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Fungos com potencial toxigénico associados a gréos ardidos de milho
RESUMO

A ocorréncia de grdos ardidos € um indicador importante da qualidade do milho.
Embora diversos fungos com potencial toxigénico estejam associados a gréos ardidos, pouco
se sabe em relagdo a composicdo das espécies fangicas e dos fatores que influenciam a
composicdo dessas espécies nas diferentes regifes produtoras de milho do pais. Tais
informaces sdo importantes no estudo de medidas de reducdo de gréos ardidos e micotoxinas
no milho. Assim, este estudo analisou as espécies de fungos com potencial toxicogénico em
amostras de grdos ardidos, oriundas de duas safras e trés locais de cultivo, e onze hibridos de
milho. Para a quantificacdo dos fungos presentes nas amostras foi utilizado o teste de Blotter,
com a identificacdo morfologica dos géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium e das
espécies Stenocarpella maydis (= Diplodia maydis) e S. macrospora (= D. macrospora). A
identificacdo das espécies de Fusarium foi realizada por PCR com primers espécie-
especificos e sequenciamento parcial do gene tef-1. Isolados das espécies F. verticillioides,
Fusarium sp., outras espécies do complexo F. fujikuroi e espécies ndo identificadas foram
caracterizados filogeneticamente com base em sequéncias de DNA do gene tef-1 (~ 650 pb).
Os resultados da incidéncia de fungos nas amostras de graos ardidos pelo teste de Blotter
foram analisados como experimento fatorial, com os seguintes fatores: safra (2011/12 e
2012/13), local (Arapoti, Castro e Tibagi) e hibridos de milho (onze hibridos comerciais).
Foram observados efeitos significativos (P<0,05) de safra, local e genétipos, e das interacdes
entre esses fatores, na incidéncia de todos os fungos analisados exceto para S. maydis, para o
qual o efeito do fator safra ndo foi significativo. A incidéncia de fungos nos gréos ardidos nao
esta relacionada com a incidéncia de grdos ardidos nas amostras analisadas. Os indices de
incidéncia de Fusarium spp. variaram de 8,6 a 19,9%; de S. macrospora de 0 a 22,4%; de S.
maydis de 0,5 a 2,9%; de Penicillium spp. de 1,6 a 6,9 e de Aspergillus spp. de 0,1 a 2,5%. A
identificacdo molecular de espécies de Fusarium, realizada com base na analise de culturas
monosporicas obtidas de grdos ardidos de dois hibridos na safra 2012/13 e de quatro hibridos
na safra 2014/15, em dois locais (Castro e Arapoti), revelou que em ambas as safras, a espécie
predominante foi F. verticillioides (92,6 e 92,3%) em Arapoti e (56,7 e 51,6%) em Castro;
seguido por Fusarium sp. (7,4 e 7,7%) em Arapoti e (20,0 e 18,8%) em Castro, outras
espécies do complexo F. fujikuroi (0,0 %) em Arapoti e (13,3 e 28,1%) em Castro, F.

iv



proliferatum (0,0%) em Arapoti e (3,3 e 0,0%) em Castro, Fusarium incarnatum (0,0%) em
Arapoti e (0,0 e 1,6%) em Castro. A anélise filogenética com base em sequencias de DNA do
gene tef-1a ndo mostrou evidéncias de estruturacdo de F. verticillioides em subpopulacdes;
enquanto que para Fusarium sp. e outras espécies do complexo F. fujikuroi houve evidéncias

de estruturagdo em subpopulagdes.

Palavras-chave: Blotter test. Gréaos ardidos. Fungos. PCR.



Fungi with toxicogenic potential associated with corn rot grains

ABSTRACT

The occurrence of rot or stained grains is an important indicator of the quality of
maize. Several fungi with toxigenic potential are associated with damaged kernels, however
little is known regarding the composition of species and the factors that influence the
composition of species in the different regions that produce corn in the country. Such
information is important in the study of measures of reduction of rot grains and mycotoxins in
maize. This study analyzed the fungal species with toxicogenic potential in samples of rot
grains, from different hybrids grown in three locations in Parana, in two crops. For
quantification of genera and species of fungi present in the samples was employed Blotter test
with morphological identification of Fusarium, Aspergillus, Penicillium and species
Stenocarpella maydis (= Diplodia maydis) and S. macrospora (= D. macrospora). The
identification of Fusarium species was performed by PCR with species-specific primers and
partial sequencing of TEF-1 gene. Isolates of the species F. verticillioides, Fusarium sp.,
other species of F. fujikuroi complex and non-identified species were phylogenetically
characterized by DNA sequences of the TEF-1 gene (~ 650 pb). The analysis of the incidence
of fungi in rot grain samples by Blotter test were subjected to statistical analysis of factorial
experiments, in which the factors considered were: crop year (2011/12 and 2012/13), local
(Arapoti, Castro and Tibagi) and corn hybrids (eleven commercial hybrids). There was a
significant effect (p<0.05) of the crop, location and genotypes, and the interactions between
these factors, on the incidence of all the fungi analized except to S. maydis, for wich the effect
of the crop year were not significant. The incidence of fungi in rot grains is not related with
the incidence of rot grains in the analized samples. The rates of these fungi ranged from 8.6 to
19.9% for Fusarium spp; 0 to 22.4% for S. macrospora; 0.5 to 2.9% S. maydis; 1.6 to 6.9 for
Penicillium spp; and from 0.1 to 2.5% for Aspergillus spp. The molecular identification of
Fusarium species was based on spore isolates obtained from analysis of rot grains of two
hybrids in the crop 2012/13 and four hybrids in the crop 2014/15 at two sites (Castro and
Arapoti), showed that for both crops, the predominant species was F. verticillioides (92.6 and
92.3%) in Arapoti, and (56.7 and 51.6%) in Castro, followed by Fusarium sp. (7.4 to 7.7%) in

Arapoti, and (20.0 and 18.8%) in Castro, other species of the F. fujikuroi complex (0.0%) in
Vi



Arapoti, and (13.3 to 28.1%) in Castro, F. proliferatum (0.0%) in Arapoti and (3.3 and 0.0%)
in Castro, Fusarium incarnatum (0.0%) in Arapoti and (0.0 and 1.6%) in Castro. The
phylogenetic analysis based on DNA sequences of the TEF-1 gene did not show evidence of
structuring of F. verticillioides in subpopulations; while for Fusarium sp.e other species of F.

fujikuroi complex was evidence of structure in subpopulations.

Keywords: Blotter test. Rot grains. Fungi. PCR.
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INTRODUCAO GERAL

O milho é um importante cereal para alimentacdo humana e animal em todo o mundo.
Atualmente o Brasil é o terceiro maior produtor mundial, apds EUA e China, com a producéo
de 83 milhdes de toneladas na safra 2015/16 (CONAB, 2016).

Os graos de milho podem ser danificados por insetos e fungos. As injdrias nos graos
que resultam do ataque de fungos e que ocasionam a alteracdo da cor, fermentacdo em toda a
area do germe ou em qualquer outra parte do endosperma séo conhecidos como gréos ardidos
(DINIZ, 2002). A presenca de grdos ardidos ou mofados é quantificada e descontada no
momento da comercializacdo de grdos, o que implica na reducdo da rentabilidade econémica

para os produtores.

Os fungos que atacam os graos de milho e que causam grdos ardidos, também podem
produzir micotoxinas, as quais sdo deletérias a salde humana e animal. Nesse sentido é
importante destacar que o Brasil estd implementando uma regulamentacdo progressiva dos
limites maximos tolerados de micotoxinas em alimentos no periodo de 2011 a 2017,
estabelecida pela ANVISA através da Resolugdo RDC n° 7 de 18 de fevereiro de 2011, e
inclui grdos de milho e seus subprodutos. As micotoxinas alvo sdo aflatoxinas B1, B2, G1 e

G2, ocratoxina A, deoxinivalenol, fumonisinas (B1 + B2) e zearalenona.

Os principais fungos que causam graos ardidos pertencem aos géneros Fusarium,
Stenocarpella, Aspergillus e Penicillium, os quais também sdo produtores de micotoxinas. Por
exemplo, Aspergillus flavus é produtor de aflatoxinas; os fungos do complexo Fusarium
fugikuroi, Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum e Fusarium subglutinans
produzem fumonisinas, o complexo Fusarium graminearum produz micotoxinas tricotecenos
como: deoxinivalenol e nivalenol; Stenocarpella maydis e S. macrospora produzem

diplodinas e Penicillium spp. produzem ocratoxinas (DESJARDINS, 2006).

A literatura cientifica sobre a composicdo de espécies fungicas associadas a gréos
ardidos no Brasil € limitada e ndo é recente, ficando restrita a identificacdo morfoldgica dos
fungos. Nao obstante o avango em termos de ferramentas para identificagdo molecular existe
poucos estudos com esta abordagem molecular na identificagcdo de fungos associados a graos
de milho no Brasil. Ademais, o conhecimento da composicdo de fungos associados a graos
ardidos permite a adocdo de medidas que visam a reducdo de gréos ardidos e micotoxinas.

1



Assim, este estudo explorou a hipdtese de que as espécies fungicas com potencial
toxigénico associado a grdos ardidos sofre influéncia do local onde é produzido, do ano de
cultivo e pelo genétipo de milho. Este estudo esta apresentado em dois capitulos, em que o
primeiro teve por objetivo analisar a influéncia de fatores como ano e local de cultivo, assim
como do gend6tipo de milho, na composicao de espécies de fungos com potencial toxigénicos
presentes em gréos ardidos de milho no sul do Parana. No segundo capitulo, o objetivo foi
realizar a identificacdo molecular das espécies de Fusarium de isolados obtidos de amostras
de grdos ardidos e proceder a caracterizacao filogenética de isolados de F. verticillioides e
outras espécies de Fusarium com base em sequencias de DNA de uma porcdo do gene tef-1
(GEISER et al, 2004).



REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura de milho no Brasil

O milho é uma graminea pertencente a Familia das Poaceae, Tribo Maydeae, Género
Zea, cientificamente denominado Zea mays L., originada do Teosinto (Euchlaena mexicana
Schrad.). E um cereal cultivado em grande parte do mundo, com grande importancia na
alimentacdo humana e na producgdo animal. Na safra 2014/15 foram cultivados 15.466,6 mil
hectares desse cereal, com produtividade de 5.400 quilos por hectare (CONAB, 2016), o que
permite ao Brasil ocupar a terceira posi¢do dentre os principais produtores mundiais de milho,

atras dos Estados Unidos e China.

Uma das principais caracteristicas na producéo brasileira é o cultivo de milho em duas
safras anuais. A primeira, denominada de safra, realizada na época tradicional, que varia entre
0 inicio de setembro na Regido Sul até os meses de outubro a novembro (Sudeste e Centro-
Oeste) e inicio de ano (Nordeste). A segunda safra, ou comumente chamada ‘safrinha’, ocorre
do final do verdo ao final do outono. O cultivo da segunda safra ocorre principalmente na
regido Centro-Sul do Brasil, sendo os principais produtores os estados do Parand, Minas
Gerais, Sao Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso. Na Regido Sul o Parana se
apresenta como o segundo maior produtor nacional do cereal na segunda safra. Entretanto, a
area cultivada de milho tem diminuido ao longo dos anos, sendo que no Parand houve uma
reducdo de 22% na safra de 2015.

A producéo total das duas safras (2015/16) no Brasil chegou a 83.519,1 mil toneladas
de gréos. Os estados da regido Centro-Sul do pais sdo responsaveis por 24,7 % da producgéo
nacional de milho. Para a realidade da regido dos Campos Gerais do Parana, o milho tornou-
se expressivo dentro da matriz agricola, ocupando uma area de 146.020 ha, de um total de
3.725,1 ha do Estado do Parana (SEAB, 2016), representando 16,2 % da area plantada. O uso
de tecnologia moderna e investimento em insumos sdo as principais caracteristicas regionais e
como resultado direto os niveis de produtividade em alguns casos superam os 12.000 kg ha™.
Devido a isso a média de produtividade estadual alcanca 8.936 kg ha, superando a média
nacional, que é de 5.170 kg ha™.



O presente estudo foi realizado na éarea de atuacdo da Fundacdo ABC, onde a
produtividade média na safra de milho em 2014 foi 10.019 kg ha ™ enquanto que a média
nacional foi 4,7 mil kg ha *
aproximadamente 103 mil ha; na safra 2012/13 90,2 mil ha e na safra 2014/15 foi de 94,8 mil

ha.

. Na safra 2011/12 a éarea plantada de milho foi de

A Fundacdo ABC é uma instituicdo de carater particular, sem fins lucrativos, mantida
pela contribuicdo dos produtores e por parcerias em trabalhos de pesquisa com empresas
privadas, além de servicos de analises de solos, bromatologia, sistema de informacdes
geogréficas e ambientais e sementes. Fundada em 23 de outubro de 1984, é uma das pioneiras
no desenvolvimento do sistema de plantio direto no pais. Os trabalhos de pesquisa objetivam
dar amparo tecnolégico aos produtores rurais filiados as Cooperativas Capal, Frisia e

Castrolanda.

As Cooperativas ABC se beneficiam das técnicas e sistemas desenvolvidos pela
Fundagdo ABC garantindo uma atualizacdo técnica constante dos 3.825 associados,
abrangendo 67 municipios em uma area de 428 mil hectares, além de uma bacia leiteira de 1,2
milhdes de litros diarios. Os trabalhos de pesquisa agropecuaria aplicada sdo realizados nos
Campos Demonstrativos e Experimentais localizados em Ponta Grossa-PR, Tibagi-PR,
Arapoti-PR e Itabera-SP. Estas unidades atendem as necessidades regionais cujos resultados
sdo extrapolados para regifes de abrangéncias desses pélos (Fundacdo ABC Pesquisa e

Desenvolvimento Agropecuario, 2009).

Aproximadamente 66% do milho produzido no pais é destinado a fabricacéo de ragdo
animal, enquanto 20% é utilizado para consumo humano direto, principalmente em
propriedades rurais e 8% é destinado a inddstria. O 6% restantes sdo representados pelas
perdas durante o beneficiamento, armazenamento e transporte na producdo de sementes
(FIGUEIRA et al., 2003).

Em paises desenvolvidos, o consumo ‘per capita’ anual de grdos atinge
aproximadamente 1000 kg, sendo 70 kg ingeridos diretamente na dieta e 930 kg indiretamente
na forma de racdo utilizada na producdo de carne e leite. Em paises asiaticos em
desenvolvimento, o consumo ‘per capita’ ¢ de 150 kg, sendo quase totalmente ingeridos sob

forma de graos ‘in natura’.



A producéo de milho pode ser afetada de diferentes maneiras, como pela utilizagao de
hibridos pouco produtivos ou suscetiveis a doengas e pragas, por condi¢des desfavoraveis de
clima e solo e por manejo inadequado da cultura e qualidade sanitaria de sementes. Dentre as
doencas, estas podem ser causadas por virus, nematoides, bactérias e fungos. Grdos de milho
podem ser infectados por fungos sob duas condigdes especificas: em pré-colheita, a partir de
infecgdes da espiga, e em pos-colheita, durante o beneficiamento, armazenamento e transporte
(PINTO, 2005).

Além disso, devido ao longo periodo de plantio nas diferentes regibes produtoras do
Brasil, a cultura permanece no campo durante praticamente o ano todo, 0 que acarreta uma
producdo permanente de indculo dos mais diversos patégenos que afetam a cultura, causando
a morte de plantulas e podriddo de sementes, podridGes de raizes, doencgas foliares que
causam a reducdo de area foliar e diminuicdo da capacidade fotossintética, podridfes de

colmo e de espiga que comprometem a qualidade dos graos (SILVA & SCHIPANSKI, 2007).

