concentracdes variando de 20 a 8600 |i.lmtre as amostras positivas, as
concentragcdes mais altas foram encontradas em (mkdia = 2700 pg.Ky e
méximo = 8600 pg.Kg§. Em apenas uma das amostras de fuba nao foitatdtea
presenca de fumonisina Bl. Foi, portanto, constatamhtaminacdo frequente e
relativamente elevada nesse produto de milho €agicera, farinha e flocos de milho
pré-cozidos vém em seguida, com concentracdes snddsmamostras positivas com
valores de 410 e 370 ug.Kgrespectivamente. A concentracdo média das arsostra
de farinha de milho contaminadas com fumonisinddtle 73 png.K{ e esta abaixo
das médias dos levantamentos citados. Também serpeetrabalho, as menores
concentragbes médias de fumonisina B1 foram eresdr nas das amostras de
quirera fina (230 pg.Ky, canjica (190 ug.Kg, farinha de milho (73 pg.K9 e na
Unica amostra de milho de pipoca (21 pg'Kg

Levando em consideracdo os limites maximos de fisimanem gréos de

milho estabelecidos pela Comunidade Européia, ariaadas amostras analisadas no
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presente trabalho estaria dentro dos padrdes agisita liberadas para o consumo
humano. No caso dos limites maximos de fumonisina grdos, que serao
implementados no Brasil em 2016, todas as amoatrata seriam liberadas para
consumo humano. Porém, os dados sdo para um nuela@tigamente pequeno de
amostras de duas safras. Resultados de pesquisan¢&inado a dificuldade de
eliminacdo das fumonisinas da nossa dieta haja st estas foram detectadas,
embora em niveis baixos, em amostras de graost@sgiticos. Outro problema
encontrado é que o efeito dessa micotoxina € cuivmlao organismo e por isso &
desaconselhado o consumo freqiiente na dieta deasi@ grandes consumidores de

produtos de milho seco, mesmo que em pequenasdpded.

4.2 Levantamento de espécies deusarium spp. associados aos graos de

milho no Rio Grande do Sul

Dos isolamentos realizados nas amostras de graogiules safras, foram
obtidos 304 isolados monosporicos Besarium spp. Esses foram divididos em
quatro populacdes segundo os critérios de ano Itleitzgp amplitude geografica da
amostragem e numero de isolados por amostra. Sassim, agruparam-se 0S
isolados em duas populacbes regionais (isoladogdes locais em uma safra), e
duas populacdes locais, ou seja, isolados de uima amostra de graos originada de
Cruz Alta e outra de Verandpolis, ambas da saft® ZBpéndice 1).

As populagbes regionais foram constituidas por ootecdo de isolados de
diversos municipios, sendo cinco isolados de umasam de um municipio,
totalizando 96 isolados da safra 2009 e 61 isolatzosafra 2010. As populacdes
locais foram constituidas por 86 e 61 isoladosa e municipios de Cruz Alta e

Veranodpolis, respectivamente (Apéndice 1).
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As analises morfolégicas e moleculares por PCR ipieam identificar quatro
espécies considerando todos os isolados nas p6pslagendo as trés do complexo
G. fujikuroi (F. verticillioides F. proliferatume F. subglutinany e F. graminearum
(Figura 5) De maneira geral, com base nos resultados dafidegiio molecularf.
verticillioidesfoi a espécie dominante (264 isolados), seguida deaminearum(21

isolados) F. subglutinang4 isolados) &. proliferatum(2 isolados) (Tabela 6).

A1 2345 67 89101112 13 1415

FIGURA 5. A - Amplificacdo espécie-especifica coms mrimers Vertl/2 paré.
verticillioides (578 pb), safra 2009; B - Subl/2 pdfasubglutinans
(631 pb), safra 2009; C - Proll/2 pdfaproliferatum (585 pb), safra
2010 e D - Fgl6F/R parfa. graminearumsensu lato (450 pb), safra
2009. Laboratério de Epidemiologia de Plantas, UBRZD10.

Quando comparados os critérios morfolégicos e mtdees para a
identificacdo das espécies, foram verificadas algudiscrepancias, principalmente
para as identificacbes de verticillioides e F. proliferatum Também ocorreram
discrepancias entre a identificacadoFdeerticillioidese F. graminearumPara os 304
isolados, 11,2% foram discordantes por essesiostédespecificamente, 17 isolados

da populacéo regional 2009, 13 da regional 2018,dspopulacéo Cruz Alta e cinco

da populacdo Veranépolis (Apéndice 1).



65

A provavel causa dessas discrepancias entre asemnahorfoldgicas e a
molecular no caso d€&. proliferatum pode estar na dificuldade de avaliacdo da
caracteristica que a distingue [everticillioides Ja as identificagdes incorretas que
ocorreram entre~. verticillioides e F. graminearumpodem estar relacionadas a
contaminacédo do meio de cultura ou por inexper&édoi avaliador, acabaram sendo
identificadas erroneamente.

A espécie dominant&;. verticillioides foi observada em alta prevaléncia nas
quatro populacdes, com destaque na populacdo edgRiii0. A PCR permitiu
identificar quatro isolados de subglutinansa populacao regional 2009, observados
nas amostras de Boa Vista das MissGes e Bom J&péadice 1). Dois isolados da
populacdo Cruz Alta foram identificados conta proliferatum Ja paraF.
graminearum 21 isolados foram identificados, sendo 17 neoreg)i2009 e quatro na

populacdo de Veranopolis (Tabela 6).

TABELA 6. Numero e frequéncia (%) de espéciesHdsarium identificadas por
PCR, em duas populacdes regionais e duas popullgaes, obtidas
de graos de milho produzido no estado do Rio Grdondgul, Brasil.

Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium NI* Total
verticillioides proliferatum subglutinans graminearum
Populacao n** % n % n % n % n % n

Regional 75 78,1 0 0 4 4,2 17 177 O 0 96
2008/09

Regional 59 96,7 0 0 0 0 0 0 2 33 61
2009/10

Cruz Alta 82 95,4 2 2,3 0 0 0 0 2 23 86
Verandpolis 48 78,7 0 0 0 0 4 6,6 9 148 61
Total 264 86,8 2 0,7 4 1,3 21 69 13 43 304

NI*- ndo identificados; n**- Nimero de isolados

Treze isolados (4,3% do total) ndo puderam settifteatos por PCR, sendo
dois da populacéo regional 2010, dois da popul&yéa Alta e nove da populacéo
Veranopolis. A nédo identificacdo desses isoladasRieR pode ser devido ao pouco

material de DNA extraido ou pela falta de espeadifide dogprimersutilizados para



66

determinadas populacdes do Brasil. Levando em derzjao as caracteristicas
morfologicas, dos 13 isolados néo identificados PGR, sete foram identificados
como F. subglutinans quatro comdr. verticillioides um F. proliferatume umF.
graminearum

A identificacdo morfologica € usualmente o0 primeigasso para a
identificacdo de fungos fitopatogénicos. Porém, algumas espécies, como
Fusarium ela ndo pode ser conclusiva devido as diferemgagoldgicas entre
algumas espécies serem imperceptiveis ou naoreris{Leslie & Bowden, 2008).
Segundo Leslie & Summerell (2006), identificacéesradas com base na morfologia
paraFusariumexigem o crescimento dos mesmos em meios de @wdpnopriados
para o desenvolvimento das caracteristicas moifi@dég O procedimento € lento,
demanda tempo e nem sempre garante 100% de acastoidentificacoes.
Recentemente, em um trabalho na Argentina, Sarapétal. (2010) tiveram uma
incerteza em 30% das identificacbes morfoldégicabaadas em nivel de espécie para
isolados do complex®. fujikuroi, quando comparados os resultados com métodos
moleculares.

Os resultados deste estudo concordam com os deiedenet al (2010) e
confirmam que apenas o critério morfolégico paranidicacdo pode ser
inconclusivo para espécies do complé&xdfujikuroi, principalmente no que se refere
a separacao entFe verticillioideseF. proliferatum Assim, o uso da técnica de PCR
para a identificacdo de espécies, quando serirsarsvalidados para as populacées
locais, torna-se um método Util, principalmente smreficiente e rapido.

N&o se pode descartar que a falta de concordamicea analise morfolégica
e molecular, no presente ou em outros estudos, @eitentificacdo inacurada pelo

critério morfoldgico, possa ser devida a inespeidéide doprimerspara os isolados
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do complexoG. fujikuroi do Brasil, uma vez que foram desenvolvidos cone leas
sequéncias parciais do gene calmodulina de isoladlsnos (Muléel al., 2004).
Uma forma de investigar se a falta de amplificag@m os primers utilizados se deve
a falta de especificidade, seria primeiramentetiegg analises ou extrair novamente
o DNA dos isolados, e usar outros critérios taim@®m sequenciamento de DNA e
analise de similaridade com sequencias de espemiédecidas.

Em um estudo no Ird, Rahja al. (2008) também relataram discordancias
entre a identificagcdo morfolégica e a moleculaFdeerticillioidese F. proliferatum
Com base na identificacdo morfolégica, 140 isoladesum total de 190, foram
identificados comoF. verticillioides porém a identificacdo molecular confirmou
apenas 133 isolados como pertencentes a essaeedpaisjocet al (2008) discutem
que esse fato pode ser devido ao us@ui@ers que correspondem a sequéncia
genética de isolados da Europa e Estados Unidosjuais poderiam diferir das
populacdes do Ira.

Munkvold (2003), em recente revisdo, comenta qugéioeroFusarium €
muito comum na cultura do milho causando podridéiasespiga e, historicamente,
F. moniliforme denominacédo anterior paFa verticillioides é a espécie dominante
associada a podriddo da base da espiga, juntancemieF. proliferatum e F.
subglutinansem mais baixa freqiiéncia. Sanchez-Raagal.(2005) coletaram 2000
amostras de milho nos anos de 1999 e 2000 nasege@ioroeste e Centro do
México, oriundas diretamente do campo ou de supeades e constataram que
80,6% dos 67 isolados foram identificados cdmeerticillioidese apenas 3% como
F. subglutinans

Na Argentina espécies do complex@. fujikuroi, principalmente F.

verticillioides e espécies do compleXe. graminearumtem sido frequentemente
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isoladas de graos de milho (Chukzeal, 1996; Presellet al, 2008;). Sampietret

al. (2010) analisaram graos de milho, sorgo e trigrante 2007 e 2008 coletados em
Cordoba, Buenos Aires, provincia de Santa Fé, &mtDel Estero e provincia de
Tucuman. De 28 isolados do milho, 14 foram idecddios com base na PCR, como
F. verticillioides quatro comd-. proliferatume nove comd-. graminearum

No Brasil ainda sdo escassos os trabalhos natlitar@om identificacoes
moleculares para isolados deusarium em milho. A baixa incidéncia dé.
proliferatum e F. subglutinanspode ser devido as condi¢bes climaticas menos
favoraveis para essas espeécies (Munkvold & Desigrdi997). Devido a grande
extensdo territorial do Brasil, a producdo de mitheprre em regies e climas
diferentes. No Rio Grande do Sul, por exemplo, @sligdes de maior umidade e
temperaturas amenas podem favorecer a ocorréndra gexminearum o que foi
notado nesse trabalho em que amostras de regidemide altitude e clima mais
ameno como a regido nordeste do RS apresentaramfsetadas comF.
graminearum.

Um dos primeiros trabalhos no Brasil usando métoehadeculares para
identificar Fusarium spp. em milho foi a dissertacdo de Ottoni (2008¢ gisou
primers paraF. verticillioides F. proliferatume F. subglutinansna analise de 197
isolados de diferentes regides do Brasil. Os issdddram retirados de 100 amostras
de gréos, sendo 162 (82%) isolados identificadosode. verticillioides seis como
F. subglutinane nenhum comeg. proliferatum

Em outro trabalho, do mesmo grupo de pesquisa,a@se(2010) avaliou 18
amostras de sementes de hibridos de milho coletasasstados de S&o Paulo, Minas
Gerais, Bahia, Parana, Rio Grande do Sul e Mate$erdo Sul, safras de 2001 a

2006. Dessas amostras, 100 isolados foram recuysemddentificados por PCR
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usandoprimers especifico para as trés espécies do compBexuojikuroi. Noventa e
trés isolados foram identificados comb. verticillioides quatro como F.
proliferatum dois F. subglutinanse um isolado ndo amplificou em nenhum dos
primers Os resultados desse trabalho, portanto, confirmsmesultados obtidos por
Ottoni (2008) e Querales (2010) que mostremverticillioides como a espécie
predominante no milho cultivado no Brasil, prindipante nas regides mais centrais
do pais.

Esse e outros trabalhos reforcam a importanciasdode diferentes critérios
para a identificacdo acurada de espéciegsusariumassociados aos graos de milho,
principalmente para aquelas pertencentes ao com@efujikuroi. Assim, o método
molecular pode ser decisivo para a discriminacé® ekpécies desse complexo.
Outras técnicas mais refinadas, como sequenciameéatagenes e marcadores
moleculares, podem ser utilizadas para identifisaespécies com base em similares
de sequencias ou agrupar isolados com espécieseadab que podem estar
ocorrendo e que nao dispde mhemers especificos. No trabalho de Sampiettaal
(2010) desenvolvido na Argentina foram identificadsolados deF. boothii e F.
meridionaleassociados a graos de milho, espécies do complegoaminearumas
quais ndo podem ser separadas por critérios mgrfol® uma vez que nao ha
diferencas perceptiveis entre essas. Nesse casautoges utilizaram métodos
moleculares para embasar as identificagbes dasciesp&o complexoF.
graminearum

No presente trabalho, o primer utilizado permitentificar F. graminearum
sensu lato, ou seja, apenas confirma que o isgladence ao complexo mas néo
permite uma separacdo entre as espécies do compixidém chamadas de

linhagens, segundo O 'Donnel et al. (2004). No é¢otamo trabalho de Scoz et al.
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(2009), o uso do primer Fgl6F/R, que € polimorfamo,seja, amplifica produtos de
diferentes tamanhos, os autores notaram que osutppodde 490bp e 450bp
correspondiam as linhagens 2 @umeridional@ e 7 ¢. graminearunsensu stricto),
respectivamente. O mesmo polimorfismo foi observadl@resente trabalho (Figura
5D), levando a sugerir que pelo menos duas lintagencomplexo podem estar
presentes. Considerando a proximidade geografisaneelhanca de clima com a
regido noroeste da Argentina onde foram encontr&doseridionaleem graos de
milho, € provavel que se tenha inclusive maiorakilidade no Brasil. Trabalhos
futuros utilizando sequenciamento de DNA ou primespecificos para as espécies
do complexdF. graminearum permitirdo afirmar com seguranca quais as linhage

ocorrem no milho.

4.3 Deteccéo dos genes codificantes de toxinasfkensarium spp.

Para o numero total de 264 isolados das quatrolagjes identificados como
F. verticillioides 234 apresentaram-se positivas para o0 gene FUNyuré- 6C).
Entre as populacfes, a populacéo regional 2018 tpie apresentou maior niumero
de isolados com gene FUM+ (Tabela 7).

Dos 21 isolados identificados corko graminearumnas quatro populacoes,
oito apresentaram o gendtipo NIV, um o 3-ADON e é€15-ADON (Figura 6A e
B). Dois isolados 15-ADON foram oriundos de uma sireode Vacaria e um de

amostra do Capéo do Ledo. O isolado 3-ADON foirmtaude Vacaria (Apéndice 1).
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FIGURA 6. A - Amplificacdo Multiplex-PCRIri3 para determinar 3-ADON (243
pb), 15-ADON (610 pb) e NIV (840 pb); B - MultipldXCRTri12 para
determinar 3-ADON (410 pb), 15-ADON (670 pb) e NBAO pb) e C -
gene codificante FUM53R/F para fumonisina (354 pbddos os
isolados sdo da safra 2009. Laboratério de Epidemgia de Plantas,
UFRGS, 2010.

TABELA 7. Gendtipo toxigénico, em numero e freqléncpara isolados de
Fusariumspp. em quatro populacdes do estado do Rio GradmdBal

— Brasil.
Fusarium . .
AT Fusarium graminearum Total
verticillioides
FUM+ NIV 3-ADON 15-ADON
Populagdo N* % N* % N* % N* % N*
Regional
2009 61 63,50 7 7,30 1 1 3 3,10 72
Regional
2010 69 98,6 1 1,4 0 0 0 0 70
Cruz Alta 64 100 0 0 0 0 0 0 64
Veranopolis 40 100 0 0 0 0 0 0 40
Total 234 95,12 8 3,25 1 0,40 3 1,23 246

N*- NUmero de isolados

A presenca do gene FUM+ foi observada em isola@oB. drerticillioides
retirados de gréos assintomaticos, o que sugeoatarninacdo com fumonisina em
graos aparentemente sadios. Paéfial (2004) identificaram por PCR a espéEie
verticillioides e 0 gene FUM+ em 54 isolados de diversas cultunagjindo-se o
milho, de diversos paises. Desses, 36 foram posifpara o gene da fumonisina,
sendo 31 isolados do milho.

Ottoni (2008) analisou, pela primeira vez no Brasiblados de~usarium

quanto a presenca do gene codificante de fumonigsimabase no gene FUM5. No
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estudo foram avaliados gréos ardidos de 100 ansad¢ranilho provenientes da safra
normal e safrinha dos anos de 2006 e 2007, ohticla€ooperativas das regides Sul,
Sudeste e Centro-oeste do Pais. A frequéncia diaslts que tiveram a identificacao
positiva para o gene codificante de fumonisinaotagntre safras e anos. Na safra
normal de 2006 a frequéncia de isolados contengene FUMS5 foi de 80% em 51
isolados avaliados e na safrinha do mesmo aneféB& dos 15 isolados. No ano de
2007, na safra normal a frequéncia foi de 72% ensalados analisados e 93% de 30
isolados na segunda safra.