2.2. Graos ardidos de milho

O termo ‘grdos ardidos’, em Fitopatologia, refere-se aos gréos atacados por fungos.
Porém, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA define ‘graos
ardidos’ de uma forma mais abrangente, como sendo graos atacados por patdgenos e/ou que
sofreram algum tipo de injaria que levou a alteragdo da cor, fermentacdo em toda a area do
germe ou em qualquer outra parte do endosperma. Os fungos podem causar reducdo do
potencial de germinacdo, geracdo de focos de aquecimento e de migracdo de umidade na
massa de grdos, aceleracdo das trocas quimicas (DINIZ, 2002), reducdo nos contetdos de
carboidratos, proteinas e acucares, perda de peso, descoloracdo e necrose (JULIAN et al.,
1995) (Figura 1).

Dentre os fungos produtores de grdos ardidos em milho, estdo Drechslera zeicola,
Cladosporium herbarum, Ustilago maydis, Nigrospora oryzae, Colletotrichum graminicola,
Cephalosporium spp., Penicillium oxalicum, Aspergillus flavus, A. parasiticus, Alternaria

alternata, Bipolaris spp., Fusarium spp., entre outros.



Figura 1 - Gréos ardidos em milho (Foto: C. A. Schipanski, 2011).

Alguns fungos, além de ocasionarem grdos ardidos, também sdo capazes de produzir
micotoxinas em graos infectados no campo ou durante o armazenamento, como Stenocarpella
maydis, S. macrospora, Fusarium verticillioides (sin. Fusarium moniliforme), F.
proliferatum, F. subglutinans, F. graminearum, F. sporothrichioides, Penicilium oxalicum,
Aspergillus flavus, A. parasiticus, entre outros (PINTO, 2005; 2006; DESJARDINS, 2006).
Estima-se que 10 a 30% dos graos colhidos se percam por infeccdes promovidas pelo

desenvolvimento de fungos anualmente (LINO et al, 2004).

Entre os fatores que podem influenciar as podridGes de espigas estdo (1) Injdrias nas
espigas — danos causados por insetos favorecem a entrada de patdgenos na espiga; (2) Clima —
regides que apresentam altas precipitacdes pluviométricas no periodo compreendido entre a
fecundacéo e a colheita tém maior probabilidade de desenvolver as podriddes de espigas; (3)
Populacéo de plantas — o uso de elevadas populagdes de plantas predispdem as podriddes de
espigas; (4) Genetica — hibridos comerciais utilizados atualmente oferecem diferentes niveis
de resisténcia as podriddes das espigas; (5) Caracteristicas agronémicas — espigas néo
decumbentes ou mal empalhadas com palhas frouxas, permitem a penetracdo e acumulo de
agua da chuva e de esporos das podriddes de espigas nos espacos entre as palhas, favorecendo

0 apodrecimento; (6) Praticas de manejo — alternancia entre o ganho e a perda de umidade



ap6s a maturacdo fisiologica favorecem as podriddes de espigas. Evitar atrasos na colheita
contribui bastante para a reducdo das podriddes de espigas; (7) Monocultura — o cultivo
sucessivo de milho sob o sistema de plantio direto contribui para o aumento do inoculo dos
patdgenos causadores das podriddes de espigas. A adocdo da rotacdo de culturas, mesmo
sendo sob o sistema de plantio direto, pode contribuir para a redugdo das podriddes de
espigas; (8) Fungicidas — a utilizacdo de fungicidas visando o controle das doencas foliares
pode ter influéncia indireta na reducdo das podriddes de espigas. Porém, os resultados obtidos
ndo apresentam alta frequéncia de sucesso na reducédo (SILVA & SCHIPANSKI, 2007).

2.3. Principais fungos toxicogénicos associados a gréos ardidos de milho
2.3.1. O género Stenocarpella

Os fungos Stenocarpella maydis (Berkeley) Sutton [Sin. Diplodia maydis (Berkeley)
Saccardo; S. zeae (Schweinitz) Leveille] e S. macrospora (Earle) Sutton [Sin. D. macrospora
Earle] pertencem a Classe Ascomycetes, Ordem Diaporthales. Estas duas espécies apresentam

no campo apenas a fase anamorfica (imperfeita ou assexuada) (CASA et al., 2006).

As duas espécies podem ser distinguidas uma da outra com base na forma, tamanho,
cor e nimero de células dos esporos e pela coloragdo das colénias em meio de cultura (Figura
2). Em revisdo de literatura realizada por Casa et al. (2006), Sutton (1966), revisando
“Coelomycetes”, propos que as duas espécies D. maydis e D. macrospora, encontradas em
colmos, sementes e folhas do milho, fossem incluidas no género Stenocarpella Syd., baseado
na conidiogénese como uma caracteristica taxonémica. Por outro lado, em 1985, na revista
“Plant Disease”, foi publicada uma lista de Nomes Comuns de Doencas de Plantas
(Committee on Standartization of Common Names for Plant Disease, 1985), na qual o género
Diplodia era preferido para identificar as espécies em discussdo. Alguns pesquisadores da
Africa do Sul e nos Estados Unidos adotam Stenocarpella para identificar as espécies e este
género também foi aceito em publicacbes da Sociedade Americana de Fitopatologia
(American Phytopathological Society — APS). Sutton (1966) justifica que as caracteristicas de
conidiogénese levaram as espécies a serem incluidas em um género distinto de Diplodia, pois

Stenocarpella apresenta células conidiogénicas enteroblasticas e fialidicas e Diplodia, células



conidiogénicas holoblasticas. Assim, optou-se por utilizar o género Stenocarpella neste
estudo.

Segundo Casa et al. (2006) o fungo S. maydis foi descrito pela primeira vez em 1884
nos Estados Unidos, e desde entdo foi relatado nos cincos continentes. A espécie S.
macrospora foi relatada pela primeira vez sobre colmos de milho no ano de 1896 em Auburn,
Alabama, Estados Unidos. No Brasil, a ocorréncia de S. macrospora foi relatada pela primeira
vez por Johann (1935) no Estado de S&o Paulo causando podriddo em sementes. No Brasil, 0s
danos e as perdas causadas exclusivamente por S. maydis e S. macrospora ainda nao foram
quantificados. Sabe-se, porém, que os fungos contribuem para a producdo de grdos ardidos
(CASA et al. 2006). Latterell & Rossi (1980), comparando a patogenicidade dos fungos,
verificaram que S. macrospora é mais agressivo que S. maydis durante os estadios iniciais de
desenvolvimento da planta. Rhededer et al. (1990) relataram uma associagcdo negativa entre as
espécies crescendo no mesmo lugar, sendo que S. macrospora restringiu o crescimento de S.
maydis em plantulas.

Figura 2 - Colbnias de fungos em placa de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA) A) Colonia de S. maydis. B) Colbnia de S. macrospora.

2.3.1.1 A podridao de Diplodia ou podridao branca da base da espiga

A podriddo de Diplodia ou podriddo branca da base da espiga esta presente em todas

as regides de cultivo de milho, porém é mais significativa no sul. E considerada a mais
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destrutiva das podriddes de espiga. Tem grande importancia devido a producéo de substancias
toxicas chamadas micotoxinas, causadoras de ‘Diplodiose’ em animais. A significativa
reducdo do valor nutritivo e da palatabilidade dos gréos pode restringir 0 seu uso como

alimento.

O clima seco nos primeiros estadios de desenvolvimento da cultura, seguido de chuvas
antes da polinizagdo favorecem a infeccdo da espiga. As espigas sdo mais suscetiveis durante
um periodo de trés semanas apos a polinizacdo, em condic¢des de clima Umido e temperatura
entre 28 — 30° C. O desenvolvimento da doenca cessa quando a umidade dos grédos atinge 21 —
22%. A infeccdo é iniciada pela base da espiga. Quando a doenca ocorre logo apos a
polinizacdo a espiga apresenta coloracéo palha e aspecto mumificado.

Nas infeccbes tardias as espigas apodrecem, apresentando coloracdo pardo-
acinzentada e esbranquicada. Quando desempalhada observa-se um micélio branco crescendo
entre os gréos no sentido base-apice da espiga (Figura 3). E comum encontrar picnidios sobre
a palha, bracteas florais, sabugo e gréos. Os grdos infectados tém coloracdo cinza fosco a
marrom. Mario & Reis (2001) determinaram em teste de patologia de sementes em papel
filtro, que 15 dias apos a incubacéo, as colbnias de S. macrospora apresentam coloracdo
brancas a bege, enquanto que as de S. maydis, originalmente brancas, tornam-se pardo-

escuras.

Durante o desenvolvimento e maturacdo do grdo, na colheita, transporte e
armazenamento, dependendo das condi¢es ambientais, a presenca de algumas espécies de
fungos associadas aos graos pode levar ao acimulo de metabdlitos secundarios toxicos ao
homem e aos animais, denominados de micotoxinas. Ao serem consumidas por animais ou
pelo homem, pode causar doencas denominadas de micotoxicoses. Por outro lado, a simples
presenca dos fungos ndo indica a producdo de toxinas. Em geral, as micotoxinas sao

produzidas no campo ou durante 0 armazenamento dos graos.
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Figura 3 - Podriddo de Diplodia ou Podriddo branca da base da espiga de milho (Foto: C. A.
Schipanski, 2011).

Os sintomas de micotoxicoses diferem em funcdo da micotoxina consumida e da
espécie do animal infectado. O animal que ingeriu o alimento contaminado também fica mais
predisposto a ocorréncia de outras doencas. A dignose de micotoxicoses pode ser dificil em
muitos casos porque o0s sintomas clinicos da doenca ndo sdo diagnosticados, principalmente
quando mais de uma micotoxina esta envolvida. Os animais mais sensiveis as micotoxinas sdo
as aves jovens (frangos de corte, galinhas poedeiras, patos e perus), os suinos (jovens, leitoas
e porcas em gestacdo e aleitamento), ovinos jovens e adultos, bovinos (terneiros e vacas

leiteiras) e equinos.

Na Tabela 1 estdo descritas as principais micotoxinas produzidas pelos fungos
associados aos graos e derivados de milho, suas micotoxicoses e as espécies de animais mais
sensiveis as toxinas (REIS et al., 2004). Devido aos diversos efeitos toxicos e estabilidade
térmica, a presenca destas toxinas em alimentos é considerada um perigo em potencial para a
saude humana. Produtos alimenticios derivados de carne, leite, ovos e visceras, tais como
queijos e patés devem ser monitorados (REIS, 2011). A FAO/World Health Organization
(WHO) estima que 25% de toda a producéo de grdos do mundo estejam contaminadas com
micotoxinas (LINO et al., 2004).
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A micotoxina produzida pelo fungo Stenocarpella macrospora € o Diplodiol e ndo ha
informacdes a respeito de micotoxicoses em animais. Ja para S. maydis ndo ha informages a
respeito da micotoxina produzida, porém sabe-se que pode causar micotoxicoses em bovinos,

ovinos e patos jovens, doenca chamada de diplodiose.
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Tabela 1. Fungos produtores de micotoxinas, micotoxicoses e espécie animal mais sensivel.

Fungos Micotoxinas Micotoxicose — Animal

Aspegillus flavus e | Aflatoxina Aves, suinos e bovinos - Potencial carcinogénico,

A. parasiticus efeitos crénicos em animais incluem méa absorgdo de
nutrientes, redugdo do ganho de peso, hemorragias,
nefropatia, incremento a suscetibilidade a infecgdes
devido a imunosupressdo, ineficiéncia da acdo de
vacinas e farmacos e reducéo na reproducéao

Aspergillus Ocratoxina A Awves, suinos, bovinos e equinos - Infiltracdo gordurosa

ochraceus no figado, necrose renal, nefropatia e formacdo de

células cancerosas e teratogenia

Stenocarpella
macrospora

Diplodiol

Sem informagéo

Stenocarpella
maydis

Nao identificada

Ovinos, bovinos, pato jovem (diplodiose)

Fusarium
graminearum

Zearalenona

Toxina T-2

(Tricotecenos)

Desoxinivalenol
(DON)

(Tricotecenos)

Suinos — irritacdo dermal e desequilibrio hormonal
(hiperestrogenismo); em machos jovens ocorre 0
inchamento das glandulas mamarias e atrofia testicular;
as fémeas imaturas sexualmente apresentam inchamento
e avermelhamento da wvulva e em alguns casos prolapso
da vagina e do reto

Aves — mau desenvolvimento, diarreia, fraqueza das
pernas, lesdo oral, empenamento anormal, reducdo de
ganho de peso, reducdo na producéo e qualidade dos
ovos (casca fina), sensibilidade a machucaduras e
pigmentacéo deficiente na carcaga

Suinos jovens — refuga de alimento, diarreia, irritagdo
dermal, hemorragia no trato intestinal

Aves — lesdo oral

Suinos — diminui consumo de alimento, redugdo do
ganho de peso, diarréia, irritagdo dermal, hemorragia
intestinal, refugo do alimento e vomitos

Fusarium Fumosinina Equinos — severos sinais nervosos que podem levar até a
verticillioides  (sin. morte do animal; uma lesdo tipica € a leucoencéfalo
Fusarium malécia (ELEM — equine leucoencephalomalacia)
moniliforme)

Suinos — edema pulmonar
Penicillium Ocratoxina A Aves, Suinos, bovinos e equinos — ver A. ochraceus
viridicatum e P.
verrucosum

Fonte: Reis et al., 2004.
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2.3.2. O género Fusarium

Os fungos do género Fusarium pertencem a Ordem Hypocreales do Filo Ascomycota,
no Reino Fungi (ALEXOPQULOS et al., 1996).

Espécies do género Fusarium podem apresentar variacbes nas caracteristicas
morfoldgicas, estruturais e fisiologicas. Essas variacbes podem explicar a habilidade das
espécies desse género em ocupar diversos nichos ecologicos em diferentes regides. O trabalho
base para taxonomia do género foi realizado por Wollenweber e Reinking (1935), intitulado
“Die Fusarien”, no qual as espécies foram organizadas em 16 se¢des que incluem 65 espécies,
55 variedades e 22 formae specialis. Na mesma linha, Snyder e Hansen (1945) propuseram
uma classificacdo baseada em nove espécies e varias formae specialis. Em seguida, Booth
(1971) propbs um sistema baseado em 44 espécies com 12 secOes; Gerlach & Nirenberg
(1982) reconheceram 78 espécies. Nelson et al. (1983) reconheceram 40 espécies e,
recentemente, Leslie e Summerell (2006) reconheceram 70 espécies. (LESLIE &
SUMMERELL, 2006). No Brasil, a revisdo mais completa sobre Fusarium foi realizada por
Ventura (1999; 2000).

Devido as mudangas no novo Codigo Internacional de Nomenclatura para Algas,
Fungos e Plantas (ICNafp) adotado no Congresso Internacional de Melbourne na Australia em
2011, a criacdo de nomes para a fase anamorfica e teleomdrfica ndo estd mais permitida para
Fusarium e outros fungos depois de 1 de janeiro de 2013, e os nomes para fase anamorfica e

teleomdrfica ja existentes deverdo ser unificadas (AOKI et al., 2014).