Na Argentina, Sampietret al. (2010) detectaram o gene FUML1, preditivo da
fumonisina em 23 isoladoS. fujikuroi e Tril3/Tri7 para identificar os genotipos
tricotecenos (DON e NIV) em 10 isoladBs graminearumobtidos de amostras de
graos de milho, sorgo e trigo. Dos 23 isoladasfufikuroi, 18 possuiam o gene
FUM1, e dos 10 d&. graminearum 6 foram identificados como genétipo DON e 3
como genotipo NIV. Os isolados do complexograminearumcom genotipo NIV
foram identificados comoF. boothii e F. meridionale espécies filogenéticas
detectadas pela primeira vez na regidao subtroge@rgentina. Ja os isolados DON
foram identificados comoF. graminearum sensu stricto (linhagem 7). Esses
resultados levaram os autores a hipotese de qualagdo de DON ocorre em locais
onde ha predominancia @ graminearumsensu stricto que apresentaram genétipo
DON.

Em um estudo recente no Nepal, Desjardins & Prq2@t0), analisando 251
isolados dd-usariumobtidos de amostras de milho do Nepal observara maior
frequéncia de gendtipos NIV, sendo estes identiisacomoF. meridionalee F.

asiaticum sendo qué&. graminearunsensu stricto nao foi identificado.
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Os resultados de Desjardins & Proctor (2010) cstdra com aqueles de
outros paises como os Estados Unidos, Europa @aCorge ha dominancia de
graminearumsensu stricto e a maioria dos isolados sao proskitie DON (Tanaka
et al, 1988; Ryuwet al, 1996; Castilleet al, 2008).

Na Coréia do Sul, populagdes do compléxagraminearumsoladas a partir
de grdos de milho sintoméaticos também demonstrazamespondéncia entre a
linhagem e o quimiotipo, sendo gbeegraminearunsensu stricto consistia apenas de
produtores de DON ¢&. asiaticumde NIV (Jeonet al, 2003). Esse padrao foi
também observado em populagcdes do Japado, ondeddsolde F. asiaticum
produziram quase que exclusivamente NIV enquan® Fjugraminearumsensu
stricto produziram DON (Suga al, 2008).

No Brasil, em estudos prévios com um pequeno numerisolados de soja
observou-se a presenca de multiplas linhagenspmcies filogenéticas do complexo
F. graminearumcomoF. austroamericanupnt. meridionalee F. cortaderiae sendo
as duas ultimas produtoras de NIV. De maneira amaigla, em 82 isolados, Scet
al. (2009) evidenciaram, por meio de seqlienciamentguatro genes, a presenca de
F. graminearumsensu stricto, como a espécie domimante no tagguido der.
meridionale Quando da identificacdo dos gendtipos tricotesem@ON e NIV,
corresponderam consistentemente. @graminearumstricto sensu &. meridionale
respectivamente. Aquele foi o primeiro relato detdb da diversidade de gendétipos
produtores de tricotecenos do Brasil para membosamplexoF. graminearum
sugerido por O’'Donnell et al. (2004) a partir dale® de isolados provenientes de
diversas regides produtoras de trigo em trés est@olsul do Brasil.

No presente trabalho, de maneira similar a outasathos com isolados do

milho, constatou-se a dominancia de isolados NIyue pode reforcar a hipétese de
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que outras linhagens do complexo que ndo a linhagdgm graminearumstricto
sensu) sdo dominantes em milho no Brasil.

Esses dados reforcam a importancia do monitorantentautros tricotecenos
sintetizados poF. graminearumalém de DON que € mais comumente analisado em
levantamentos de ocorréncia de micotoxinas. Segubeijardins (2006), a alta
freqiéncia de contaminacdo de gréos e alimentosNidhe preocupante, pois esse
provou ser mais toxico que DON. Além disso, o caithento da variabilidade
genética é importante para orientar estratégiasaleoramento vegetal que visam a
resisténcia aos patégenos e o acumulo de toxinasidigny & Greiner, 2003;
Logriecoet al, 2003; Téthet al, 2005).

Uma vez confirmada a dominéancia, ou mesmo espigcitie de linhagens do
complexoF. graminearumprodutoras de NIV em milho no Brasil sugere-se sgie
deve analisar essa toxina em estudos de levantasnedé micotoxinas,
principalmente para amostras oriundas de regide®e Bn graminearumé mais

comum.

4.4 Caracterizacao fisiolégica e patogénica de isolos deFusarium spp.

Os resultados da avaliacdo de caracteristicasofigoas e patogénicas dos 12
isolados séo apresentados na sequéncia seguindgoatioadagens de analise, a
univariada, com a verificacdo da significancia deite de grupos previamente
determinados sobre cada variavel. Em seguida,sendlultivariada foi usada para
sintetizar os resultados de todas as varidveis dasm@m conjunto, que permitiu
agrupar os isolados. Sdo apresentados primeiramestaesultados de cada

abordagem e, ao final, a discussao conjunta dodadses.
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4.4.1 Andlises univariadas

Segundo a analise deeviancehouve diferenca significativaP€0,0001)
quando da comparacdao individual dos isolados palastas variaveis analisadas, ou
seja, duas relacionadas com caracteristicas figaaé (taxa de crescimento micelial
e sensibilidade a fungicida tebuconazole) e quetnm carateristicas patogénicas
(eficiéncia de infeccdo de sementes, reducéo dmlideede de sementes, reducao da

emergéncia de plantulas e agressividade em colffabgla 8).

TABELA 8. Andlise dedeviancee significancia das causas de variacdo quando da
comparacao individual de 12 isolados, ou quandoeses®ram
agrupados segundo a espéckeusarium verticillioides(6 isolados)u
F. graminearum(6 isolados) - ou segundo dois genotipos tricatese
em F. graminearum (Fg) 15-acetildesoxinivalenol (2 isolados) ou
nivalenol (4 isolados).

L Isolados Agrupamentos

Nome da variavel — — .
Espeécie Gendtipo tricotecekg

Taxa de crescimento micelial <0,0001 <0,0001 <0100
DL50 tebuconazole [o! nd <0,0001
Eficiéncia de infec¢@o de sementes <0,0001 <0,0001 <0,0001
Reducéo da viabilidade de sementes <0,0001 0,764 0,001
Reducéo de emergéncia de plantulas <0,0001 0,011 0,015
Agressividade em colmos <0,0001 0,071 <0,0001

X N&o determinado devido ao fato da DL50 dos isolai#ds verticillioidester sido <0,01.

Quando da comparac¢do dos isolados agrupados seguaspEcie, ou sejg,
verticillioides comparado adF. graminearum 0s grupos nao se diferenciaram
(P>0,05) apenas na reducéo da viabilidade de semerdgsessividade em colmos
(Tabela 8). JA para os seis isoladosFdegraminearum agrupados segundo o
gendtipo tricoteceno (15-ADON e NIV), esses grupas diferiram estatisticamente
apenas para a variavel reducao da emergéncia @rapel

Na tabela 9 sdo apresentados os valores médioaddeisolado para cada
variavel analisada. Optou-se por ndo discriminaisofados individualmente para

cada variavel, mas sim compara-los nos agrupamgmmgamente determinados.
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Nesse caso, todos os isolados de uma espécie fmaparados com o de outra
espécie dd-usarium Da mesma forma, os seis isoladosFdegraminearumforam

agrupados segundo 0s genotipos tricotecenos ptia eompara-los. Na sequéncia,
sdo apresentados os resultados dessa analise atingapara cada variavel

analisada.

TABELA 9. Valores médios dos 12 isolados para agvais: taxa de crescimento
micelial (TCM), DL50, eficiéncia de infeccdo e redo da viabilidade
de sementes (%), reducdo da emergéncia de plafi)astamanho de
lesdo no colmo de plantas de milho (hibrido Pio3&&t53) inoculadas
com tais isolados.

Variaveis
Fisiologicas Patogénicas
Taxa crescimento !EficiénNCia de Reducao Agressivi-
Isolado micelial DL50 infeccéo (%) _ (%Y _ dade
(mmidia) tebuconazole Viabilidade Emergéncia (mm)
01Fv 8,1 <0,01 8,0 86,2 71,3 2,0
02Fv 8,6 <0,01 0,0 68,4 66,5 1,4
O3Fv 8,6 <0,01 0,0 58,8 67,0 1,1
04Fv 8,6 <0,01 1,0 61,4 47,5 1,4
O5Fv 9,6 <0,01 0,0 82,8 76,0 2,4
06Fv 7,5 <0,01 0,0 46,0 53,2 1,6
07FgNiv 15,5 0,04 90,0 79,6 88,4 1,1
08FgNiv 15,4 0,04 43,0 57,6 95,2 8,3
09FgNiv 15,9 0,02 12,0 88,5 52,3 2,3
10FgNiv 10,6 0,06 91,0 93,2 100,0 2,1
11Fg15A 16,0 0,23 51,0 63,2 81,0 2,1
12Fg15A 16,0 0,33 24,0 83,5 100,0 1,4
C.V. (%) 31,32 16,6 31,8 39,2 61,3 52,7
Média 11,73 0,06 26,6 72,4 74,9 2,3

X Fv = F. verticillioides Fg =F. graminearum FgNiv = genétipo tricoteceno nivalenol; Fg15A =
genotipo tricoteceno 15-ADON.

YReducdo estimada pela formula R(%) = [(test. —atho)/test.]*100, onde: test. = germinacdo ou
emergéncia da testemunha (sem inoculag&o).

4.4.1.1 Taxa de crescimento micelial

Os seis isolados de verticillioidesapresentaram taxa média de crescimento
micelial (TCM) de 8,5 mm/dia, variando de 7 a 10 /iy sendo esse valor inferior
a média de TCM dE. graminearum(15 mm/dia) (Figura 7A). Dentre os isolados de

F. graminearumhouve maior variacao na taxa de crescimento micaiafuncédo do
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genotipo tricoteceno (Figura 7B). Os dois isoladdsADON apresentaram oS

maiores valores médios de TCM (16 mm/dia), segdmisolados NIV, com média

de 14,4 mm/dia e variacdo de 10 a 16 mm/dia (FigBja
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FIGURA 7. Taxa de crescimento micelial média (ma/dpara grupos de isolados

por espéciesF. verticillioides (6 isolados) eF. graminearum (6
isolados) (A) ou para dois gendtipos tricotecenod5-
acetildesoxinivalenol (2 isolados) e nivalenol $élados) dentro dE.
graminearum(B). No diagrama de caixas, o retangulo representa
intervalo interquartilico (50% dos dados), a lirdentro do retangulo
representa a mediana e as linhas tracejadas e misspévalores
discrepantes) acima e abaixo da caixa, represerga®0% restantes da
distribuicdo. Laboratério de Epidemiologia de PéantUFRGS, 2010.

4.4.1.2 Sensibilidade a fungicida

Os seis isolados de. verticillioidestiveram seu crescimento completamente

inibido ja a partir da menor dose avaliada de tebaezole (0,01 ppm), néo

permitindo estimar por regresséo linear a DL50 €laB; Figura 8A e C).
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FIGURA 8. Doses (ppm) de tebuconazole em testewlslidade para dois isolados
de Fusarium verticillioides (A e C) e dois deF. graminearum
apresentando gendétipo Nivalenol (B) e 15-acetildi@sealenol (D).
Laboratorio de Epidemiologia de Plantas, UFRGS0201
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FIGURA 9. Dose inibidora média (DL50) de tebucorazpara o crescimento
fungico de isolados para dois genoétipos tricotesend5-
acetildesoxinivalenol (2 isolados) e nivalenol ¢dlados) dentro dE.
graminearum No diagrama de caixas, 0 retangulo representa o
intervalo interquartilico (50% dos dados), a lirdentro do retangulo
representa a mediana e as linhas tracejadas e rmissp¢valores
discrepantes) acima e abaixo da caixa, represevgadfi% restantes da
distribuicdo. Laboratério de Epidemiologia de PéantUFRGS, 2010.
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Para os isolados de graminearunhouve variacdo na DL50 ao fungicida em
funcdo do gendtipo tricotecenos, com media de Ddé&0,10 ppm, variando de 0,02
a 0,33 ppm. Especificamente, os quatro isoladosapidsentaram-se mais sensiveis,
mostrado pelos menores valores de DL50, com med gada isolado variando de
0,02 a 0,06 ppm (Tabela 9; Figura 9). Por outra,lazs dois isolados 15-ADON
apresentaram-se menos sensiveis, com DL50 de a@damente dez vezes superior

aos isolados NIV, variando de ~0,25 a 0,33 ppmuiE®).

4.4.1.3 Eficiéncia de infeccao de sementes

Das avaliacfes temporais de incidénciaFdsariumspp., realizadas apoés a
incubacdo em substrato de papel das sementes e inféctadas artificialmente por
restricdo hidrica, e discriminadas por classe dencacéo, apenas em dois dias de
incubacgédo foi possivel observar uma nitida difezegigtre as classes de infecgdo. A
partir do sexto dia, entretanto, todas as semes¢espresentaram igualmente
colonizadas (na classe alta) indiferente do isoladoulado (Figura 10).

Na testemunha ndo inoculada, até o ultimo dia déieg@o, ndo se detectou
colonias deFusarium spp., mostrando que a desinfestagcédo superficialidegle
tratamento térmico foi eficiente na erradicacdo flosyos presentes no lote de
sementes (Figura 11A e C).

Dessa forma, a variavel denominada “eficiéncianfecdo de sementes” foi
baseada na avaliagdo da incidéncia de sementésssa 8 (alta infeccéo) no segundo
dia de avaliagdo, sendo esta indicativa da agrdasie dos isolados, resultando em
maior ou menor potencial de indculo gerado na semesendo que as sementes

permaneceram por mesmo periodo (5 dias) em cordaias isolados.
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FIGURA 10. Frequéncias de classes de coloniza¢c&ementes de milho observada
em teste do papel de filtro aos 2, 4 e 6 dias dgbmcdo de sementes
de milho inoculadas artificialmente com seis isokadle Fusarium
verticillioides (01Fv, 02Fv, 03Fv, 04Fv, O5Fv e 06Fv) e seis thuda
deF. graminearum(07FgNiv, 08FgNiv, 09FgNiv, 10FgNiv, 11Fgl15A,
12Fg15A), por meio da técnica da restricdo hidseado mantidas por
cinco dias em temperatura de°@5e fotoperiodo de 12 horas de luz.
Laboratério de Epidemiologia de Plantas, UFRGS0201

FIGURA 11. Ensaio de deteccao de fungo em substi@atpapel com sementes de
milho, hibrido Pioneer 30F53, tratadas com ternagtier e nédo
inoculadas (testemunha) no segundo (A) e no sexo (d) de
incubagéo e com sementes inoculadas Easarium verticillioidesno
segundo dia de incubacdo (B)Fe graminearumno sexto dia de
incubacdo (D) usando a técnica da restricdo hidtiedoratério de
Epidemiologia de Plantas, UFRGS, 2010.
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Os seis isolados dE. verticillioides apresentaram média de eficiéncia de
infeccdo de sementes de 1,8%, valor bastante onfeo observado para os isolados
de F. graminearungue apresentaram média de 44,4%, com variacao @elD0%
(Figura 12A).

Quando comparados os grupos dentrd-dgraminearum os isolados NIV
apresentaram a mais alta eficiéncia de infeccad%)0dentre os gendtipos
tricotecenos, porém com alta variacéo entre oadesl desse grupo (Figura 12B). Por
exemplo, os dois isolados 15-ADON apresentaram andeli37,5% de eficiéncia de

infeccao(Figura 12B).
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FIGURA 12. Eficiéncia média de infec¢do (incidéndm sementes na classe mais
alta de infeccédo - semente totalmente colonizadasegundo dia de
incubacdo) de sementes de milho (hibrido Pionedt530 - por
isolados agrupados por espéci€s:verticillioides (6 isolados) eF.
graminearum (6 isolados) (A) ou agrupados em dois gendétipos
tricotecenos: 15-acetildesoxinivalenol (2 isoladas) nivalenol (4
isolados) dentro d&. graminearum(B). No diagrama de caixas, o
retangulo representa o intervalo interquartilic@®bdos dados), a linha
dentro do retangulo representa a mediana e asslimheejadas e 0s
pontos (valores discrepantes) acima e abaixo da,capresentam 0s
50% restantes da distribuicdo. Laboratério de Hpidmgia de
Plantas, UFRGS, 2010.
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4.4.1.4 Reducgao da viabilidade de sementes

Na testemunha ndo inoculada, a viabilidade médialéo86%. Conforme
evidenciado pela analise @eviance os isolados agrupados segundo a espécie nao
se diferenciaram quanto a capacidade de afetartiveeg@nte a viabilidade das
sementes inoculadas com os mesmos, apresentando geéal de 72,5% de reducao
da viabilidade em relacéo a testemunha nao incaukadnhaior amplitude de variacao

foi observada entre os isoladosHeverticillioides(50 a 85%) (Figura 13A).
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FIGURA 13. Redugédo meédia da viabilidade de semeteesiilho (hibrido Pioneer
30F53), em relacdo a testemunha ndo inoculada,dquenoculadas
com isolados agrupados por espédtesierticillioides(6 isolados) d-.
graminearum(6 isolados) (A) ou para dois gendétipos tricotesern 5-
acetildesoxinivalenol (2 isolados) e nivalenol ¢dlados) dentro dE.
graminearum(B). No diagrama de caixas, o0 retangulo representa
intervalo interquartilico (50% dos dados), a lirdentro do retangulo
representa a mediana e as linhas tracejadas e rissp¢valores
discrepantes) acima e abaixo da caixa, represevdad% restantes da
distribuicdo. Laboratorio de Epidemiologia de PdantUFRGS, 2010.

Dentre os isolado§. graminearum a maior reducao foi promovida pelos
isolados do gendtipo NIV (média de 80%), seguiddl8ADON (73,4%) (Figura
13B). Para os quatro isolados NIV, foi observad@&mamplitude de variacéo, de 35

a 100%, seguido de 15-ADON com valores entre 58%6.9
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4.4.1.5 Reducédo da emergéncia de plantulas

Na testemunha, a média de emergéncia de plantoladef88%. Os seis
isolados deF. verticillioides reduziram a emergéncia em média 65,71%, valor
inferior ao observado nos isolados legraminearumque apresentaram 50% dos
valores de reducao entre 70 e 100%. Dentro de esuizcie a amplitude de variacao

foi semelhante, com valores situando-se entre 3é6 (Figura 14A).
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FIGURA 14. Reducdo meédia da emergéncia de plantdasilho (hibrido Pioneer
30F53), em relagdo a testemunha ndo inoculada,dqueroculadas
com isolados agrupados por espédieserticillioides(6 isolados) d-.
graminearum(6 isolados) (A) ou para dois gendétipos tricotesern5-
acetildesoxinivalenol (2 isolados) e nivalenol ¢dlados) dentro dE.
graminearum(B). No diagrama de caixas, o retangulo representa
intervalo interquartilico (50% dos dados), a lidentro do retangulo
representa a mediana e as linhas tracejadas e rissp¢valores
discrepantes) acima e abaixo da caixa, represerdad0% restantes da
distribuicdo. Laboratério de Epidemiologia de PéantUFRGS, 2010.