Os principais patdégenos de plantas sdo reconhecidos em quatro complexos de
espécies, sendo (1) Espécies do Complexo Fusarium fujikuroi (FFSC) que induzem a doenca
Bakanae do arroz, podriddao de espiga do milho, o cancro do pinheiro e contaminantes de
grdos de milho e outros cereais com micotoxinas fumonisinas, sdo elas Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg, F. sacchari (E.J. Butler & Hafiz Khan) W. Gams, F.
fujikuroi Nirenberg, F. subglutinans (Wollenw. & Reinking) P.E. Nelson, Tousson &
Marassas, F. thapsinum Klittich, J.F. Leslie, P.E. Nelson & Marassas, F. nygamai L.W.
Burgess & Trimboli, F. circinatum Nirenberg & O’Donnell, F. konzum Zeller, Summerell &
J.F. Leslie, F. xylarioides Steyaert, F. musae van Hove, Waalwijk, Logrieco & Ant. Moretti,
F. temperatum Scaufl. & Munaut., e F. tupiense Lima, Pfenning & Leslie; (2) Espécies do
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Complexo Fusarium graminearum (FGSC) que causam podriddo da espiga do trigo e cevada
e contaminam grdos com micotoxinas tricotecenos, sao elas F. graminearum Schwabe, F.
culmorum (W.G. Smith) Sacc., F. cerealis (Cooke) Sacc. (Syn. F. crookwellense L.W.
Burgess, P.E. Nelson & Toussoun), F. avenaceum (Fr.) Sacc., F. sporotrichioides Sherb., F.
poae (Peck) Wollenw.; (3) Espécies do Complexo Fusarium oxysporum (FOSC) que sdo
responsaveis pelas podriddes vasculares; e (4) Espécies do Complexo Fusarium solani

(FSSC), causam podriddes de raiz em diversos hospedeiros (AOKI et al, 2014).

As culturas desse género sdo caracterizadas por crescimento rapido da colénia, com
aspecto aveludado e levemente cotonoso. Apds 7 a 10 dias de incubacdo a 25° C em meio de
cultura, o fungo pode apresentar caracteristicas de pigmentacdo do micélio com diferentes
padrGes de cores, sendo estas importantes caracteristicas para identificacdo das espécies
(BOOTH, 1971; NELSON et al., 1983).

Espécies de Fusarium podem formar trés tipos de esporos conhecidos como
microconidios, macroconidios e clamidosporos (NELSON et al., 1983). Algumas espécies
produzem os trés tipos, enquanto outras ndo. Macroconidios sdo produzidos em células
especializadas chamadas de esporodoquios (NELSON et al., 1994). Os microconidios séo
produzidos em micélio aéreo. Estes podem ser produzidos em células conidiogénicas do tipo
monofialides (apenas uma abertura de onde originam os conidios) ou polifialides (mais de
uma abertura (BURGESS et al., 1994), sendo que 0s microconidios podem apresentar varias
formas e tamanhos. O terceiro tipo de esporo, o clamiddsporo, possui parede espessa e pode
servir como estrutura de resisténcia no solo quando ndo ha hospedeiro disponivel (NELSON
etal., 1994).

Estas estruturas sdo utilizadas como critérios de identificacdo de espécies. As espécies
mais comumente associadas as doencas em milho, como F. verticillioides, F. subglutinans, F.
proliferatum, do Complexo Fusarium fujikuroi, apresentam caracteristicas comuns, como
esporoddquio de cor alaranjada e auséncia de clamiddsporos; porém, F. verticillioides possui
células conidiogénicas apenas do tipo monofialides e microconidios em cadeias longas; F.
proliferatum dispde de células conidiogénicas em monofialides e polifialides e, microconidios
em cadeias curtas; a espécie F. subglutinans, apresenta células do tipo monofialides e
polifidlides. A espécie F. graminearum apresenta caracteristicas bem distintas das acima

citadas, como presenca de clamidosporos, auséncia de microconidios e macroconidios
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presentes em abundancia, sendo facilmente distinguivel das espécies do complexo F. fujikuroi
(LESLIE & SUMMERELL, 2006). Embora as caracteristicas das espécies do complexo F.
fujikuroi sejam distintas morfologicamente das espécies do complexo F. graminearum, fazer a
diferenciacdo entre espécies através destas caracteristicas consome muito tempo e necessitam
de elevado nivel de conhecimento. Sendo assim, métodos baseados no DNA podem contribuir
para o reconhecimento destas especies e de espécies indistinguiveis morfologicamente.
Técnicas moleculares tém sido usadas com sucesso para identificacdo de algumas espécies de

fungos e para deteccdo de genes de biossintese de micotoxinas (JURADO et al, 2010).

Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg — fase sexual Gibberella intermedia
(Kuhlman) Samuels, Nirenberg & Seifert. Sinonimias comuns: Gibberella fukijuroi mating
population, Gibberella fukijuroi var. intermedia. Distribuicdo mundial em uma variedade de
substratos agricolas e ndo agricolas. Causa doencas em milho, sorgo, manga e aspargo.
Fusarium proliferatum é provavelmente confundido com F. fujikuroi, F. oxysporum, F.
thapsinum e F. verticillioides. Produz fumonisinas em altas quantidades (LESLIE &
SUMMERELL, 2006).

Fusarium subglutinans (Wollenweber e Reinking) Nelson, Toussoun e Marasas — fase
sexual Gibberella subglutinans Nelson, Toussoun e Marasas. Sinonimias comuns: Fusarium
moniliforme var. subglutinans, Fusarium sacchari var. subglutinans; Gibberella fujikuroi
mating population E. Patégeno do milho e foi encontrado primeiramente em regides frias
onde o milho é cultivado. Pode sobreviver em restos culturais de milho na superficie do solo
ou enterrado por pelo menos 21 meses. Produz pouca fumonisina ou nenhuma (LESLIE &
SUMMERELL, 2006).

Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg — fase sexual Gibberella moniliformis
Wineland. Sinonimias comuns: Fusarium moniliforme, Gibberella fujikuroi mating
population A. Patdgeno do milho e pode ser encontrado em todas as regides onde o milho é
cultivado. Se F. verticillioides estiver presente na semente, a chance de a semente estar
infectada por Aspergillus spp., F. graminearum, F. subglutinans e Diplodia maydis € menor.
Sementes contaminadas com F. verticillioides apresentam menos mixotoxinas produzidas por
outros fungos, p. ex. aflatoxinas. Este fungo foi isolado de teosinto, indicando que a
associacdo entre este fungo e o milho vem de longa data e possivelmente tem importancia

evolucionaria. Comumente ocorre como endofitico no milho e pode proteger a planta contra o
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ataque de outros fungos. A proporc¢do de infecgBes assintomaticas em sementes de milho
depende do gen6tipo do hospedeiro. O fungo Trichoderma pode servir de controle bioldgico
para este fungo. Fumonisinas sdo as mais importantes micotoxinas produzidas por este fungo,
e algumas linhagens podem produzi-las em niveis muito elevados (LESLIE &
SUMMERELL, 2006).

Fusarium graminearum Schwabe — fase sexual Gibberella zeae Schwein (Petch).
Sinonimias comuns: Fusarium graminearum Grupo 2. Cosmopolita. Encontrado
primeiramente em milho, trigo e cevada, mas também é conhecido em outras plantas anuais e
perenes. Linhagens de milho variam amplamente na sua senbilibidade a F. graminearum, com
linhagens resistentes a F. graminearum usualmente resistentes a D. maydis também. Sementes
de milho infectadas com F. graminearum sdo menos infectadas com F. verticillioides.
Isolados de F. graminearum podem produzir 3 importantes micotoxinas, zearalenona,
nivalenol e deoxinivalenol. Estudos filogenéticos determinaram que F. graminearum constitui

um complexo com pelo menos 16 espécies distintas filogeneticamente (AOKI et al, 2014).

Isolados do complexo F. graminearum variam quanto ao fenotipo quimico
(quimiotipo) em relacdo aos tricoteceno-B. Métodos moleculares tém sido usados para
genotipar isolados, pela presenca de alelos de genes relacionados a sintese de micotoxinas
(DESJARDINS, 2008 citado por KUHNEM JUNIOR et al., 2013). Estudos populacionais do
complexo F. graminearum no Brasil mostraram a ocorréncia de multiplas espécies desse
complexo, associadas com trigo e cevada, com consisténcia entre as espécies e 0 genotipo
tricoteceno: F. meridionale apresenta o gendtipo NIV e F. graminearum sensu stricto (s.S.) 0
genotipo 15-ADON, sendo este ultimo a espécie predominante nos dois cereais de inverno
(>80%) (ASTOLFI et al., 2012; 2011).

Stumpf et al. (2013) e Casa et al. (1998) citados por Kuhnem Junior et al. (2013)
relatam que F. graminearum é mais frequente em milho no sul do Brasil, quando comparado
a regido central do pais, possivelmente pela maior quantidade de in6culo, uma vez que no Sul
€ mais comum a sucessdo trigo-milho. As temperaturas médias e maximas de 26° C e
minimas de 16° C sdo consideradas étimas para infestacdo de grdos de milho por F.
graminearum em condi¢cdes de campo (MOLIN, 1999). Pozzi et al. (1995), em avaliagcdo
realizada em gréos de milho armazenados durante um ano, em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, em

sacos de 60 kg, com umidade entre 12,3 e 17,8 %, constataram correlagéo significativa e
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positiva entre a populagdo de Fusarium spp. e a umidade de grdos, bem como, correlagéo
negativa com os fatores umidade relativa do ar de 64 a 97,5%, temperatura minima média do
ar de 18,4° C, temperatura maxima média de 24,1° C, chuva proximo a 337mm, e tempo de
armazenamento. Ressalta-se que os autores ndo detectaram zearalenona, e que as duas
espécies predominantes de Fusarium, em ordem decrescente, foram F. moniliforme (= F.

verticillioides) e F. proliferatum.

Segundo a literatura, zearalenona causa hiperestrogenismo em suinos, pseudo-prenhez,
infertilidade, alteracdo no ciclo do cio, natimortos, ‘splay leg’ em leitdes durante a gestagao,
aborto em matrizes e atrofia de ovarios em suinos em lactacdo (DIECKMAN & GREEN,
1992). Em bovinos os efeitos sdo menos severos, porém pode levar a infertilidade e a queda
na producdo de leite (MILLER, 1995) e em aves causa hiperestrogenismo (LAZZARI, 1997).

Na espécie humana, a toxina é considerada carcinogénica (MILLER, 1995).

A micotoxina desoxinivalenol provoca recusa de ingestdo alimentar e vomito em
animais (DIEKMAN & GREEN, 1992), causa enterite e diarreia, diminui a fertilidade de
matrizes, aumenta a taxa de mortalidade de leitdes na fase de amamentacdo e compromete o
sistema imunoldgico de suinos (LAZZARI, 1997). As aves embora mais tolerante a esta
toxina podem sofrer reducdo na qualidade de ovos e no ganho de peso. Os bovinos toleram
bem a micotoxina, no entanto, tem-se observado casos de redugdo na ingestdo alimentar e na
taxa de natalidade (MILLER, 1995).

As doencas causadas pelos fungos do género Fusarium spp. em milho sdo a podriddo
de Fusarium ou podriddo rosada da base da espiga e a podriddo de Giberela ou podridéo
rosada da ponta da espiga.

2.3.2.1. Identificacdo de espécies de Fusarium através de técnicas moleculares

O género Fusarium contém aproximadamente 300 espécies filogeneticamente distintas
que foram descobertas via filogenia molecular. A taxonomia do género foi baseada
primeiramente em caracteres fenotipicos, entretanto nas Ultimas duas décadas estudos
moleculares que empregam dados da sequencia de DNA revolucionaram a compreensdo sobre

a diversidade de espécies e as relacGes filogenéticas dentro do género (AOKI et al, 2014).
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Com base nesta informacdo a identificacdo de espécies de Fusarium, ndo pode ser
realizada apenas em caracteres morfolégicos; e com o desejo de facilitar a identificacdo na
rotina dos laboratérios, muitas espécies podem ser identificadas através de marcadores
moleculares. Para fitopatologistas e outros cientistas que necessitam de identificacdes
assertivas de isolados de Fusarium, o uso de banco de dados como Fusarium-ID e Fusarium
MLST, dois websites dedicados a identificacdo molecular de espécies de Fusarium podem

encorajar a identificacdo por pesquisadores ndo especialistas no género (GEISER et al., 2014).

O uso do gene do fator de elongacdo 1-o (TEF), o qual codifica uma parte essencial
das proteinas da maquinaria da traducdo, tem sido amplamente utilizado e possui alta
utilidade filogenética porque é (1) altamente informativo em nivel de espécies de Fusarium;
(2) copias ndo-ortdélogas do gene ndo foram detectadas no género; e (3) primers universais
foram desenhados e funcionam em toda amplitude do género. Este gene aparenta ser copia-
Unica em Fusarium, e apresenta um alto nivel de polimorfismo na sequéncia entre espécies
estreitamente relacionadas, mesmo em compara¢do com porg¢des ricas de introns de genes
codificadores de proteinas tais como a calmodulina, beta-tubulina e histona H3 (GEISER et
al., 2014).

2.3.2.2. Doengas causadas por Fusarium spp. no milho
2.3.2.2.1. Podrid&o de Fusarium ou podriddo rosada da base da espiga

E considerada a doenga mais comum das podriddes de espiga e pode ser encontrada
em todas as regides produtoras de milho. Devido ao apodrecimento parcial das espigas, a
reducdo da produtividade € menor quando comparada com a podriddo de Diplodia. Hibridos
de milho doce, assim como hibridos que apresentam alta concentracdo de lisina e nervura
principal da folha de coloracdo parda sd@o mais suscetiveis ao patdgeno. Os patdgenos que
causam esta podriddo sdo, Fusarium verticillioides (sin. Fusarium moniliforme), Fusarium
subglutinans e Fusarium proliferatum, sdo responsaveis pela producdo de fumonisina. Os
gréos apresentam coloracdo avermelhada, isolados ou agrupados, distribuidos aleatoriamente
na espiga. Isso se deve a infeccdo dos graos imaturos pelo estilo-estigma (Figura 4). Com o
desenvolvimento da doenca um mofo pulverulento ou cotonoso cresce sobre 0s gréos
infectados. Pode infectar a base da espiga através de orificios feitos por lagartas. Em alguns
gréos, ha o aparecimento de estrias brancas, causadas pela acdo do fungo no pericarpo. As
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espigas sdo mais suscetiveis a esta doenca 2 dias apds a emissdo dos estigmas e menos
suscetiveis até 40 dias apos.

.ot‘

Figura 4 - Podriddo de Fusarium ou podriddo rosada da base da espiga. (Foto: C. A.
Schipanski, 2012)

2.3.2.2.2 Podridao de Giberela ou podriddo rosada da ponta da espiga

Ocorre frequentemente na regido Sul do Brasil devido ao cultivo dos cereais de
inverno, que produzem grande quantidade de inoculo da doenca. Esta podriddo causa
significativa reducdo do valor nutritivo e na qualidade dos gréos, e em hibridos suscetiveis
podem ocorrer perdas significativas de produtividade. Favorecida pelo clima ameno e Umido,
e por chuvas frequentes apds a polinizacdo. A doencga € mais severa quando ocorrem chuvas
entre o periodo de 14 a 21 dias apés o florescimento. A infeccéo inicia pela ponta da espiga,
principalmente apds danos causados por insetos ou passaros. Apresenta um mofo de coloragdo
avermelhada a marrom-avermelhada na ponta da espiga que se desenvolve em direcdo a base
(Figura 5). E muito comum a palha estar firmemente ligada a espiga devido ao crescimento do
micélio do fungo entre as bracteas e os grdos. Sobre os tecidos colonizados podem ser
formados peritécios. A infeccdo precoce causada por este fungo pode apodrecer
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completamente a espiga. O agente causal é o fungo Gibberella zeae (anamorfo Fusarium

graminearum).