Entre os isolados dE. graminearum as maiores reducdes de viabilidade
foram promovidas pelos isolados NIV e 15-ADON, ceaores acima de 70%, com
excecdo de um isolado NIV, evidenciado pela cant&ior da distribuicdo (Figura

14B).
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4.4.1.6 Agressividade em colmos

Todos os isolados mostraram-se patogénicos corac@@s na agressividade
determinada pelo comprimento das lesdes, as quad®minantemente se situaram
acima do ponto de inoculacdo. A média geral do congmto das lesdes foi de 2,3

cm, com variacdo de 1,16 a 8,30 cm entre os 12dsslavaliados.

FIGURA 15. Teste de agressividade em colmos deoniitiibrido Pioneer 30F53):
Testemunhas (A), inoculagcdo com palitos, de placdas 20 dias, com
isolados dé-usarium(B, C e D). Tamanho de lesdo em colmo de milho
inoculado com o isolado 07FgNiv da espégiesariumgraminearum
com genotipo tricoteceno nivalenol (E e F). Labanat de
Epidemiologia de Plantas, UFRGS, 2010.

Na comparagdo das espéci€s,verticillioides induziu tamanho médio de
lesbes igual a 1,65 cm, enquanto que para os &®kdeF. graminearumeste valor

foi de 2,88 cm, mostrando uma mais alta agressieid@igura 16A).0 isolado

08FgNiv, deF. graminearum foi 0 que apresentou maior tamanho meédio de lesédo

(8,3 cm) (Tabela 9; Figura 15E e F), enquanto qusolado 07FgNIV, apresentou
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meédia de 1,1 cm, destacando a grande variacdooddesse grupo de isolados
(Figura 16B). J4 os demais gendtipos tricotecemdsziram lesdes variando de 1,4 a

2,3 cm de comprimento.

Compimento médio da les&o em colmos (cm)
Compimento médio da les&do em colmos (cm)
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FIGURA 16. Comprimento da lesdo em colmos de ptadeamilho (hibrido Pioneer
30F53) de 30 dias, inoculadas aos 20 dias apéamigl com isolados
Fusarium verticillioides(6 isolados x 5 repeticbes)Fe graminearum
(6 x 5) (A) e de isoladoB. graminearumagrupados segundo genoétipos
tricotecenos 15-acetildesoxinivalenol (2 x 5) eatewnol (4 x 5) (B). No
diagrama de caixas, o retangulo representa o alteimterquartilico
(50% dos dados), a linha dentro do retangulo reptasa mediana e as
linhas tracejadas e os pontos (valores discrepaatéma e abaixo da
caixa, representam os 50% restantes da distribulc@ooratorio de
Epidemiologia de Plantas, UFRGS, 2010.

4.4.2 Analise multivariada

A andlise de componentes principais (ACP) e a smalie agrupamentos
permitiram a identificacdo de algumas variaveisntde todas avaliadas, que
caracterizaram os isolados e os classificaram tkvaam consideracdo todas as
caracteristicas mensuradas. A ACP mostrou queisgpdmeiros eixos (CP1 e CP2)
descreveram 65,92% da variancia total, com os aldms dos respectivos
componentes superiores a 1, o que permitiu sirogtifos resultados em dois eixos

(ou dois componentes principais) (Tabela 10). Umeieo eixo, representado pela
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DL50 ao fungicida tebuconazole explicou 16,77% aiaéwcia total, mas, no entanto,
por ndo apresentar autovetor superior a 1 e paculldr a observacdo dos
agrupamentos, nao foi utilizado na representac&oeikos principais (dados néo

apresentados), mantendo-se apenas 0s dois primemgmnentes.

TABELA 10. Andlise de componentes principais para variavers igpresentam
caracteristicas fisiolégicas e patogénicas em uopayrde doze
isolados fungicos, sendo seis Hasarium verticillioidese seis de
Fusarium graminearum

Variavel CP* CP

Autovalores 2,727 1,22

% Variancia 45,45 20,47
TCM Taxa de crescimento micelial (mm/dia) 0,467 -0,176
DL50  DL50 tebuconazole 0,429 -0,058
EIS Eficiéncia de infeccédo de sementes (%) 0,486 0,126
RVS Reducao da viabilidade de sementes (%) 0,258 0,661
REMER Reducédo de emergéncia de plantulas (%) 0,516 -0,002
TLC Agressividade em colmos (mm) 0,177 -0,716

TCM — Taxa de crescimento micelial; EIS — Eficiénde infecgdo de sementes; RVS — Reducéo
relativa da viabilidade de sementes; REMER — Remluehativa da emergéncia de plantulas; TLC —
Tamanho da leséo no colmo e DL50 teb — Dose létdiestebuconazole.

YAutovalores e variancia associados aos componentes;

*Componentes principais;

“Autovetores das varidveis de caracterizacdo ddadige deFusarium spp. onde as varidveis em
negrito correspondem a 45,45% e a 20,47% da vaai@lus descritores originais dos dois primeiros
componentes, respectivamente.

Os maiores autovalores para o componente 1 e 26(@&5 0,716) foram
determinados para as variaveis reducdo da viatididtas sementes e tamanho de
lesdo no colmo, respectivamente (Tabela 10). Alés chaiores autovetores, a
correlacéao significativa com os respectivos eixbasbgla 10 e Figura 17A), indica
que essas duas variaveis podem ser utilizadasraet@azacdo dos isolados (Tabela
11). A correlacao significativaP€0,05) entre algumas variaveis, como a TCM e
DL50 Teb (r=0,64) (Tabela 11), indica colinearidaaére as variaveis, justificando o

uso da analise multivariada.
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Tendo-se uma correlacdo positiva entre CP1 e adedde viabilidade das
sementes e correlacdo negativa entre CP2 e tantenhesdo no colmo, na Figura
17B os isolados posicionados a direita do eixo terd@naram alta reducao na

viabilidade e, aqueles posicionados abaixo do ejxuoaiores valores de tamanho de

lesdo em colmos (Figura 17B).

TABELA 11. Coeficiente de correlacdo entre as wamiia € componentes principais

da caracterizagdo fisiolégica e patogénica em um grdpodoze

isolados, sendo seis disarium verticillioidese seis dd~usarium
graminearum

VariaveiSs CP, CPR, CP3 TCM EIS RVS REMER TLC Dt'fbo
CP, - - - - - - - - -
CP, - - - - - - - - -
CP, - - - - - - - - -
TCM 0,77 -0,19 0,36 - - - - - -
EIS 0,80 0,14 0.25 0,44 . - . } )
RVS 0,43 -0,31 0.31 0,21 0,35 - - - -
REMER 0,85 -0,01 0'31 0,40 0,71 0,38 - - -
TLC 0,28 -0,79 0.47 0,27 0,14 -0,21 0,34 - -
DL50 teb 071 -0,06 0,64 ,soue 0.36 0,05 0,48 -0,04 -

“Variaveis: CR, CP, e CR — componentes principais 1, 2 e 3; TCM — Taxarésamento micelial;
EIS — Eficiéncia de infeccdo de sementes; RVS —uB&al relativa da viabilidade de sementes;

REMER - Redugéo relativa da emergéncia de plantlila8 — Tamanho da lesdo no colmo e DL50
teb — Dose letal 50 de tebuconazole.

" Coeficientes de correlacdo linear Bearsonentre as variaveis de caracterizacdo dos isolddos

Fusarium sppe componentes principais. Valores em negritoespondem a correlacfes significativas
(P<0,05).

Associada a esta ordenacao, a analise de agrugaidentificou trés grupos
nitidos. No primeiro, todos os isolados Eeverticillioides foram agrupados num
anico grupo, onde também se inclui um isolado NDVsegundo grupo foi composto
por dois isolados NIV. Finalmente, em um terceingpg, um isolado NIV e os dois
isolados 15-ADON (Figura 17B). Os grupos formadosarizam e destacam a maior

uniformidade observada entre os isolados Fle verticillioides e a grande
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heterogeneidade entre os isoladosFdeggraminearum que teve representantes em

cada um dos grupos formados.
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FIGURA 17. Ordenacdo das variaveis de caractenzdisiologica e patogénica,
onde TCM - taxa de crescimento micelial; EIS — i@ficia de
infecgdo de sementes; RVS - redugdo da viabilidd®lesementes;
REMER - reducdo da emergéncia de plantulas; TL@mabho da
lesédo no colmo e DL50 teb — dose de tebuconazglea@fkupamento
de 12 isolados, sendo seisFlesarium verticillioideqFv) e seis dé&.
graminearum(Fg) representantes de dois gendtipos tricotec@ps
Cada simbolo geométrico em B identifica um agrupdme
Laboratério de Epidemiologia de Plantas, UFRGS0201

A taxa de crescimento micelial foi avaliada para ieslados deF.
verticillioides e F. graminearumsob condi¢cées de escuro continuo e 25°C. Nessas
condicOes, todos os isolados [egraminearumapresentaram maior velocidade de
crescimento (atingindo a borda da placa no quird) ém comparacédo aos isolados
de F. verticillioides Previamente, Devi & Singh (1994) observaram maior
crescimento deF. graminearumsob essas condigcbes de incubacdo. Dados da

literatura mostram que as duas espécies diferem@aa temperaturas 6timas para o

crescimento, sendo que a temperatura aqui avakestaria mais proxima da
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temperatura Otima pafa. graminearumdo que parér. verticillioides cujo 6timo
estaria na faixa de 30°C (Munkvold, 2003).

Quanto aos genotipos tricotecenod-dgraminearumnao foram encontrados
na literatura efeitos dessa caracteristica no ionesto micelial. Quanto aos isolados
de F. verticillioides os valores de taxa de crescimento sdo proximaeles)
observados por Teixeirt al. (2001) que, avaliaram um isolado [eeverticillioides
oriundo de graos de milho, obtiveram taxa médiacr@scimento micelial de 10,3
mm/dia nas mesmas condi¢des (escuro continué@)25

Os isolados dé. verticillioides mostraram-se extremamente mais sensiveis
ao fungicida tebuconazole quando comparados adsdes deF. graminearum
sugerindo que a DL50 € menor que 0,01 ppm, poishodwe crescimento nessa
dose. Nao foram encontrados dados na literaturee s#Ensibilidade de isolados da
espécieF. verticillioides a fungicidas triazéis, sendo este possivelmentemejro
relato no Brasil. Os isolados NIV apresentaram DU8@ vezes inferior aos isolados
15-ADON que foram, por conseguinte, 0s menos seissiizsse resultado concorda
com dados preliminares de sensibilidade ao tebwteraxaliada em um conjunto de
isolados com gendtipo 15-ADON e NIV #e graminearunopbtidos do trigo, em que
0 segundo apresentou mais alta sensibilidade (@rekeRt al, 2010).

Popula¢des dE. graminearummenos sensiveis a fungicidas do grupo triazol
ja foram relatadas por outros autores. Por exenBaoheret al (2010) compararam
seis isolados crescidos em ciclos sucessivos em deecultura suplementado com
tebuconazole, com um isolado parental. Os autoteserearam reducdes de
sensibilidade com DL50 variando de 0,14 no pareatél 1,52 ppm nos isolados

menos sensiveis.
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A menor sensibilidade de isolados 15-ADON verifeadesse estudo,
confirmando os resultados obtidos com populacddsgm sugerem que estes fazem
parte de uma mesma populacdo patogénica para ascdliaras, favorecido pela
sucessao de culturas e manutencédo do inéculo ha.pdb entanto, no trigo, as
populacdes dd-. graminearumsao predominantemente (~92%) de isolados 15-
ADON, enquanto que no milho se observou uma doroinade isolados NIV. E
possivel que uma pressao de selecdo esteja seadtdaxnas populacdes do trigo
com 0 uso mais intenso de tebuconazole nos Ultamaos com a ressurgéncia da
giberela, ao contrario do milho em que o manejo dongicidas direcionados ao
controle de giberela é pouco utilizado. Mais essusi®o necessarios para esclarecer
se 0 manejo com fungicida afeta decisivamente &@ntita populacional dos
genotipos tricotecenos dE. graminearumou se existe especificidade para o
hospedeiro (trigo ou milho) para isolados NIV ouWAIBON, conforme demonstrada
em outros estudos em que se observou maior agdsssvde isolados NIV em milho
do que em trigo (Desjardins, 2006).

Quanto as variaveis relacionadas as caracteristegmtogenicidade, houve
um comportamento relativamente consistente entrésalados, evidenciado pela
formacdo de trés grupos nitidos segundo a analittevariada.

Todos os isolados se mostraram patogénicos e anfeotas sementes, com
consequente impacto negativo na viabilidade dasnaesem substrato de papel e
emergéncia de plantulas em substrato, bem comolanizacdo de colmos de
plantulas de 20 dias.

A importancia relativa d&usariumspp. associadas com sementes de milho
ou no solo tem sido objeto de estudo por variosrast porém com resultados

conflitantes. Normalmenté&;. verticillioidesé a espécie mais comumente encontrada
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em sementes, mas em alguns casos, seu efeitohilida@de de sementes foi minimo
ou nulo, enquanto que em outros resultou em banergéncia e fraco crescimento
de plantulas (Kommendahl & Windels, 1984).

A reducéo da viabilidade observada nesse estudaofaedor de 70% para
ambas as espécies, valor extremamente alto quamwehpacado aos resultados
relatados por Munkvold & O'Mara (2001). Esses asgondo observam efeito
negativo na viabilidade de sementes depositadagplaoas com colbnias de seis
espécies dd-usarium recuperadas de plantas de milho. No presente egstud
significativo efeito negativo na viabilidade pod® slevido ao alto nivel de inéculo
resultante do método de inoculacdo em que as sesnéarm expostas por cinco
dias em condicdo de restricdo hidrica do subst@atienta-se que as testemunhas
nao inoculadas também passaram pela mesma coneighantiveram niveis de
viabilidade acima de 83%, minimizando, dessa foroma, possivel efeito dessa
condicdo na germinacao.

Durante a avaliacdo da viabilidade das sementesulexas, todas
apresentaram colonias tipicas do isolado inoculddim. entanto, sugere-se que
diferencas percebidas entre os isolados quantwiéngfia de infeccdo, determinada
pela incidéncia de sementes totalmente colonizadasegundo dia, seja um reflexo
do in6culo inicial como resultado da agressividadésolado. Nesse sentido, isolados
de F. graminearumforam 0s que apresentaram maior eficiéncia decgaf® de
sementes comparaddraverticillioides Por outro lado, isolados dfe graminearum
também foram os que mostraram maior taxa de crestimmicelial, o que pode ter
influenciado na determinacéo dessa caracteristizauez que, em dois dias, &@5
os isolados d&. graminearunpodem ter crescido mais rapidamente do que és de

verticillioides e ndo pelo fato de ter maior massa flngica rexviontda semente, o
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que nao foi possivel de se determinar nesse estugaurtir do sexto dia todas as
sementes estavam uniformemente colonizadas, oafleege relacionar ao tempo de
crescimento suficiente para o fungo colonizar tog&te a semente, mesmo com
menor nivel inicial de indculo.

Ainda no estudo de Munkvold & O Mara (2001), serasrde milho de dois
hibridos mostraram maior reducédo de emergéncidatguas em substrato quando
inoculadas com os isolados de graminearum(~40 a 50%), do que corh.
verticillioides (~1 a 5%), concordando com os resultados aqui @btgiando da
comparacao das espécies, porém com valores massdaltreducdo e maior variacédo
entre os isolados de graminearumem funcdo do genotipo tricoteceno. Em estudo
realizado por Damiconet al (1988), isolados d&. verticillioides inoculados em
graos de aveia e plantados junto as sementes d® md campo reduziram a
emergéncia de plantulas em niveis de 26 a 46%, m&nando, assim como no
presente estudo, o impacto desse patdgeno na cedagstande a qual foi atribuida
ao apodrecimento das sementes e tombamento denprgéncia, naquele estudo.

Todos os isolados causaram les6es no colmo a garfionto de inoculacao
com ferimento, com crescimento predominante aciess@ mensuradas aos 10 dias
apos a inoculacdo. Da mesma forma, Damieirad (1988) observaram que isolados
de F. verticillioides retirados de colmo milho ou desparagus causaram lesfes de
comprimento ao redor de 2cm acima e abaixo do pdatanoculacdo usando a
mesma metodologia, porém avaliado aos 14 dias.addiné & Leslie (1999),
avaliando a agressividade de quatro isoladog-.deerticillioides inoculados pelo
método do palito em colmo de plantas de dois hibkride milho, na fase de
pendoamento, observaram que todos os isolados raausi@sdes nos colmos,

variando de 13 a 22 cm, em comparacéo a testenguehado apresentou leséo.
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Com excecdo de um isolado NIV de graminearumque apresentou
destacada agressividade no colmo produzindo leb&€s a seis vezes maiores que
os demais isolados, todos mostraram comportamentelkante, produzindo lesées
de aproximadamente 1 a 2,5 cm. Na literatura s@asees os trabalhos, que
comparam conjuntamente caracteristicas de agréade/i dessas duas espécies
causando podriddo em colmo e/ou em espigas, painognte pard. graminearum
Miedaneret al, (2010), em um estudo de campo conduzido na Albmaavaliaram
isolados do tipo DON e NIV dé. graminearume F. verticillioides usando
inoculacéo através do estigmas de 5 a 7 dias apii@rescimento em hibridos
suscetiveis e resistentes de milho. Os autoreswalnaen que a média de severidade
de giberela causada pelos isolado$dgraminearunprodutores de DON foi a mais
alta (62,9%), seguido dos produtores de NIV (24,280)o0r isolados de-.
verticillioides (9,8%).