Figura 5 - Podriddo de Giberela ou podriddo rosada da ponta da espiga. (Foto: C. A.
Schipanski, 2012)

2.3.3. O género Aspergillus

A podriddo da espiga denominada podriddo por Aspergillus é causada pelos fungos
Aspergillus flavus e A. parasiticus. Estas espécies sdo morfologicamente similares sendo as
Gnicas que produzem aflatoxina, uma micotoxina carcinogénica. A. flavus é a espécie
predominante em milho e outros cereais enquanto que A. parasiticus é predominante em
amendoim (HORN et al., 2014). Ambos pertencem a secdo Flavi e produzem esclerdcios em
cultura. Embora A. alutaceus também produza ocratoxina A em grdos de milho e trigo, o

inverso ocorre para Penicillium verrucosum (MADHYASTHA et al., 1990).

A podridao ocasionada por este fungo causa pouco dano na maioria das safras devido
a colonizagdo do mesmo estar restrita a poucos grios. E mais severa em ambientes com altas
temperaturas e umidade. Grédos infectados apresentam massas de esporos amarelos

esverdeados sobre e entre eles e coldnias mais velhas tornam-se verde escuro a marrom,

20



porém predomina a coloracdo amarela em comparagdo com colénias de outros fungos como

Penicillium ou Trichoderma spp. (Figura 6).

T T

Figura 6 - Espiga de milho com gréos infectados com Aspergillus spp.

Embora qualquer parte da espiga possa ser infectada com A. flavus, a ponta é o local
mais comum. A esporulacdo € evidente em grdos injuriados. Entretanto, o fungo pode estar
presente em grdos sem esporulacdo visivel, embora estes grdos infectados geralmente
parecam descoloridos. A. flavus é um fungo termotolerante, por isso é mais provavel que
sobreviva a altas temperaturas e sobre condicdes de seca, comparado com outros fungos e
bactérias. Este fungo sobrevive no inverno sob restos culturais e no solo. O fungo é
disseminado pelo vento e insetos. Pode crescer sobre o tecido e debaixo dele em sementes.
Danos ocasionados por insetos predispdem os grédos a infeccdo pelo fungo. Plantas sob
estresse (hidrico, térmico, entre outros) parecem ser mais suscetiveis a infeccdo por A. flavus
(PATAKY, 2000).

A ocorréncia de aflatoxina B1 ja foi relatada em leite bovino (DIEKMAN & GREEN,
1992); em galinhas, as micotoxinas interferem no funcionamento do sistema renal, aumentam
0 consumo de proteinas, diminuem a pigmentacdo de carcacas, aumentando a condenacéo,
alteram o metabolismo de vitaminas, diminuem a producéo de ovos, reduzem o crescimento e
a conversdo alimentar e incrementam a mortalidade (JONES et al., 1982). Fiorentin et al.
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(1986) constataram um surto de aflatoxicose em suinos, que estava associado a ingestdo de
ragdo, cujo componente milho continha 2.000 ng. G™* de aflatoxina B1, além da presenca de
A. flavus e A. parasiticus, no municipio de Concordia, SC e Santos et al. (1986) relataram um

surto de aflatoxicose em suinos na Zona da Mata, no estado de Minas Gerais.

Molin (1999), em sua revisdo, relata que a biossintese de aflatoxinas ocorre em
ambientes com temperaturas entre 8 °C e 42 °C (6timo de 25 a 28 °C), temperaturas alternadas
de 32 a 38 °C / 21 a 26 °C e umidade elevada nos substratos. Plantas estressadas por
temperaturas altas e ambientes com baixa precipitacdo pluvial; a acdo dos insetos sobre os
gréos; a acdo mecénica sobre os gréos durante a colheita; o estadio de maturidade dos gréos

de milho e a presenca de microrganismos também podem interferir na sintese das toxinas.

Embora altas temperaturas (32 a 38 °C) seguidas por temperaturas baixas (21 a 26 °C)
favorecam a infeccdo dos estilo-estigmas de milho por A. flavus (JONES et al., 1980), outros
fatores como maturidade dos grdos (KAWASHIMA et al, 1993), estresse por seca, falta ou
excesso de nitrogénio (PAYNE, 1992) e a presenca de outros fungos como Aspergillus niger,

Rhizopus oligosporus e Neurospora spp., interfiram na contaminacgéo por aflatoxinas.

2.3.4. O género Penicillium

Vaérias espécies de Penicillium podem ser isoladas de grdos na colheita, porém
Penicillium oxalicum Currie & Thom é o Unico que causa a podriddo da espiga apds
inoculacdo. Outras espécies, incluindo P. chrysogenum, P. glaucum, P. cyclopium e P.

funiculosum, também ocorrem comumente (PATAKY, 2000).

A Podriddo de Penicillium ocorre primariamente em espigas com injdrias mecanicas
ou ocasionadas por insetos. O sinal caracteristico € o mofo pulverulento verde ou verde
azulado sobre e entre os grdos, usualmente na ponta da espiga (Figura 7). Se o grdo €
armazenado com altos niveis de umidade (> 18%), o fungo pode invadir o grao e descolorir o

embrido.
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Figura 7 - Espiga de milho com grdos infectados com Penicillium spp. (Foto: C. A.
Schipanski, 2013)

Os efeitos da ocratoxina A podem variar de toxicoses crénicas até morte dos animais
contaminados, dependendo da quantidade ingerida (DIEKMAN & GREEN, 1992). Em
revisao de literatura realizada por Molin (1999), a ocratoxina A tem potencial carcinogénico
para suinos, teratogénico para aves, camundongos, e depressdo clinica desidratacéo e reducéo
de peso em ruminantes. Ela pode ser encontrada nos produtos derivados de carne de suinos,

aves e baixa probabilidade de detec¢do no leite.

Ramakrishna et al. (1996) verificou que a producdo de ocratoxina por P. verrucosum
foi inibida, de modo geral, e as vezes significativamente, quando na presenca de A. flavus.
Sua sintese ndo foi acentuadamente afetada pela presenca de Fusarium sporotrichioides,
verificando-se em alguns momentos, 0 aumento temporario da ocratoxina A durante o periodo

de incubacéo.

Pozzi et al. (1995) observou que Penicillium spp. predominou em amostras com
umidade entre 12,3 e 13,6 %, ndo havendo correlacdo significativa entre a populacéo do fungo

e os fatores abidticos.
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CAPITULO 1

Fungos associados a gréos ardidos de milho oriundos do sul do Parana
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Fungos associados a gréos ardidos de milho oriundos do sul do Parana

RESUMO

A ocorréncia de grdos ardidos € um indicador importante da qualidade do milho. Embora
diversos fungos com potencial toxigénico estejam associados a graos ardidos, pouco se sabe
em relacdo a composicdo das espécies fungicas e dos fatores que influenciam a composicéao
dessas espécies nas diferentes regides produtoras de milho do pais. Tais informacgdes séo
importantes no estudo de medidas de reducdo de grdos ardidos e micotoxinas no milho.
Assim, este estudo analisou a composicdo de espécies de fungos com potencial toxicogénico
em amostras de grdos ardidos, oriundas de duas safras e trés locais de cultivo, e onze
genotipos de milho. Para a quantificacdo dos fungos presentes nas amostras foi utilizado o
Blotter test, com a identificacdo morfologica dos géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium
e das espécies Stenocarpella maydis (= Diplodia maydis) e S. macrospora (= D. macrospora).
Os resultados da incidéncia de fungos nas amostras de graos ardidos por Blotter test foram
analisados como experimento fatorial, com os seguintes fatores: safra (2011/12 e 2012/13),
local (Arapoti, Castro e Tibagi) e gendtipos de milho (onze hibridos comerciais). Foram
observados efeitos significativos (P<0,05) de safra, local e gendtipos, e das interagfes entre
esses fatores, na incidéncia de todos os fungos analisados exceto para S. maydis, para o qual o
efeito do fator safra ndo foi significativo. A incidéncia de fungos nos graos ardidos ndo esta
relacionada com a incidéncia de grdos ardidos nas amostras analisadas. Os indices de
incidéncia de Fusarium spp. variaram de 8,6 a 19,9%; de S. macrospora de 0 a 22,4%; de S.
maydis de 0,5 a 2,9%; de Penicillium spp. de 1,6 a 6,9 e de Aspergillus spp. de 0,1 a 2,5%. A
safra, o local e o hibrido de milho tem influéncia na incidéncia de Fusarium spp., Aspergillus
spp., Penicillium spp. e S. macrospora. Destes fatores o primeiro ndo teve influéncia sobre S.
maydis. A maior incidéncia sobre as amostras de grdos ardidos analisadas foi do género
Fusarium spp. (14,0%), seguido de S. macrospora (8,3%), os demais fungos Aspergillus spp.,

Penicillium spp. e S. maydis tiveram baixa incidéncia nos gréos (> 3,4%).

Palavras-chave: Blotter test. Graos ardidos. Fungos.
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Fungi associated with corn rot grains from South Parana

ABSTRACT

The occurrence of rot or stained grains is an important indicator of the quality of maize.
Several fungi with toxigenic potential are associated with damaged kernels, however little is
known regarding the composition of species and the factors that influence the composition of
species in the different regions that produce corn in the country. Such information is
important in the study of measures of reduction of rot grains and mycotoxins in maize. This
study analyzed the composition of fungal species with toxicogenic potential in samples of rot
grains, from different hybrids grown in three locations in Parana, in two crops. For
quantification of genera and species of fungi present in the samples was employed Blotter test
with morphological identification of Fusarium, Aspergillus, Penicillium and species
Stenocarpella maydis (= Diplodia maydis) and S. macrospora (= D. macrospora). The
analysis of the incidence of fungi in rot grain samples by Blotter test were subjected to
statistical analysis of factorial experiments, in which the factors considered were: crop year
(2011/12 and 2012/13), local (Arapoti, Castro and Tibagi) and corn genotypes (eleven
commercial hybrids). There was a significant effect (p<0.05) of the crop, location and
genotypes, and the interactions between these factors, on the incidence of all the fungi
analized except to S. maydis, for wich the effect of the crop year were not significant. The
incidence of fungi in rot grains is not related with the incidence of rot grains in the analized
samples. The rates of these fungi ranged from 8.6 to 19.9% for Fusarium spp; 0 to 22.4% for
S. macrospora; 0.5 to 2.9% S. maydis; 1.6 to 6.9 for Penicillium spp; and from 0.1 to 2.5% for
Aspergillus spp. The crop year, local and genotypes have influence on the incidence of
Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. and S. macrospora. These factors the first
did not influence on S. maydis. The major incidence on the rot grains samples analized was
Fusarium spp. (14,0%), followed by S. macrospora (8,3%), and the other fungi Aspergillus

spp., Penicillium spp. and S. maydis had low incidence on grains (> 3,4%).

Keywords: Blotter test. Rot grains. Fungi.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é, depois do trigo, o segundo cereal mais importante usado na
alimentacdo humana e animal no mundo todo e pode ter sua produtividade afetada por fungos

que infectam os graos (Ottoni, 2008).

Os fungos que atacam os grdos de milho e que causam graos ardidos, também podem
produzir micotoxinas, as quais sdo prejudiciais a salde humana e animal. Os principais
fungos que causam grdos ardidos pertencem aos géneros Fusarium, Stenocarpella,
Aspergillus e Penicillium, os quais sdo produtores de micotoxinas (PINTO, 2005; 2006;
DESJARDINS, 2006).

A podriddo de Diplodia ou podriddo branca da base da espiga, causada pelos fungos
Stenocarpella maydis e S. macrospora esta presente em todas as regifes de cultivo de milho,
porém é mais significativa no Sul e mais destrutiva das podriddes de espiga. No Brasil, 0s
danos e as perdas causadas exclusivamente por S. maydis e S. macrospora ainda nao foram
quantificados. Porém, sabe-se que os fungos contribuem para a producéo de grdos ardidos. O
clima seco nos primeiros estadios de desenvolvimento da cultura, seguido de chuvas antes da

polinizacdo favorecem a infeccdo da espiga (CASA et al. 2006).

As podridbes da espiga causadas por fungos do género Fusarium sp. sdo as mais
conhecidas e mais comuns. A Podridao de Fusarium ou podriddo rosada da base da espiga é
causada por fungos do Complexo de Espécies de Fusarium fujikuroi (FFSC), Fusarium
verticillioides (sin. Fusarium moniliforme), Fusarium subglutinans e Fusarium proliferatum,
responsaveis pela producdo de fumonisinas; enquanto que a Podriddo de Giberela ou podriddo
rosada da ponta da espiga é causada por fungos do Complexo de Espécies de Fusarium
graminearum (FGSC), responsaveis pela producéo de tricotecenos (AOKI et al, 2014). Estas

podriddes sdo responsaveis por perdas significativas devido a reducdo na qualidade dos gréaos.

As podriddes ocasionadas por fungos do género Aspergillus sp. e Penicillium sp.
causam pouco dano na maioria das safras, pois a colonizacdo do fungo esta restrita a poucos
graos. A podriddo de Aspergillus sp. é mais severa em ambientes com altas temperaturas e
umidade, enquanto que a Podriddo de Penicillium ocorre primariamente em espigas com

injdrias mecanicas ou ocasionadas por insetos (PATAKY, 2000).
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A literatura cientifica sobre a composicdo de espécies flngicas associadas a grados
ardidos no Brasil é limitada e ndo é recente, ficando restrita a identificacdo morfolégica dos
fungos. N&o obstante o avanco em termos de ferramentas para identificagdo molecular,
existem poucos estudos com esta abordagem molecular na identificacdo de fungos associados
a gréos de milho no Brasil. O conhecimento da composi¢do de fungos associados a gréos
ardidos permite a adogdo de medidas que visam a reducgédo de gréos ardidos e micotoxinas. A
hipdtese explorada neste estudo foi de que o local, o ano de cultivo e o hibrido s&o fatores
determinantes da composicdo de espécies de fungos toxigénicos em grdos de milho. Portanto,
0 objetivo do presente trabalho foi analisar a influéncia de fatores como ano e local de cultivo,
assim como do gendtipo de milho, na composicdo de espécies de fungos com potencial

toxigénico presentes em grdos ardidos de milho no Sul do Parana.
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MATERIAL E METODOS

3.4.1 Dados das amostras — As amostras de gréos ardidos analisadas, sdo provenientes de

ensaios do Setor de Fitotecnia da Fundacdo ABC, conduzidos em 2 safras, em 3 locais e com

onze hibridos. Os locais de cultivo foram os campos experimentais da Fundagdo ABC,

localizados nos municipios de Castro, Arapoti e Tibagi, no estado do Parana. A localizagdo

dos campos experimentais ¢ a seguinte: (1) Arapoti-PR: Lat 24° 11°S Long 49° 51° A altitude
902 m; (2) Tibagi-PR: Lat 24° 31 S Long 50° 22’ O altitude 802 m e (3) Castro-PR: Lat 24°
51’S Long 49° 56° O altitude 1001 m (Figura 8). Os locais foram selecionados porque

apresentam condi¢des climaticas distintas, com temperaturas médias anuais variando entre 17

a 21° C (Figura 9).
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Figura 8 - Localizacdo geogréfica dos trés locais, sendo: (1) Arapoti, (2) Tibagi e (3) Castro,

Parana (Fonte: LIGA Fundacdo ABC, 2015).

33




400000 450000 500000 550000 600000 850000 700000

7350000 4] —

7300000

o= + + 350000
ANGATUE!

t A1 PARANAPANE] f/\’b
ARITER ‘\ I\”“ 3
MEL 1 r/\%\

+  }r300000

7250000 -+ |7250000

JF -+ + }-7200000
I 16°Ca 17°C

Bl 17°Ca18°C

B 18°C a 19°C

7200000

7150000 g ; : ES 19°C a 20°C }rso
abe 20°CaP1°C
P B 21°C a 22°C

u T u T u u
400000 450000 500000 550000 600000 650000 700000

Figura 9 - Temperaturas médias anuais nos trés locais, (1) Arapoti, (2) Tibagi e (3) Castro,
Parana. (Fonte: SMA Fundacdo ABC, 2015)

As safras analisadas foram 2011/12 e 2012/13. Na safra 2011/12 a semeadura em
Castro ocorreu em 27/9/11, em Arapoti 26/9/11 e em Tibagi 22/9/11. As colheitas foram
realizadas entre 21/3 a 03/4/12; 21 a 29/3/12 e 21/3 a 03/4/12 respectivamente. Na safra
2012/13 as semeaduras ocorreram em 20/9/12, 25/9/12 e 22/9/12 e as colheitas em 26/3/13,
entre 28/3 a 15/4/13 e 26/3 a 09/4/13 respectivamente para Castro, Arapoti e Tibagi.

Os 11 hibridos analisados foram: BG 7046, BG 7051H, CD 324 PRO, Celeron TL,
DKB 240 PRO, DOW 2A550 Hx, Formula TL, P 1630H, P 2530, P30F53 Hnsr, P 32R22H.

As amostras de espigas de milho contendo grdos ardidos ou manchados foram
debulhadas manualmente para a coleta de grdos ardidos e ap6s a trilha manual e
homogeneizacdo das amostras colhidas, foi separada uma amostra de 250 gramas de cada
hibrido, e foram selecionados gréos, com sintomas de ardidos ou manchados (> 25% da area
do grdo afetada) e, em seguida, feita a pesagem. Os valores foram expressos em % de
incidéncia. Os gréos sintomaticos foram enviados ao Laboratorio de Sementes da Fundag&o

ABC (LabEF) para identificacdo dos fungos associados.
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3.4.2. Desenho experimental e anélise dos dados — o delineamento experimental foi fatorial
(duas safras, trés locais de cultivo e 11 hibridos de milho). As variaveis foram inicialmente
testadas para a homogeneidade da variancia pelo teste de Box- Cox utilizando software SAS.

No caso da presenca de heterogeneidade da variancia, a variavel foi transformada
antes de realizar a andlise de variancia, em conformidade com a recomendacdo do teste de
Box-Cox. A analise de variancia foi realizada pelo procedimento PROC GLM do software
estatistico SAS. A anélise de correlagédo foi realizada utilizando o coeficiente de correlacdo de
Spearman e 0 PROC CORR, do software SAS.

Os resultados para Aspergillus spp., Penicillium spp, S. macrospora, S. maydis foram
analisadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e para Fusarium spp. a
transformacdo dos dados permitiu a estabilizacdo da variancia e foi realizado teste

paramétrico (Zar, 1999).

3.4.3. Incidéncia de fungos associados aos graos ardidos — Para analise da incidéncia de
fungos por hibrido, local e safra, foram utilizadas 100 sementes de cada amostra, divididas em
cinco repeticdes. Foi utilizado o teste de Blotter, com quatro folhas de papel filtro (80 gramas)
umedecidos em agua pura esterilizada e colocados em gerboxes (10,5 x 10,5 x 4,0 cm) para
incubacdo em sala climatizada (20 + 2° C), com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias
(Figura 10).
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Figura 10 - Teste de Blotter realizado para identificacdo de fungos associados a grdos ardidos
de milho.

Apl6s esse periodo os grdos foram analisados sob estereomicroscopio para
identificacdo dos fungos associados. Os fungos S. maydis e S. macrospora foram
diferenciados através dos conidios, sendo que S. maydis apresenta conidios pardo-oliva a
pardos, cilindricos, fusiformes, retos a ligeiramente curvados, medindo 15-34 x 5-8 um,
bicelulados e comumente com um septo (0-2). S. macrospora apresenta conidios semelhantes
aos descritos para S. maydis, porém seus esporos sdo 2-3 vezes maiores, medindo 44-82 x 7,5-
11,5 um e apresentando 1-2 septos (1-3) (CASA et al., 2006). As espécies S. macrospora e S.
maydis sdo facilmente identificadas por caracteres morfoldgicos, enquanto que o mesmo nao é

valido para as espécies de Fusarium spp.

Para identificacdo de Fusarium spp. foram agrupadas todas as espécies, ndo
diferenciando cores ou formacdo de macroconidios, microconidios e clamiddsporos. Embora
muitos trabalhos utilizem a identificacdo através de caracteres morfol6gicos para as principais
espécies que ocorrem em milho, muitas vezes ocorrem mais de uma espécie do complexo
Fusarium fujikuroi (F. verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans) por gréo, sendo

necessario o isolamento monosporico e posterior anadlise molecular, pois os fungos das trés
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espécies formam esporoddquio de coloracdo alaranjada e F. proliferatum e F. subglutinans
apresentam tanto monofialides como polifialides.

Os géneros Aspergillus e Penicillium foram facilmente diferenciados pela estrutura

dos conidi6foros.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A incidéncia média de graos ardidos nas amostras de milho foi de 2,9%, com variacéo
de 0,1 a 12,6%. N&o se observou correlacéo significativa (P<0,05) entre a incidéncia de graos

ardidos e a incidéncia de fungos nos graos (Tabela 2).

Tabela 2. Correlacdo entre a ocorréncia de graos ardidos e a incidéncia de fungos (%).

Aspergillus spp.  Fusarium spp. S. macrospora S. maydis Penicillium spp.

Gréos ardidos 0,121 "™ -0,138 ™ -0,181 "™ 0,020 ™ -0,055 "™
Aspergillus spp. - 0,022 ™ -0,156 * -0,126 * 0,164 *
Fusarium spp. - - 0,202 * 0,033 -0,081 ™
S. macrospora - - - 0,044 ™° -0,201 *
S. maydis - - - - -0,141 *

* significativo, ao nivel de 5% de probabilidade; NS, ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade

A andlise dos dados revelou efeitos significativos (P<0,05) de safra, local e genétipos,
e das interacOes entre esses fatores, na incidéncia de todos os fungos analisados, exceto para

S. maydis. Para essa espécie o efeito do fator safra ndo foi significativo (Tabela 3).

Tabela 3. Anélise de variancia de experimento fatorial da incidéncia de Aspergillus sp.
(ASPER), Penicillium spp. (PENIC), Fusarium spp. (FUSAR), Stenocarpella macrospora
(SMACRO) e S. maydis (SMAY) em graos ardidos de milho, com os fatores: safra agricola,
local de cultivo e hibrido de milho.

- . Pr>F
Fonte da Variacdo Graus de Liberdade ASPER  PENIC FUSAR SMACRO SMAY
Safra 1 0,0037* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,3933"™
Local 2 0,0165* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
Safra x local 2 0,0009* 0,0001* 0,0019* 0,0001* 0,0001*
Genoétipo 10 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
Safra x gen6tipo 10 0,0008* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0535*
Local x gen6tipo 20 0,0131* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
Safra x local x genétipo 20 0,0755™ 0,0001* 0,0001* 0,0001*  0,0001*

* significativo, ao nivel de 5% de probabilidade; NS, ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Na safra 2011/12 verificou-se maior incidéncia de Fusarium spp. em Arapoti e Tibagi
(18,12 e 19,87 %) e de S. macrospora em Castro e Tibagi (22,36 e 18,82 %) (p = 0,001). Para
os fungos S. maydis e Penicillium spp. as maiores incidéncias foram em Tibagi (2,89 e 4,60
%) (p = 0,001 e 0,05) (Tabela 4). J& na safra 2012/13 a maior incidéncia de Fusarium spp. e
Penicillium spp. foi em Tibagi (15,62 e 6,93 %) e para S. macrospora e S. maydis foi em
Castro (2,89 e 1,89 %) (Tabela 5).
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Tabela 4. Ocorréncia (%) de fungos associados a gréos ardidos de milho de acordo com o
local, safra 2011/12.

Local Aspergillus spp.  Fusarium spp. ~ S. macrospora S. maydis  Penicillium spp.
Castro 0,26 12,13 b 22,36 a 0,46 c 3,25b
Arapoti 0,12 18,12 a 9,14b 151b 2,22 ab
Tibagi 2,49 19,87 a 18,82 a 2,89 a 4,60 a
Teste F 0,49 ns 29,30 *** 63,24 *** 13,30 *** 4,02 *
Meédia Geral 0,48 14,03 8,26 1,60 3,40
CVexp. (%) 34,95 22,40 16,54 32,60 49,45

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% da probabilidade.

*=significativo ao nivel de 5% de probabilidade

***=significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade

Tabela 5. Ocorréncia (%) de fungos associados a grdos ardidos de milho de acordo com o
local, safra 2012/13.

Local Aspergillus spp.  Fusarium spp.  S. macrospora S. maydis  Penicillium spp.
Castro 0,09b 8,65¢ 2,89a 1,89 a 156¢c

Arapoti 0,93a 11,87 b 1,88b 1,27b 3,22Db

Tibagi 0,36 a 15,62 a 0,00 c 1,58 ab 6,93 a

Teste F 10,65 *** 131,23 *** 83,60 *** 9,31 ** 86,92 ***
Média Geral 0,48 14,03 8,26 1,60 3,40

CVexp. (%) 32,67 13,91 20,20 16,50 27,55

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% da probabilidade.

**=gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade

***=gsjgnificativo ao nivel de 0,1% de probabilidade

Na analise conjunta dos trés locais, independente da safra, Tibagi teve maior
incidéncia de Fusarium spp. e Penicillium spp. (17,74 e 5,76 %), enquanto Castro apresentou
maior incidéncia de S. macrospora (12,62 %) (Tabela 6). Esses resultados corroboram com os
obtidos por Ramos et al. (2010), que analisando grdos e sementes provenientes de varias
regides produtoras do pais, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, encontrou a maior incidéncia dos

fungos Fusarium spp. e Penicillium spp.
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Tabela 6. Ocorréncia (%) de fungos associados a grdos ardidos de milho de acordo com o
local.

Local Aspergillus spp.  Fusarium spp.  S. macrospora  S. maydis  Penicillium spp.
Castro 0,17 b 10,39 ¢ 12,62 a 1,18 b 2,41b

Avrapoti 0,53a 14,99 b 551c 1,39a 2,72b

Tibagi 1,43 ab 17,74 a 9,41b 2,23 a 5,76 a

Teste F 3,28 * 98,29 ** 53,57 ***¢ 9,55 ** 12,19 **

Media Geral 0,48 14,03 8,26 1,60 3,40

CV exp. (%) 33,67 19,29 18,55 25,45 37,01

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% da probabilidade.

*=significativo ao nivel de 5% de probabilidade

**=significativo ao nivel de 1% de probabilidade

***=significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade

Analisando as safras, independente do local, a safra 2011/12, apresentou incidéncia
significativamente maior de Fusarium spp. e S. macrospora (16,71 e 16,77 %) (Tabela 7).
Esse resultado pode ser devido a safra 2011/12 ter apresentado médias de temperatura mais
baixas no inicio da cultura (Castro 14° C, Arapoti 18° C e Tibagi 17° C) quando comparada
com a safra 2012/13 (Castro 17° C, Arapoti 19° C e Tibagi 19° C). A safra 2011/12 apresentou
temperaturas mais elevadas no final do ciclo da cultura. Castro apresentou temperatura mais

baixa com relacdo a Tibagi e Arapoti, nas duas safras (Figuras 11 e 12).

Tabela 7. Ocorréncia (%) de fungos associados a gréos ardidos de milho de acordo com a
safra.

Safra Aspergillus spp.  Fusariumspp. S. macrospora S. maydis  Penicillium spp.
2011/12 0,96 a 16,71 a 16,77 a 1,62a 3,36 b

2012/13 0,46 b 12,05 b 159 b 1,58 a 3,90 a

Teste F 7,06 ** 104,31 ** 1552,13 ** 0,34 * 28,45 **

Média Geral 0,48 14,033 8,26 1,60 3,40

CV exp. (%) 33,67 19,29 18,55 25,45 37,01

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% da probabilidade.

*=significativo ao nivel de 5% de probabilidade

**=significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Com relacéo aos indices pluviométricos, é possivel observar maiores indices durante o
més de outubro nos trés locais na safra 2011/12 quando comparado com 0 mesmo més na
safra 2012/13. Estes eventos climéaticos podem ter contribuido para a maior incidéncia de
fungos na safra 2011/12.
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Figura 11. Temperatura média do ar (°C) e precipitacdo pluvial (mm) observada entre 01 de
setembro de 2011 e 30 de abril de 2012, nos municipios de Castro, Arapoti e Tibagi, Parana.

25 400

350
20 =
€

300
_ s £
S Z =
© 15 . ? 250 -3
2 _ : 7 E}
= 7 ~ 8
£ 1 g g 150 &
0] BH ‘a
" ? ﬁ 100 %
5 "E ﬁ ? =

[ o 50

‘M 7 Z

SET ouT NOV DEZ JAN FEV MAR ABR

EETmmm Castro EEEEEE Arapoti  FZZEFA Tibagi
-------- Castro = = = Arapoti Tibagi

Figura 12. Temperatura média do ar (°C) e precipitagdo pluvial (mm) observada entre 01 de
setembro de 2012 e 30 de abril de 2013, nos municipios de Castro, Arapoti e Tibagi, Parana.

Os hibridos de milho também apresentaram diferencas significativas na incidéncia de

fungos. Na safra 2011/12 o hibrido P30F53Hnsr apresentou maior incidéncia de S.
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macrospora (31,25 %), Fusarium spp. (24,31 %) e S. maydis (5,56 %) (Tabela 8), enquanto
que este mesmo hibrido na safra 2012/13, embora ainda tenha apresentado alta incidéncia de
Fusarium spp. (12,73 %), ndo apresentou incidéncia de S. macrospora (0,00) (Tabela 9). A
resposta dos hibridos de acordo com o local (Tabelas 10, 11 e 12) apenas o hibrido
P30F53Hnsr apresentou 0 mesmo comportamento a Fusarium spp. em dois locais (Castro e
Arapoti), mas ndo foi possivel inferir que o local influenciou a resposta do hibrido.

Tabela 8. Ocorréncia (%) de fungos associados a gréos ardidos de milho de acordo com o
hibrido na safra 2011/12

Hibrido Aspergillus spp.  Fusarium spp.  S. macrospora S.maydis  Penicillium spp.
BG7046 0,20 16,40 bcd 12,80 bc 1,73abc 1,60 ab
BG7051H 0,24 18,53 abc 17,71 ab 154abc 4,22 ab
CD 324 0,08 15,87 bed 15,12 bc 1,42abc 2,92 ab
CeleronTL 0,10 11,57 d 14,51 bc 0,21bc  6,97a
DKB240PRO 0,00 17,44 abcd 22,46 ab 1,63abc 1,74ab
DOW2A550Hx 0,00 19,75 ab 17,50 ab 2,50 ab 1,05b
FormulaTL 0,07 14,14 bed 14,03 bc 1,35abc 1,69ab
P1630H 0,34 14,72 bed 14,30 bc 0,07 c 3,77a
P2530 0,14 12,69 cd 15,36 b 1,67abc 3,17 ab
P30F53Hnsr 0,42 24,31 a 31,25a 5,56 a 1,14 b
P32R22H 8,96 18,36 abcd 9,45c 0,13bc 8,64 ab
Teste F 1,15 ns 5,69 *** 6,19*** 3,70**  351*
Média Geral 0,48 14,03 8,26 1,60 3,40
CV exp. (%) 34,95 22,40 16,54 32,60 49,45

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% da probabilidade.