A analise de agrupamento dos genotipos por andlidévariada utilizada
neste trabalho permitiu discriminar os isoladostgga grupos, mostrando coeréncia
com os resultados observados na analise univagal@gando a classificacdo dos
isolados dd-. verticillioidesem um mesmo grupo, juntamente com um isolade. de
graminearumque foram os menos agressivos dentre os avaliados

Andlise multivariada foi utilizada previamente erstuglos com outros
patossistemas, mas objetivando a classificacdo ultevates quanto a reacdo a
doencas como ferrugem asiatica da sBjgakopsora pachyrhizbyd) (Santo®t al,
2007), ferrugem-da-folha da aveR. (coronata f.sp. avend&raser & Led.) (Vieiraet
al., 2006), e o virus da mancha anelar do mamopapaya ringspovirus type P.,
PRSV-P) (Mora-Aguilerat al, 1996). A analise de componentes principais garmi

a identificagdo das variaveis, no caso agressieidach colmos e reducdo da
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emergéncia, que sintetizam o comportamento dosadesl em relacdo as
caracteristicas fisioldgicas e patogénicas. Pakeda & Jendrulek (1988) a analise
multivariada é vantajosa, pois permite a classjicados objetos, no caso do presente
estudo os isolados, por um conjunto numerico dleuatrs, no caso, relacionados com
caracteristicas fisiologicas e patogéncias, o qdiéi@l de ser realizado pela analise
univariada onde diferentes grupos podem ser forspda cada variavel.

No presente estudo, fica evidente o méitoesse agressividade dos isolados
de F. graminearuncomparado aos de. verticillioides nas condi¢cdes avaliadas. No
entanto, o fato de se ter observado uma baixa |presia e incidéncia dé-.
graminearumnas amostras de campo coletadas em dois anosyese @utros fatores
gue nao exclusivamente as caracteristicas fisicddge patogénicas aqui avaliadas,
mas sim com a epidemiologia dessas duas doencadifgteam em relacéo as fontes
de inéculo, mecanismos de dispersdao e vias de c@decEnquanto que-.
graminearumtem nos estigmas a sua principal via de infecEawerticillioides se
utiliza dos estigmas, ferimentos causados por dsset transmissdo sistémica por
sementes ou raizes (Munkvoéd al, 1997). Variagcbes entre dominancia dessas
espécies em diferentes regides produtores de nathoredor do mundo séo
influenciadas decisivamente pelas condicbes cloagti ondeF. graminearumeé
normalmente mais comum em climas subtropicais @eemdos. Dessa forma, nao
surpreendentemente, o0s isolados de graminearum foram encontrados
predominantemente em amostras de milho das reg@iemas do nordeste do estado
do Rio Grande do Sul, que apresentam maior altéuclana mais ameno comparado
as demais regides. Futuros trabalhos deverdois#s fmra elucidar caracteristicas de
patogenicidade e agressividade de isolados de aasbaspécies, ou mesmo outras

nao avaliadas comé&. subglutinanse F. proliferatum causando podriddes em
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espigas para os hibridos mais comumente utilizadosegidao Sul do Brasil, bem

como sua contribuicdo na contaminagcdo com micoaeXims graos.



5 CONCLUSOES

Espécies fungicas dos complexdibberella fujikuroie G. zeaeocorrem em graos
de milho produzidos no estado do Rio Grande do &ui destaque parg.
fujikuroi em mais alta frequencia.

Fumonisina B1 e B2 estdo presentes nas amostreampem niveis abaixo dos
limites tolerados segundo a regulamentagéo.

Fusarium verticillioides a espécie dominante dentre as trés principaisigplexo
G. fujikuroi em milho, seguido dE&. subglutinanse F. proliferatum sendo que a
maioria dos isolados analisados possui o genetiw@adia sintese de fumonisinas.
Fusarium graminearunocorre em baixa prevaléncia nas amostras de giéos
milho, sendo que a maioria dos isolados apreseg&n6tipo tricoteceno nivalenol,
seguindo do gendtipo 15-acetildesoxinivalenol e&ilesoxinivalenol.

Isolados déF. graminearunno geral mostraram mais alfiltnesse agressividade
comparados aos de verticillioides,porém com maior variacdo entre os isolados da
primeira espécie na taxa de crescimento micelaisibilidade ao tebuconazole e
efeitos em germinacdo de sementes e emergéncidadalas, em funcdo do

genaotipo tricoteceno, especialmente para aquelasggemotipo nivalenol.
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APENDICE 1. Informagbes para a cole¢do de 304 deslale populacbes obtidas de grdos
de milho das safras 2008/09 e 2009/10 e 23 munkigdo estado do Rio

Grande do Sul.

PCR
Cadigo Gendti
dos Municipio Safra M R F§  F RS €notipo

: toxigénico
isolados

09Mi001 Eldorado do Sul 2008/09 Fv - - -
09Mi002 Eldorado do Sul 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi003 Eldorado do Sul 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi005 Casca 2008/09 Fg + - - - FUM+
09Mi006 Eldorado do Sul 2008/09 Fp/Fv + - - - FUM+
09Mi007 Eldorado do Sul 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi008 Eldorado do Sul 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi009 Vacaria 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi010 Vacaria 2008/09 Fg - - - + 15-ADON
09Mi011 Vacaria 2008/09 Fg - - - + 15-ADON
09Mi012 Vacaria 2008/09 Fp + - - - -
09Mi013 Vacaria 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi014 Vacaria 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi015 Vacaria 2008/09 Fg - + - - NIV
09Mi016 Vacaria 2008/09 Fp + - - - -
09Mi017 Vacaria 2008/09 Fg + - - - FUM+
09Mi018 Vacaria 2008/09 Fg + - - - FUM+
09Mi019 Bom Jesus 2008/09 Fs - + - - -
09Mi020 Vacaria 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi021 Bom Jesus 2008/09 Fg - - - + NIV
09Mi022 Bom Jesus 2008/09 Fg + - - -
09Mi023 Bom Jesus 2008/09 Fg - - - + NIV
09Mi025 Vacaria 2008/09 Fg - - - + 3-ADON
09Mi026 Bom Jesus 2008/09 Fg - - - + NIV
09Mi027 Bom Jesus 2008/09 Fs - + - - -
09Mi028 Casca 2008/09 Fv + - - - -
09Mi029 Casca 2008/09 Fg + - - - -
09Mi030 Casca 2008/09 Fv - + -
09Mi031 Casca 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi032 Caxias do sul 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi033 Caxias do sul 2008/09 Fg - - - + -
09Mi034 Caxias do sul 2008/09 Fg - - - + NIV
09Mi035 Caxias do sul 2008/09 Fg - - - + -
09Mi036 Caxias do sul 2008/09 Fg - - - + -
09Mi037 Coxilha 2008/09 Fv - - - + -
09Mi038 Coxilha 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi039 Coxilha 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi040 Coxilha 2008/09 Fp + - - - FUM+
09Mi041 Coxilha 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi042 ltaara 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi043 ltaara 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi044 ltaara 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi045 Itaara 2008/09 Fs + - - - FUM+
09Mi046 ltaara 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi047  Julio de Castilhos  2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi048 Julio de Castilhos  2008/09 Fp + - - - FUM+
09Mi049  Jdulio de Castilhos  2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi050  Julio de Castilhos  2008/09 Fv + - - - FUM+



113

continuacdo APENDICE 1. Informacdes para a coled@a304 isolados de populacées
obtidas de grdos de milho das safras 2008/09 e/2D@923
municipios do estado do Rio Grande do Sul.

PCR
Cadigo Gendti
dos Municipio Safra M R F§  F RS €notipo
. toxigénico
isolados
09Mi051 Julio de Castilhos  2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi052 Lagoa Vermelha  2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi053 Lagoa Vermelha  2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi054 Lagoa Vermelha  2008/09 Fg - - - + -
09Mi055 Lagoa Vermelha  2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi056 Lagoa Vermelha  2008/09 Fv + - - - -
09Mi057 Passo Fundo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi058 Passo Fundo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi059 Passo Fundo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi060 Passo Fundo 2008/09 Fs + - - - FUM+
09Mi062 Passo Fundo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi063 Passo Fundo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi064 Passo Fundo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi065 Passo Fundo 2008/09 Fp/Fv + - - - FUM+
09Mi066 Passo Fundo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi067 Portéo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi068 Portéo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi069 Portéo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi070 Portdo 2008/09 Fp/Fv + - - - FUM+
09Mi071 Portdo 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi072 Santa Maria 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi073 Santa Maria 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi074 Santa Maria 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi075 Santa Maria 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi076 Santa Maria 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi077  Sao Jodo da Urtiga 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi078  Sao Jodo da Urtiga 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi079  Sao Jodo da Urtiga 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi080  Sao Jodo da Urtiga 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi081  Sao Jodo da Urtiga 2008/09 Fv + - - - FUM+
09Mi082 Boa _VisNta das 2008/09 Fv + i ) i FUM+
Missdes
. Boa Vista das 2008/09
09MI083 MissBes ND* ) * ) ) )
09Mi084 Boa _VisNta das 2008/09 Fg ) ) i + NIV
Missdes
09Mi085 Boa .Vis~ta das 2008/09 Fg ) ) i + NIV
Missdes
. Boa Vistadas  2008/09
09Mi087 MissBes ND * ) ) ) )
09Mi088 Boa .Vis~ta das 2008/09 + i ) i FUM+
Missoes Fv
. Boa Vista das 2008/09
09MI089 MissBes ND * ) ) ) )
09Mi091 Boa _VisNta das 2008/09 + i ) i FUM+
Missdes Fv
09Mi092 Boa Vista das 2008/09 + i ) i FUM+

Missbes Fv
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continuacdo APENDICE 1. Informacdes para a coled@a304 isolados de populacdes
obtidas de grdos de milho das safras 2008/09 e/PD@923
municipios do estado do Rio Grande do Sul.