*=significativo ao nivel de 5% de probabilidade

**=significativo ao nivel de 1% de probabilidade

***=gjgnificativo ao nivel de 0,1% de probabilidade

Outros trabalhos também encontraram diferencas significativas na composicdo de
espécies presentes em graos de milho. Mendes et al. (2011) em experimentos realizados nas
safras 2006/07 e 2007/08 em Lavras, MG, verificaram diferengas significativas na incidéncia
dos fungos F. verticillioides e S. macrospora de acordo com a safra e hibrido. Marques et al.
(2009) encontraram diferencas na ocorréncia dos fungos Aspergillus, Fusarium e Penicillium
em funcdo dos teores de umidade em gréos de milho de hibridos diferentes, em duas safras,

no municipio de Astorga no Parana.
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Tabela 9. Ocorréncia (%) de fungos associados a gréos ardidos de milho de acordo com o
hibrido na safra 2012/13

Hibrido Aspergillus spp.  Fusarium spp. S. macrospora S. maydis  Penicillium spp.
BG7046 0,00 c 8,20 b 5,60 a 480D 2,73 de
BG7051H 0,41 abc 14,42 a 3,27 bc 1,98 bcd 5,90 a
CD 324 0,20 bc 10,13 b 1,80 bcde 0,60 bcd 4,60 bcde
CeleronTL 0,60 abc 14,20 a 0,00 f 1,27bcd 4,53 abc
DKB240PRO 0,20 bc 9,35b 2,43 bed 3,67 bc 3,64 abcd
DOW2A550Hx 1,80 ab 10,40 b 0,67 f 147bcd 1,67e€
FormulaTL 0,60 abc 13,33 a 0,27 def 0,40d 160e
P1630H 0,93 a 15,60 a 0,60 cdef 0,00 e 3,20 bcde
P2530 0,00 c 13,93 a 247D 0,00 e 4,87 ab
P30F53Hnsr 0,00 c 12,73 a 0,00 f 2,73 a 7,60 a
P32R22H 0,33 bc 10,20 b 0,40 ef 0,47 cd 2,60 cde
Teste F 5,69 *** 18,45 *** 22,96 *** 23,37 *** 1254 ***
Média Geral 0,48 14,03 8,26 1,60 3,40

CV exp. (%) 32,67 13,91 20,20 16,50 27,56

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% da probabilidade.
***=sjgnificativo ao nivel de 0,1% de probabilidade

Tabela 10. Ocorréncia (%) de fungos associados a graos ardidos de milho de acordo com o
hibrido em Castro — PR

Hibrido Aspergillus spp.  Fusarium spp. S. macrospora S. maydis  Penicillium spp.
BG7046 0,30 8,00 def 12,20 ab 0,00d 2,60 b
BG7051H 0,30 11,90 bcd 13,20 a 0,00d 7,20 a
CD 324 0,00 4,70 f 11,10 ab 0,10 cd 1,90 bc
CeleronTL 0,00 13,60 ab 7,70d 0,00d 2,60 ab
DKB240PRO 0,00 10,72 bcde 21,25 abc 6,12 a 3,20 ab
DOW2A550Hx 0,10 9,50 cdef 8,44 cd 2,20 b 0,33 ¢
FormulaTL 0,10 4,61 f 10,10 abc 1,72 bc 1,51 bc
P1630H 0,40 13,30 bc 10,00 cd 0,00d 1,70 bc
P2530 0,10 10,91 bcde 9,87 abc 0,00d 2,44 b
P30F53Hnsr 0,62 20,37 a 25,00 abc 2,70 ab 1,60 bc
P32R22H 0,00 6,70 ef 10,00 abc 0,10 cd 1,40 bc
Teste F 1,72 ns 11,97 *** 8,11 *** 17,71 *** 6,33 ***
Média Geral 0,48 14,03 8,26 1,60 3,40

CV exp. (%) 32,11 24,98 13,34 20,42 42,72

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% da probabilidade.
***=gsjgnificativo ao nivel de 0,1% de probabilidade
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Tabela 11. Ocorréncia (%) de fungos associados a grdos ardidos de milho de acordo com o
hibrido em Arapoti — PR

Hibrido Aspergillus spp.  Fusarium spp. S. macrospora S. maydis Penicillium spp.
BG7046 0,00 b 16,70 abc 5,40 ab 0,00 e 3,00 bcd
BG7051H 0,31 ab 17,03 ab 6,70 abc 497 a 2,84 abcd
CD 324 0,21 ab 16,40 abc 1,93 cd 0,00 e 2,64 abcd
CeleronTL 0,76 ab 14,05 bcd 7,81 ab 2,21 bc 4,41 ab
DKB240PRO 0,21 ab 12,48 de 6,09 a 0,11 de 1,46 cd
DOW2A550Hx 2,60 a 15,85 abcd 7,25 ab 0,94cde 1,52cd
FormulaTL 0,50 ab 16,70 abc 0,10d 0,60cde 1,00d
P1630H 0,40 ab 13,20 cde 3,20 abc 0,00 e 2,00 bcd
P2530 0,10 ab 10,02 e 6,96 a 0,00 e 481a
P30F53Hnsr 0,00 ab 18,69 a 11,87 a 5,64 ab 3,81 abc
P32R22H 0,70 ab 13,800 bcde 3,30 bcd 0,80 cd 2,40 bcd
Teste F 2,05 * 9,64 *** 8,47 *** 26,30 *** 4 79***
Média Geral 0,48 14,03 8,26 1,60 3,40

CV exp. (%) 35,10 12,30 26,68 21,76 37,83

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% da probabilidade.
*=significativo ao nivel de 5% de probabilidade

***=gjgnificativo ao nivel de 0,1% de probabilidade

Tabela 12. Ocorréncia (%) de fungos associados a gréos ardidos de milho de acordo com o
hibrido em Tibagi — PR

Hibrido Aspergillus spp.  Fusarium spp.  S.macrospora S.maydis  Penicillium spp.
BG7046 0,00 b 12,20 bc 10,00 ab 9,80 a 0,90 ¢
BG7051H 0,36 ab 20,49 a 11,56 a 031c 5,12 ab
CD 324 0,20 ab 17,90 abc 12,34 a 2,93 ab 6,74 ab
CeleronTL 0,30 ab 11,00 c 6,25 bc 0,00c 10,25 ab
DKB240PRO 0,10b 16,99 abc 10,00 a 1,72 bc 3,40 bc
DOW2A550Hx 0,00 b 19,87 ab 11,56 a 2,81 bc 2,22 bc
FormulaTL 0,40 ab 19,90 ab 11,25 a 0,31c 2,42bc
P1630H 1,12 a 18,97 ab 9,16 ab 0,10c 6,76 a
P2530 0,00 b 19,00 ab 9,90 ab 2,50 bc 4,80 ab
P30F53Hnsr 0,00b 16,50 abc 10,00 ab 4,10 ab 7,70 ab
P32R22H 13,23 ab 22,33 ab 147 c 0,00 c 13,06 abc
Teste F 3,23* 3,86 ** 7,80 *** 10,57 *** 6,40 ***
Média Geral 0,48 14,03 8,26 1,60 3,40

CV exp. (%) 33,18 20,62 15,59 31,30 31,76

Nota: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a
5% da probabilidade.
*=significativo ao nivel de 5% de probabilidade
**=significativo ao nivel de 1% de probabilidade
***=gignificativo ao nivel de 0,1% de probabilidade
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Na média geral, independente do local e safra, o fungo com maior incidéncia foi
Fusarium spp. (14,03%), seguido de S. macrospora (8,26 %) e Penicillium sp. (3,40 %). Em
trabalho realizado por Otoni (2008) houve 100% de incidéncia de Fusarium spp. em 100
amostras analisadas em duas safras 2006 e 2007, variando em niveis de 34 a 91%. Morello et
al. (1994) na safra 93/94, no estado de Tocantins, examinando 42 hibridos de ciclo normal,
observaram que 15,9 % das espigas de milho apresentavam sintomas de podridao, sendo que
75,5 % estavam infectadas por Fusarium sp. e 19,1% por Stenocarpella sp. Goulart & Fialho
(1999) analisando 313 amostras de graos de milho em quatro safras (1993/94 a 1996/97) no
Mato Grosso do Sul, encontraram F. moniliforme (= F. verticillioides) em 100% das

amostras, com incidéncia média de 56,7%.

Embora o estudo realizado por Molin (1999) em Castro e Arapoti, na safra 1997/98,
ndo tenha analisado a incidéncia de espécies de fungos e sim de micotoxinas, ocratoxina e
tricotecenos ndo foram detectadas ao nivel de 4 e 100 ng. g, o que evidencia baixa incidéncia
dos fungos produtores destas micotoxinas, ou seja, Aspergillus spp. e Fusarium graminearum.
No estudo aqui apresentado, também se verificou a baixa incidéncia destes fungos, o que pode
ser explicado pelas condi¢fes ambientais de temperatura e chuva, estadio de maturidade de

graos e competicao fungica de ocorréncia natural.
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CONCLUSOES

- A incidéncia de fungos nos graos ardidos ndo esté relacionada com a incidéncia de gréos

ardidos nas amostras analisadas;

- A safra, o local e o hibrido de milho tem influéncia na incidéncia de Fusarium spp.,
Aspergillus spp., Penicillium spp. e S. macrospora. Destes fatores o primeiro ndo teve

influéncia sobre S. maydis;

- A maior incidéncia sobre as amostras de graos ardidos analisadas foi do género Fusarium
spp. (14,0%), seguido de S. macrospora (8,3%), os demais fungos Aspergillus spp.,
Penicillium spp. e S. maydis tiveram baixa incidéncia nos gréos (> 3,4%).
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Identificacdo molecular e caracterizacdo filogenética de espécies de Fusarium associadas a

gréos ardidos de milho
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Identificacdo molecular e caracterizacdo filogenética de espécies de Fusarium

associadas a graos ardidos de milho
RESUMO

Espécies do género Fusarium sdo comumente encontradas associadas a gréos ardidos
de milho. As espécies mais comumente associadas as doencas em milho, como F.
verticillioides, F. subglutinans, F. proliferatum, do complexo Fusarium fujikuroi, embora
apresentem caracteristicas distintas morfologicamente das espécies do complexo F.
graminearum, fazer a diferenciacdo entre espécies através destas caracteristicas consome
muito tempo e necessitam de elevado nivel de conhecimento. Sendo assim, métodos baseados
no DNA podem contribuir para o reconhecimento destas espécies e de espécies
indistinguiveis morfologicamente. Assim, este estudo realizou a identificacdo das espécies de
Fusarium isolados de grdos ardidos provenientes de duas safras (2012/13 e 2014/15) e dois
locais (Arapoti e Castro) através da técnica de PCR com primers espécie-especificos e
sequenciamento parcial do gene tef-1. Ademais, isolados das espécies F. verticillioides e
Fusarium sp., outras espécies do complexo F. fujikuroi e espécies ndo identificadas foram
caracterizados filogeneticamente com base em sequéncias de DNA do gene tef-1 (~ 650 pb).
A identificacdo molecular de espécies de Fusarium, realizada com base na analise de culturas
monosporicas obtidas de grdos ardidos de dois hibridos na safra 2012/13 e de quatro hibridos
na safra 2014/15, em dois locais (Castro e Arapoti), revelou que em ambas as safras, a espécie
predominante foi F. verticillioides (92,6 e 92,3%) em Arapoti e (56,7 e 51,6%) em Castro;
sequido por Fusarium sp. (7,4 e 7,7%) em Arapoti e (20,0 e 18,8%) em Castro, outras
espécies do complexo F. fujikuroi (0,0%) em Arapoti e (13,3 e 28,1%) em Castro, F.
proliferatum (0,0%) em Arapoti e (3,3 e 0,0%) em Castro, Fusarium incarnatum (0,0%) em
Arapoti e (0,0 e 1,6%) em Castro. A andlise filogenética com base em sequencias de DNA do
gene tef-1a ndo mostrou evidéncias de estruturagdo de F. verticillioides em subpopulacdes;
enquanto que para Fusarium sp. e espécies do complexo F. fujikuroi houve evidéncias de

estruturacdo em subpopulaces.

Palavras-chave: Grdos ardidos. Fusarium. PCR. Anélise filogenética.
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Molecular identification and phylogenetic characterization of Fusarium species

associated to rot grains in corn

ABSTRACT

Fusarium species are commonly found in rot grains in corn. The most commonly
species asssociated to corn diseases, like F. verticillioides, F. subglutinans, F. proliferatum,
from Fusarium fujikuroi complex, even show distinct characteristics from F. graminearum
species complex, to do the differentiation between species from these characteristics takes
much time and need high level of knowledge. Thus, DNA-based methods can contribute to
the recognition of these species and species morphologically indistinguishable. This study
analised the identification of Fusarium species isolated form rot grains from two crop years
(2012/13 e 2014/15) and two local (Arapoti e Castro) by PCR with species-specific primers
and partial sequencing the tef-1 gene. Moreover, isolates of the species F. verticillioides,
Fusarium sp., other species of F. fujikuroi complex and non-identified species were
phylogenetically characterized based on DNA sequences of the tef-1 (~ 650 pb). The
molecular identification of Fusarium species, based on the analysis of monosporic culture
obtained from rot grains of two hybrids in crop year 2012/13 and from four hybrids in crop
year 2014/15, at two places (Castro e Arapoti), revealed that in both crop years, the
predominant species was F. verticillioides (92.6 and 92.3%) in Arapoti and (56.7 e 51.6%) in
Castro; followed by Fusarium sp. (7.4 and 7.7%) in Arapoti and (20.0 and 18.8%) in Castro,
other species of F. fujikuroi complex (0.0%) in Arapoti and (13.3 and 28.1%) em Castro, F.
proliferatum (0.0%) in Arapoti and (3.3 and 0.0%) in Castro, Fusarium incarnatum (0.0%) in
Arapoti and (0.0 e 1.6%) in Castro. The phylogenetic analysis based on DNA sequences of
the TEF-1 gene did not show evidence of structuring of F. verticillioides in subpopulations;
while for Fusarium sp. e other species of F. fujikuroi complex was evidence of structure in

subpopulations.

Keywords: Rot grains. Fusarium. PCR. Phylogenetic analysis.
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INTRODUCAO

Espécies do género Fusarium sdo comumente encontradas associadas a gréos ardidos
de milho (WHITE, 1999). Entre as espécies, aquelas do complexo de espécies de Fusarium
fujikuroi (FFSC), que inclui Fusarium verticillioides, F. subglutinans e Fusarium
proliferatum, sdo as mais comumente encontradas em grdos de milho, em regides temperadas
e sdo responsaveis pela producdo de fumonisinas. Ja as especies do Complexo Fusarium
graminearum (FGSC), tendo a espécie F. graminearum como principal representante, sdo
responsaveis pela producao de tricotecenos, e ocorrem em regifes de clima mais frio e apds
cultivo de trigo, onde a principal podridao das espigas é causada por Fusarium graminearum
(KUHNEM JUNIOR et al. 2013; AOKI et al. 2014).

As espécies mais comumente associadas as doengas em milho, como F.
verticillioides, F. subglutinans, F. proliferatum, do complexo Fusarium fujikuroi, embora
apresentem caracteristicas distintas morfologicamente das espécies do complexo F.
graminearum, fazer a diferenciacdo entre espécies através destas caracteristicas consome
muito tempo e necessitam de elevado nivel de conhecimento. Sendo assim, métodos baseados
no DNA podem contribuir para o reconhecimento destas espécies e de espécies
indistinguiveis morfologicamente. Técnicas moleculares tém sido usadas com sucesso para
identificacdo de algumas espécies de fungos e para deteccdo de genes de biossintese de
micotoxinas (CHULZE et al. 2000; JURADO et al. 2010). O gene tef-la vem sendo
amplamente utilizado para diferenciacdo filogenética de espécies de Fusarium pois demonstra
um elevado grau de polimorfismo quando comparado com outros genes de codificacdo de

proteinas como calmudolina, beta-tubulina e histona H3 (GEISER et al. 2004).

Estudos realizados em varios locais do mundo revelam que a espécie predominante
associada a graos ardidos em milho é F. verticillioides (Adejumo et al. 2007; Dorn et al.
2008; Otoni. 2008; Oliveira Rocha et al. 2011).

As condicBGes climaticas para a ocorréncia de determinadas espécies devem-se as
diferencas na temperatura e umidade, que podem influenciar a fisiologia do fungo e produzir
mudancas nas linhagens (MORETT] et al. 2008).
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O objetivo do estudo foi realizar a identificacdo molecular das espécies de Fusarium
de isolados obtidos de amostras de grdos ardidos e proceder a caracterizacdo filogenética das

mesmas.
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MATERIAL E METODOS

4.4.1 Dados das amostras — As amostras de gréos ardidos analisadas, sdo provenientes de
ensaios do Setor de Fitotecnia da Fundacdo ABC. Os locais de cultivo foram os campos
experimentais da Fundagdo ABC, localizados nos municipios de Castro e Arapoti, no estado
do Parand. A localizacdo dos campos experimentais € a seguinte: (1) Castro-PR: Lat 24° 51°S
Long 49° 56’ O, altitude 1001 m e (2) Arapoti-PR: Lat 24° 11°S Long 49° 51° O, altitude 902

m.

Na safra 2012/13 foram analisadas amostras de grdos ardidos de milho dos hibridos
DKB 240 PRO e P 1630H; e da safra 2014/15, os hibridos DKB 240 PRO, P 1630H, P 2530 e
P 32R22H.

As amostras de espigas de milho contendo grdos ardidos ou manchados foram
debulhadas manualmente para a coleta de grdos ardidos e apds a trilha manual e
homogeneizacdo da amostra colhida, foi separada uma amostra de 250 gramas de cada
hibrido, e selecionados os grdos com sintomas de ardidos ou manchados (> 25% da area do
grdo afetada). Os gréos sintomaticos foram enviados ao Laboratorio de Sementes da Fundagéo

ABC (LabEF) para identificacdo dos fungos associados.

4.4.2 Obtencdo de isolados monosporicos de Fusarium spp. — Para desenvolvimento dos
fungos sobre os gréos ardidos foi utilizado teste de Blotter com 100 sementes de cada
amostra, divididas em cinco repeti¢des. O teste de Blotter consiste na incubacdo dos grads em
caixas tipo gerbox (10,5 x 10,5 x 4,0 cm), com quatro folhas de papel filtro (80 gramas)
umedecidos em agua pura esterilizada e colocados em sala climatizada (20 + 2° C), com

fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias.

Para obtencéo de isolados monospdricos, apds o periodo de incubacéo, foi realizada a
transferéncia de estruturas fangicas de Fusarium spp. associadas aos grdos para placas de
Petri (60 x 15 cm) contendo meio de cultura de Batata Dextrose Agar (BDA), incubadas em
sala climatizada (20 + 2° C), com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. Apds esse
periodo com auxilio de uma pinga previamente esterilizada, pequenas porcoes da colbnia

contendo microconidios foram colocadas em tubos de ensaio, contendo 5 mL de agua

53



destilada esterilizada. Os tubos eram agitados e 100 uL da suspenséo era vertida em placas de
Petri (90 x 15 cm) contendo meio 4gar-agua, onde permaneciam ‘overnight’. Com auxilio de
microscopio estereoscopico, conidios germinados foram transferidos isoladamente para novas
placas de Petri contendo meio BDA para obtencdo de colénia pura. As placas foram mantidas
em sala climatizada (20 + 2° C), com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. Apds o
crescimento do fungo e confirmacdo de que a colbnia estava pura, os isolados foram

utilizados para extragdo de DNA (Figura 13).

Os locais selecionados para estas avaliagdes foram Castro e Arapoti. Embora Tibagi
tenha apresentado maior incidéncia de Fusarium spp., conforme observado nas duas safras
(2011/12 e 2012/13) (Tabela 5), Castro e Arapoti estdo geograficamente mais distantes entre
si (aproximadamente 130 km), com peculiaridades climaticas distintas, para avaliacdo do

efeito do clima sobre as espécies de Fusarium associadas aos graos ardidos.

Figura 13. Cultura monosporica de um isolado de Fusarium sp. para extracdo de DNA. (Foto:
D. Tasior)
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4.4.3 Extracdo de DNA de isolados de Fusarium spp. — O DNA de isolados monospoéricos
foi extraido segundo protocolo CTAB, descrito por Doyle & Doyle (1987), com
modificacdes. O micélio do fungo foi raspado da superficie da placa com uma espatula
cbncava e triturado com nitrogénio liquido até se tornar um po fino. Logo apos esse po foi
transferido para um microtubo plastico tipo eppendorf, de 1,5 mL e adicionados 700 uL da
solucédo tampéo de extracdo (CTAB 2%; 15 uL de 2-Bmercaptoetanol). O tubo contendo o
material foi incubado a 65° C por 15 minutos em banho seco. Apds, foram adicionados 520
uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) submetendo a uma agitagdo em vértex por 1 min
e em seguida a uma centrifugacdo a 11.000 rpm por 10 min. Apos a centrifugacdo, o
sobrenadante (500 pL) foi transferido para um novo microtubo e adicionados 5 puL de uma
suspensdo de RNAse de 20 mg/mL, 500 uL de isopropanol gelado e 250 uL de acetato de
amoénio 7,5M para remocéo dos polissacarideos. Os microtubos foram invertidos suavemente
por mais ou menos 20 vezes, sendo novamente centrifugados por mais 10 min a 11.000 rpm.
O sobrenadante foi descartado com cuidado e o precipitado foi lavado com 100 uL de etanol
70% gelado. A amostra foi novamente centrifugada por 5 min a 11.000 rpm, o sobrenadante
foi descartado novamente e o precipitado foi seco com papel toalha comum esterilizado.
Foram adicionados 100 puL de tampdo TE (pH 7,6) para ressuspender o precipitado e os

microtubos foram armazenados em geladeira por 24 horas antes da reacéo de PCR.

4.4.4 1dentificacdo molecular — Os isolados foram submetidos a quatro reacdes de PCR com
0 objetivo de confirmar se os isolados pertenciam aos géneros Fusarium verticilliodes,
Fusarium proliferatum, Fusarium subglutinans ou Fusarium graminearum através de pares
de primers desenvolvidos baseados na sequencia parcial do gene calmodulina. As reacGes
para identificacdo de espécie seguiram o protocolo proposto por Mulé et al. (2004). O volume
total das reacdes de amplicacdo foi de 24 uL, contendo 1,0 uL. de DNA (5 ng), 0,5 uL de cada
primer a wuma concentragio de 10 uM (F. verticillioides VER1F: 5’
CTTCCTGCGATGTTTCTCC 3° ¢ VER2R: 5° AATTGGCCATTGGTATTATATATCTA
3’;  F. proliferatum PRO1F: 5> CTTTCCGCCAAGTTTCTTC 3 e PRO2R:
5’TGTCAGTAACTCGACGTTGTTG 3% F. subglutinans SUB1F: 5’
CTGTCGCTAACCTCTTTATCCA 3’ SUB2R: 5
CAGTATGGACGTTGGTATTATATCTAA 37 F. graminearum FGIF: 5
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CTCCGGATATGTTGCGTCAA 3’ FG2R: 5 GGTAGGTATCCGACATGGCAA 37), 0,125
uL Taq DNA polimerase 5U/uL, 2,5 uL de Buffer 10X, 0,75 de MgCl, 50mM, 0,05 uL de
dNTPs 10mM e 19,5 uL de &gua. O protocolo de amplificacdo do PCR foi de 1 ciclo inicial
de 5 minutos a 95° C (desnaturacdo), seguido de 35 ciclos por 30 segundos a 95° C
(desnaturacdo), 30 segundos a 52° C (anelamento) e 30 segundos a 72° C (extenséo), e um
ciclo final de 4 minutos a 72° C. A identificacdo por primers com especificidade para espécies
de Fusarium foi complementada pela identificacdo por sequenciamento de uma porcdo do
gene fator de elongagdo 1-a (tef-1a) (~ 650 pb). As sequéncias foram editadas utilizando o
programa BioEdit v7.0.9.0 e comparadas no banco de dados Fusarium ID v1.0
(http://isolate.fusariumdb.org/blast.php), por meio da ferramenta BLAST (ALTSCHUL,
1990). A amplificacdo do gene tef-1a dos isolados foi realizada utilizando os primers: Ef-1
(forward: 5’-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) e Ef-2 (reverse: 5-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’) gerando um fragmento de 691 pb. As condigdes de
ciclo para tef-7a foram: 94 °C, por 1 minuto; 34 ciclos; 94 °C, por 30 segundos; 62 °C, por 45
segundos; 72 °C, por 1 minuto; 72 °C, por 5 minutos (O’DONNEL et al., 1998). Os produtos

da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, com posterior visualizacao
realizada em um transiluminador. Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se
o0 kit GenElute PCR Clean-up Kit (Sigma-Aldrich) para serem enviados para sequenciamento
no Laboratorio de Genoma Humano da Universidade de Sdo Paulo. Os fragmentos génicos

foram sequenciados nas diregdes senso e antisenso.

4.4.5 Analise de dados — As espécies foram analisadas utilizando o teste de qui-quadrado (y?)

através do comando PROC FREQ), no programa SAS.

A caracterizacdo filogenética das espécies foi realizada mediante alinhamentos
multiplos das sequéncias de nucleotideos gerados utilizando-se a ferramenta CLUSTALW
(THOMPSON et al, 1994), implementado pelo programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2011).

Os alinhamentos foram corrigidos manualmente utilizando o programa BioEdit.

A anélise filogenética foi realizada pelos métodos de Maxima parcimonia e Maxima

verossimilhanca, utilizando o modelo evolutivo Kimura 2 pardmetros, através do programa
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Mega6 (TAMURA et al, 2011). Foram inferidas arvores filogenéticas mostrando o

relacionamento entre os isolados e/ou espécies encontradas.

Para gerar as arvores, cada espécie foi comparada com duas linhagens do banco de
dados Fusarium-ID. As espécies de Fusarium ndo identificadas, aquelas identificadas como
outras espécies do complexo F. fujikuroi e as aquelas que ndo se assemelharam a nenhuma
sequéncia foram comparadas com duas sequéncias de referéncia de F. proliferatum
(FD_01378 e FD_01379), uma sequéncia de F. subglutinans (FD_01160) e duas sequéncias
de F. verticillioides (FD_01387 e FD_01388).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 ldentificacdo da espécie — Foram identificados 147 isolados de Fusarium spp. oriundos
de dois hibridos de milho na safra 2012/13 e de quatro hibridos na safra 2014/15, de dois
locais, Castro e Arapoti (Tabela 13).

Tabela 13. Local e ano de coleta dos isolados obtidos em gréos ardidos de milho.

Isolado Local Ano de Coleta

45, 47,51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 499, Castro 2013
501, 503, 505, 507, 509, 511, 513, 515, 517, 537,
539, 541, 543, 545, 547, 549, 551, 553

1,3,5,7,9,11, 13, 15, 17, 19, 21, 485, 487, 489, Arapoti 2013
491, 493, 495, 497, 519, 521, 523, 525, 527, 529,

531, 533, 535

281, 283, 285, 287, 289, 291, 293, 295, 297, 299, Castro 2015

301, 303, 305, 307, 309, 315, 317, 319, 321, 323,

325, 327, 329, 331, 333, 335, 337, 339, 341, 343,

345, 347, 349, 351, 355, 357, 359, 361, 363, 365,

367, 369, 371, 373, 375, 377, 379, 381, 383, 385,

387, 389, 391, 393, 395, 397, 399, 401, 403, 405,

407, 409, 411, 413

209, 211, 213, 215, 243, 245, 247, 249, 251, 253, Arapoti 2015
255, 257, 259, 261, 263, 265, 267, 269, 271, 273,

275, 277, 279, 353, 421, 423

Os resultados da identificacdo dos isolados mediante BLAST Search de sequéncias de

DNA do gene tef-1a no banco de dados Fusarium-ID é mostrada na Tabela 14.
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Tabela 14. Identificacdo de isolados de Fusarium obtidos de gréos ardidos mediante BLAST

search de sequéncias de DNA de uma porc¢do do gene tef-1a com o banco de dados Fusarium-

ID e similaridade com sequéncias de referéncia obtidas no Fusarium- ID.

Isolado

% ldentidade

Espécie

Strain de Referéncia

1, 3, 15, 17, 21, 45, 65, 67, 2009,
211, 213, 215, 243, 249, 251, 253,
255, 257, 259, 261, 263, 265, 267,
269, 271, 273, 275, 277, 279, 287,
289, 291, 295, 301, 303, 305, 307,
309, 315, 317, 319, 321, 329, 331,
333, 335, 339, 341, 345, 353, 363,
369, 371, 373, 375, 385, 387, 389,
391, 393, 397, 409, 411, 421, 423,
485, 487, 489, 491, 497, 499, 503,
509, 511, 513, 515, 517, 519, 521,
523, 525, 529, 531, 535, 539, 541,
543, 549, 553.

5,7,13, 19, 495, 507, 533
9,11

47,527, 545, 547

51, 53, 55, 245, 247, 323, 325,
327, 337, 355, 361, 377, 379, 383,
401, 403, 405, 493, 537

57,59

61, 283, 285, 293, 297, 299, 347,
349, 351, 357, 359, 367, 381, 395,
399, 407, 501, 505

63
281, 365
343

413
551

84,22a99,8

92,9a98,9
93,3
88,6 98,3

88,9299,8

91,7a98,2

96,6
87,9 a 98,2
97,3
96,5
99,5

Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides
Fusarium verticillioides

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Complexo F. fujikuroi

Fusarium proliferatum

Complexo F. fujikuroi
Fusarium incarnatum
Complexo F. fujikuroi
Complexo F. fujikuroi

FD_01388_EF-1a

FD 01387 EF-1a
FD 01760 EF-1a
FD_01856_EF-la

FD_01857_EF-1a

FD_01757_EF-la

FD_01389 EF-1a

FD_01759 EF-la
FD_01679 EF-1a
FD_01774_EF-la
FD_01149 EF-la

Os 57 isolados obtidos em 2013 foram identificados primeiramente utilizando primers

especificos para espécies de Fusarium, protocolo desenvolvido por Mulé et al. (2014) e

posteriormente foram identificados com base em sequencias de DNA do gene tef-la,
submetidas a BLAST Search no Fusarium-ID (Tabela 15).
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Tabela 15. Identificacdo molecular de espécies de isolados de Fusarium obtidos de graos
ardidos de milho por PCR com oligonucleotideos primers com especificidade* para F.
verticilloides, F. subglutinans, F. proliferatum e F. graminearum, e por PCR/sequenciamento
de uma porcao do gene tef-1a mediante BLAST search no Fusarium-ID.