PCR
Cadigo Gendti
dos Municipio Safra M R F§  F RS €notipo
. toxigénico
isolados
09Mi093 Boa _VisNta das 2008/09 ) + ) i i
Missdes Fs
09Mi094 Boa .Vis~ta das 2008/09 Fv + i ) i FUM+
Missdes
09Mi095 Boa .Vis~ta das 2008/09 Fv + i ) i FUM+
Missdes
09Mi096 Boa .Vis~ta das 2008/09 Fv + i ) i i
Missdes
09Mi097 Capéo do Ledo 2008/09 Fg + - - - -
09Mi098 Capéo do Ledo 2008/09 Fg + - - - -
09Mi099 Capao do Leédo 2008/09 Fg - - - + 15-ADON
09Mi100 Capéo do Ledo 2008/09 ND + - - - -
09Mi101 Capéo do Ledo 2008/09 Fs + - - - -
10Mi001 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi002 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi003 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi004 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi005 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi006 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi007 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi008 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi009 Cruz Alta 2009/10 Fv - - + - -
10Mi010 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi011 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi012 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi013 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi014 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi015 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi016 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi017 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi018 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi019 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi020 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi021 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi022 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi023 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi024 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi025 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi026 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi028 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi029 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi030 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi031 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi032 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi033 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi034 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi035 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi036 Cruz Alta 2009/10 Fv/Fs + - - - FUM+
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continuacdo APENDICE 1. Informacdes para a coled@a304 isolados de populacées
obtidas de grdos de milho das safras 2008/09 e/2D@923
municipios do estado do Rio Grande do Sul.

PCR

Cadigo Gendti

dos Municipio Safra M R F§  Fg o €notipo
. toxigénico
isolados
10Mi037 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi038 Cruz Alta 2009/10 Fv/Fs + - - - FUM+
10Mi039 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi040 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi041 Cruz Alta 2009/10 Fv - - + - -
10Mi042 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi043 Cruz Alta 2009/10 Fg + - - - FUM+
10Mi044 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi045 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi046 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi047 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi048 Cruz Alta 2009/10 Fv/Fs + - - - FUM+
10Mi049 Cruz Alta 2009/10 Fv/Fs - - - - -
10Mi050 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi051 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi052 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - -
10Mi053 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi054 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi055 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi056 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi057 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi058 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi059 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - -
10Mi060 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - -
10Mi061 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi062 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi063 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi064 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi065 Cruz Alta 2009/10 Fv - - - - -
10Mi066 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi067 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi068 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi069 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi070 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi071 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - -
10Mi072 Cruz Alta 2009/10 ND + - - - -
10Mi073 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi074 Cruz Alta 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi075 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi076 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi077 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi078 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi079 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi080 Encantado 2009/10 Fg + - - - -
10Mi081 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi082 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi083 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi084 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi085 Encantado 2009/10 Fv + - - - FUM+
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continuacdo APENDICE 1. Informacdes para a coled@a304 isolados de populacées
obtidas de grdos de milho das safras 2008/09 e/PD@923

municipios do estado do Rio Grande do Sul.

PCR
Cadigo Gendti
dos Municipio Safra M R FE Fof €notipo
. toxigénico
isolados
10Mi086 Machadinho 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi087 Machadinho 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi088 Machadinho 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi089 Machadinho 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi090 Machadinho 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi091 Machadinho 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi092 Tupancireta 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi094 Tupancireta 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi095 Tupancireta 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi096 Tupancireta 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi097 Trés Passos 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi098 Trés Passos 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi099 Trés Passos 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi100 Trés Passos 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi101 Trés Passos 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi102 Trés Passos 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi103 Eldorado 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi104 Eldorado 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi105 Eldorado 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi106 Eldorado 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi107 Eldorado 2009/10 Fg + - - -
10Mi108 Eldorado 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi109 Boa Vista do 2009/10 Fs + ) i FUM+
Cadeado
10Mi110 Boa Vista do 2009/10 Fv + i i FUM+
Cadeado
10Mi111 Boa Vista do 2009/10 Fv + i i FUM+
Cadeado
10Mi112 Boa Vista do 2009/10 Fv + i i FUM+
Cadeado
10Mi113 Boa Vista do 2009/10 Fv + i i FUM+
Cadeado
10Mi114 Boa Vista do 2009/10 Fv + i i FUM+
Cadeado
10Mi115 Boa Vista do 2009/10 Fv + i i FUM+
Cadeado
10Mi116 Casca 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi117 Casca 2009/10 Fg + - - -
10Mil118 Casca 2009/10 Fg + - - FUM+
10Mi119 Casca 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi120 Casca 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi121 Casca 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi122 Casca 2009/10 Fg + - - FUM+
10Mi123 Casca 2009/10 Fs + - - FUM+
10Mi124 Casca 2009/10 Fg + - - FUM+
10Mi125 Casca 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi126 Casca 2009/10 Fg + - - FUM+
10Mi127 Casca 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi128 Verandpolis 2009/10 Fs + - - FUM+
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PCR

Cadigo Gendti

dos Municipio Safra M R F§  F RS €notipo
: toxigénico
isolados
10Mi129 Veranopolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi130 Veranopolis 2009/10 Fg + - - - -
10Mi131 Verandpolis 2009/10 Fs - - - - FUM+
10Mi132 Verandpolis 2009/10 Fs + - - - -
10Mil133 Verandpolis 2009/10 Fs + - - - -
10Mi134 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - -
10Mi135 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mil136 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi137 Veranopolis 2009/10 Fg + - - - -
10Mi138 Veranopolis 2009/10 Fs + - - - -
10Mi139 Veranopolis 2009/10 Fs + - - - -
10Mi140 Veranopolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi141 Veranopolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi142 Veranopolis 2009/10 Fg + - - - -
10Mi143 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi144 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi145 Verandpolis 2009/10 Fs + - - - FUM+
10Mil146 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi147 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi148 Veranopolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi149 Veranopolis 2009/10 Fs + - - - FUM+
10Mi150 Veranopolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi151 Santa SBlzjllrbara do 2009/10 Fv + i i i FUM+
10Mi152 Santa SBlzjtlrbara do 2009/10 Fv + i i i FUM+
10Mi153 Santa SBlzjtlrbara do 2009/10 Fv + i i i FUM+
10Mi154 Santa SBlzjtlrbara do 2009/10 Fs ) ) i i FUM+
10Mi155 Santa Slerbara do 2009/10 Fv + i i i FUM+
10Mi156 Santa SBlzjllrbara do 2009/10 Fv + i i i i
10Mil157 Veranopolis 2009/10 Fv - - - - FUM+
10Mi158 Veranopolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mil161 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi162 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - -
10Mil163 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi164 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi165 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi166 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi167 Veranopolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mil168 Veranopolis 2009/10 Fg - - - - -
10Mi169 Veranopolis 2009/10 Fg + - - - FUM+
10Mi170 Veranopolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi171 Veranopolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
10Mi172 Veranopolis 2009/10 Fv - + NIV
10Mi173 Verandpolis 2009/10 Fv + - - - FUM+
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PCR
Cadigo Gendti
dos Municipio Safra M R FE Fof €notipo
. toxigénico
isolados
10Mi174 Veranopolis 2009/10 Fv + - - -
10Mi175 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi177 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi179 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi180 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi182 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi183 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi184 Verandpolis 2009/10 Fv + - - -
10Mi185 Veranopolis 2009/10 Fv - - - -
10Mi186 Veranopolis 2009/10 Fv - - + -
10Mi187 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi188 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi189 Veranopolis 2009/10 Fv - - - FUM+
10Mi190 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi191 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi192 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi193 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi194 Verandpolis 2009/10 Fs - - - -
10Mi195 Verandpolis 2009/10 Fs - - - -
10Mi196 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi197 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi198 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi199 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi200 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi201 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi202 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi203 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi204 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi205 Verandpolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi206 Verandpolis 2009/10 Fg + - - FUM+
10Mi207 Verandpolis 2009/10 Fv - - + -
10Mi208 Veranopolis 2009/10 Fv - - + -
10Mi209 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi210 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi211 Veranopolis 2009/10 Fv + - - FUM+
10Mi212 Veranopolis 2009/10 Fs - - - -
10Mi214 Verandpolis 2009/10 Fs - - - -
10Mi215 Verandpolis 2009/10 Fs - - -
10Mi217 Veranopolis 2009/10 Fv + - FUM+

IM? — identificacdo morfologica, Bv-F. verticillioides FS — F subglutlnanstd F.

proliferatum Fd —F. graminearumND — nédo determinado, FUM+ — Fumonisina, NIV —

Nivalenol, 15-ADON - 15 desoxinivalenol, 3-ADON -d8soxinivalenol.