Isolado Local Primers especificos Sequenciamento
1 Avrapoti F. verticillioides F. verticillioides
3 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
5 Avrapoti F. verticillioides F. verticillioides
7 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
9 Avrapoti F. verticillioides F. verticillioides
11 Avrapoti F. subglutinans F. verticillioides
13 Arapoti F. subglutinans F. verticillioides
15 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
17 Avrapoti F. verticillioides F. verticillioides
19 Avrapoti F. verticillioides F. verticillioides
21 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
45 Castro F. verticillioides F. verticillioides
47 Castro F. verticillioides Fusarium sp.
51 Castro F. proliferatum Fusarium sp.
53 Castro F. proliferatum Fusarium sp.
55 Castro F. proliferatum Fusarium sp.
57 Castro F. proliferatum -

59 Castro F. proliferatum -

61 Castro F. subglutinans Complexo F. fujikuroi
63 Castro F. proliferatum F. proliferatum

65 Castro F. verticillioides F. verticillioides
67 Castro F. verticillioides F. verticillioides
485 Avrapoti F. verticillioides F. verticillioides
487 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
489 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
491 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
493 Avrapoti F. proliferatum Fusarium sp.
495 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
497 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
499 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
501 Avrapoti F. subglutinans Complexo F. fujikuroi
503 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
505 Avrapoti F. subglutinans Complexo F. fujikuroi
507 Avrapoti F. verticillioides F. verticillioides
509 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
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Tabela 15, cont.

511 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
513 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
515 Avrapoti Néo amplificou F. verticillioides
517 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
519 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
521 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
523 Avrapoti F. verticillioides F. verticillioides
525 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
527 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
529 Avrapoti F. verticillioides F. verticillioides
531 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
533 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
535 Arapoti F. verticillioides F. verticillioides
537 Castro F. proliferatum Fusarium sp.
539 Castro F. verticillioides F. verticillioides
541 Castro F. verticillioides F. verticillioides
543 Castro F. verticillioides F. verticillioides
545 Castro Né&o amplificou Fusarium sp.
547 Castro F. verticillioides F. verticillioides
549 Castro F. verticillioides F. verticillioides
551 Castro N&o amplificou Complexo F. fujikuroi
553 Castro F. verticillioides F. verticillioides

* Protocolo desenvolvido por Mulé et al. (2004).

Surpreendentemente, ndo houve concordancia entre a identificagdo utilizando primers
especificos e BLAST Search para 13 isolados: 11, 13, 47, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 493, 501,
505 e 537. Cinco isolados (51, 53, 55, 493 e 537) identificados como F. proliferatum
utilizando primer especifico, foram identificados como Fusarium sp. e dois (57 e 59) nédo
encontraram correlacdo com nenhuma sequéncia depositada. Dois isolados (11 e 13) que
foram identificados como F. subglutinans utilizando primers especificos, foram identificados

como F. verticillioides através do sequenciamento.

Outros trés isolados (61, 501 e 505) identificados como F. subglutinans, foram
identificados como pertencente ao complexo Fusarium fujikuroi através do sequenciamento.
O isolado 47 foi identificado como F. verticillioides utilizando primer especifico e como

Fusarium sp. através do sequenciamento. Dos trés isolados (515, 545 e 551) que nao
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amplificaram com nenhum primer especifico, um foi identificado como F. verticillioides,
outro como Fusarium sp., e o terceiro como outra espécie do complexo F. fujikuroi. Esses
resultados apontam a necessidade da validacdo de primers devolvidos por Mulé (2004) para

identificacdo de espécies de Fusarium spp.

Analisando os dados estatisticamente, o teste de qui-quadrado (3°) mostrou que a
composicao das espécies ndo diferiu significativamente de um ano para o outro. De outro

modo, a composicdo de espécies diferiu entre os locais Arapoti e Castro (P<0,05).

Verificou-se que em ambas safras e locais (Tabelas 16 e 17), a espécie predominante
foi F. verticillioides (92,6 e 92,3%) em Arapoti e (56,7 e 51,6%) em Castro; seguida por
Fusarium sp. (7,4 e 7,7%) em Arapoti e (20,0 e 18,8%) em Castro, outras espécies do
complexo F. fujikuroi (0,0 %) em Arapoti e (13,3 e 28,1%) em Castro, F. proliferatum (0,0%)
em Arapoti e (3,3 e 0,0%) em Castro, Fusarium incarnatum (0,0%) em Arapoti e (0,0 e 1,6%)

em Castro.

Notadamente, apenas dois dentre 147 isolados (57 e 59) ndo se assemelharam a
nenhuma espécie depositada no banco de dados Fusarium-ID, ambos de Castro obtidos na
safra 2012/13. Outra informacéo relevante é que nenhum isolado de F. graminearum foi
encontrado neste estudo. O Unico isolado de F. proliferatum encontrado foi em Castro na
safra 2012/13 e o Unico isolado de F. incarnatum encontrado também foi em Castro na safra
2014/15.
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Tabela 16. Identificacdo molecular de espécies de isolados de Fusarium obtidos de graos
ardidos em dois hibridos de milho nos municipios de Castro e Arapoti, Parana, na safra
2012/13.

(%] 0 - o
= = E S5 .- 3
2 c o 2388 =
Local N = 2 2 8353 =
£ 5 = 855 2
o L% S =Rk S
w L o3 "Z‘3
Arapoti 27 25 2 0 0 0
(92,6%) (7,4%) (0,0%) (0,0%) (0,0%)
Castro 30 17 6 1 4 2
(56,7%) (20,0%) (3,3%) (13,3%) (6,7%)
Total 57 42 8 1 4 2
(73,7%) (14,0%) (1,8%) (7,0%) (3,5%)

Tabela 17. Identificacdo molecular de espécies de isolados de Fusarium obtidos de graos
ardidos em quatro hibridos de milho nos municipios de Castro e Arapoti, Parana, na safra
2014/15.

3 £ 3w =
£ Q : 3es 2
= E = 3L i
Local N &= 2 2 &3 2 =
5 5 o 855 2
g Lf o g O ¥+ =
W w GRS L
Avrapoti 26 24 2 0 0 0
(92,3%) (7,7%) (0,0%) (0,0%) (0,0%)
Castro 64 33 12 0 18 1
(51,6%) (18,8%) (0,0%) (28,1%) (1,6%)
Total 90 57 14 0 18 1
(63,3%) (15,6%) (0,0%) (20,09%) (1,1%)

Estes resultados corroboram com os resultados encontrados no Brasil por Otoni (2008)
onde a identificacdo molecular de 100 isolados de Fusarium spp. encontradas em gréos de
milho provenientes das principais regiées produtoras do Brasil (Sul, Sudeste e Centro-Oeste),
durante os anos 2006 e 2007, mostraram que 60% dos isolados pertenciam a F. verticillioides.

Ainda no Brasil, Oliveira Rocha, et al. (2011) identificaram 96 isolados de Fusarium
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verticillioides, de um total de 100 isolados de 200 amostras de grdos de milho de quatro
diferentes regides, utilizando o gene tef-1a. Adejumo et al. (2007) analisando 180 amostras de
milho na Nigéria, encontraram 71% de incidéncia de F. verticillioides. Da mesma forma,
Ribeiro et al. (2005) também encontraram maior percentual de F. verticillioides associado a
graos ardidos em diferentes hibridos e sistema de manejo da cultura em Santa Catarina, porém

neste estudo as identificacGes foram realizadas apenas através de caracteres morfoldgicos.

O fato de ndo ter sido encontrado nenhum isolado de F. graminearum neste trabalho,
pode ser devido a colheita dos gréos néo ter sido atrasada, pois segundo trabalho realizado por
Santin et al. (2004), o retardamento da colheita de grdos de milho influenciou no aumento da
incidéncia de F. graminearum e na reducdo da incidéncia de F. verticillioides (=F.
moniliforme), indicando que esta espécie tem habilidade de se desenvolver em gréos de milho
com baixo teor de umidade, enquanto que F. verticillioides, apresentou elevada incidéncia
em graos com alto teor de umidade. Trento et al. (2002) também confirmaram que a menor
incidéncia de F. graminearum em dois sistemas de cultivo, monocultura e rotagéo de culturas,
deve-se ao baixo indice de precipitacdo pluvial ocorrido durante o periodo entre os estadios de
florescimento e o inicio de desenvolvimento de grdos. Segundo Miller (1994), citado por
Trento et al. (2002), F.graminearum requer periodos de altas temperaturas e umidade

continua durante os estadios de floracdo e inicio de desenvolvimento de gréaos.

Dorn et al. (2008) realizando estudo em duas regides distintas na Suica, relataram
incidéncia significativamente maior de F. verticillioides nas amostras de grdos analisadas,
sendo que na regido norte, houve predominancia de F. graminearum apos F. verticillioides, e
na regido sul, de F. subglutinans apés F. verticillioides. Segundo os autores F. subglutinans e
F. graminearum sdo favorecidos por temperaturas mais baixas, e adicionalmente F.

graminearum ¢ favorecido por climas imidos.

Vérios trabalhos realizados na Argentina demonstraram que a prevaléncia de espécies
de Fusarium em grdos de milho depende de condicdes geogréaficas e climaticas. F.
subglutinans foi a espécie predominante em zonas frias e temperadas como o Norte da
Argentina a qual tem um média anual variando entre 18° a 24° C (CHULZE et al. 2000,
REYNOSO et al. 2002, TORRES et al. 2001), porém o mesmo ndo foi observado neste

trabalho, pois a prevaléncia dos isolados identificados foi de F. verticillioides, e nenhum dos
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isolados identificados como F. subglutinans através de primers especificos, teve confirmagéo
desta espécie por meio do sequenciamento.

4.5.2 Caracterizacdo filogenética — A arvore filogenética inferida com base em sequéncias
de DNA do gene tef-1 de isolados de F. verticillioides demonstraram que os isolados deste
trabalho se agruparam com linhagens de referencia de F. verticillioides (FD_01387,
FD_01388), formando um clado com suporte estatistico de 40% (bootstrap). Embora a arvore
tenha mostrado ramificagdes internas, o suporte estatistico para essas ramificacdes foi baixo,
assim essas ramificaces ndo foram consideradas para efeito de significado biolégico (Figura
14). 1sso demonstra ndo haver aparente estruturacdo de subpopulacGes nesta espécie na regido

compreendida pelo estudo.

Por outro lado, a arvore filogenética inferida com isolados ndo identificados de
Fusarium, outras espécies do complexo F. fujikuroi e espécies que ndo se assemelharam a
nenhuma sequéncia depositada no banco de dados Fusarium-ID, demonstrou trés distintos
clados. Os isolados 527 e 547 de Arapoti e Castro, da safra 2013, formaram um clado com
100% de suporte estatistico e se assemelharam as sequencias de referéncia de F.

verticillioides (Figura 15).

A maioria dos isolados do complexo F. fujikuroi assemelhou-se ao isolado de F.
subglutinans (FD_01160) formando um clado com estruturacdo de 99%. Os isolados de
Fusarium sp., assemelharam-se a sequéncia de referéncia de F. proliferatum (FD_01378 e
FD_1379), formando um clado com estruturacdo de 100%. Isso sugere certo nivel de
estruturacdo na populacdo de isolados ndo identificados deste estudo. Estudos posteriores
serdo necessarios para melhor caracterizacdo dos isolados. Até o momento a espécie F.
temperatum descrita por SCAUFLAIRE et al. (2011) ainda n&o foi reportada no Brasil. De

modo que estudos posteriores poderdo esclarecer melhor essa questio (Figura 14).

O gene tef-1a ¢ amplamente utilizado para diferenciagdo filogenética de espécies de
Fusarium, pois demonstra um elevado grau de polimorfismo quando comparado com outros
genes de codificacdo de proteinas como calmudolina, beta-tubulina e histona H3 (GEISER et
al, 2004).
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Seria interessante amplificar outra sequéncia do gene ITS e comparar as sequéncias do
gene tef-1a e regido ITS combinadas para melhorar a caracterizacdo destas sequéncias. As
condigdes climaticas para a ocorréncia de determinadas espécies devem-se as diferengas na
temperatura e umidade, que podem influenciar a fisiologia do fungo e produzir mudancas nas
linhagens (MORETT] et al. 2008).

66



513_Arapos_2013
5£3_Castro_2013

_Castro_2015
_Castro_2015
359_Castro_3015
353_Castro_2015
345_Castro_2015
|- 349 Castm_304s
321_Casto_2015
331_Castro_2015

335_Castro_2015
341_Casto_2015
317_Castro_2015
315_Castro_2015
303_Castro_2015
305_Castro_2015

_Casiro_2013
|- 257_Ampot_2015
[— 373_caswo_201s
51 _Arapod_204E
257_Arapos_JME
283_Castro_2015

291_Castro_2015
295_Castro_2015
251_Arapos_2MES
248_Arapos 2018
243_Arapos IS
55_Castro_2013
FO_1388_Fverticilicides

74| 387_CasTo 2018

331_Castm_2015
353_Casto_2015
335 _Casm 2015
Caste_2015
303_Castro_2015
408_Castro_2015

323 Casro_2015
333 Casm_2015
339 Castm 2015
371_Castro_2M5

513_Castm_2013
1 I—— 543_Cawen 2013

15_Arapot_2013
15 17_Ampot_2013

& 1_ampot_2013
287_Castre_2015

307_Castro_2015
1E_Arapot_i0is
301_Castro_2015

[—— 531_Ampes_2013

_|_7 1_Arspol 3013
535_Ampet_2013

[ Fo_01387_Fvemticiioides
45_Casen 3093
203_Arapot_2015
Z11_Arapot_2015
213_Armpob_2015
Z53_Arapot_2015
Z55_Arapot_2015
2539_Arapob_2015
253_Arapot_2015
255_Arapot_2015
253_Arapot_2015
Z71_Arapot_2015
273_Arapot_2015
275_Arspob_2015
ZTT_Arapot_2015
279_Arapot_2015
353_Armpot_2015
423_Arapob_2015
431_Arapot_2013
435_Arspeb_2013
SO7_Casiro_20M3

511_Casra_2013
S17_Casn 203
521_Arapot_2013
529_Arapot_2013

53%_Castro_2013
523_Arapot_2013
sﬂs:s_qanm_zms
483_Ampot_2013
| FID_01378_Fprolferatum
100l Fo_o1

79_Fproiferatum

o

Figura 14. Arvore filogenética de isolados de Fusarium verticillioides.
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Figura 15. Arvore filogenética de isolados n&o identificados de Fusarium, outras espécies do

complexo Fusarium fujikuroi e espécies ndo identificadas.
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CONCLUSOES

- A composicdo das espécies de Fusarium ndo diferiu significativamente de um ano para o

outro, no entanto diferiu entre os locais, Arapoti e Castro;

- A espécie predominante nos dois locais do estudo foi F. verticillioides, sequido em menor
quantidade por Fusarium sp., F. proliferatum, outras espécies do complexo F. fujikuroi e F.

incarnatum;

- A andlise filogenética com base em sequencias de DNA do gene tef-a ndo mostrou
evidéncias de estruturacdo de F. verticillioides em subpopulacBes; enguanto que para
Fusarium sp. e outras espécies do complexo F. fujikuroi houve evidéncias de estruturacdo em

subpopulacoes.
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CONCLUSOES FINAIS

- A ocorréncia dos fungos, Fusarium spp., Penicillium spp., S. macrospora e S. maydis em
gréos ardidos de milho € influenciada pelo ano e local de cultivo e pelo genétipo de milho. O

mesmo ndo ocorre em relagdo a Aspergillus spp.;

- Com base nos dois anos do estudo, os fungos predominantes foram Fusarium spp., seguidos

de S. macrospora, Penicillium spp. e S. maydis;
- A espécie de Fusarium predominante foi F. verticillioides, seguido de Fusarium sp.;

- A andlise filogenética com base em sequencias de DNA do gene tef-a revelou que ndo

existem evidéncias de que F. verticillioides esteja estruturado em subpopulagdes.
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