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RESUMO

O milho (Zea mays L) é um dos grdos mais produzidos no Estado do Parana —
Brasil, que é o maior produtor nacional deste cereal. Matéria-prima basica de ragfes
animais e na alimentacdo humana. Sua composi¢cdo nutricional rica também
desencadeia o crescimento de fungos micotoxigénicos, com destaque a Fusarium
verticilloides Sacc. Nirenberg (=Fusarium moniliforme Sheldon), fitopatégeno
primario de milho, cuja produgcdo de fumonisinas tem sido motivo preocupante na
micotoxicologia. Considerando que a garantia na seguranca alimentar deva envolver
desde cuidados no campo, monitorou-se o perfil de contaminagdo fangica e
fumonisinas em milho submetido a diferentes manejos em trés safras consecutivas
(2001, 2002 e 2003), comparando a variagdo no sistema de cultivo (plantio direto x
convencional e rotacédo de cultura suplementados com N,, K" e Ca'™). Estes dados
foram relacionados com os fatores intrinsecos do milho (umidade, atividade de 4gua
e composicdo bromatoldgica), assim como avaliou-se a variabilidade genética em
populacdes de F. verticillioides isoladas de milho submetido a tratamentos
agrondmicos distintos (plantio direto x convencional, rotacdo de cultura x pousio e
adicdo de N, K" e Ca®"), tendo como base, o efeito paralelo no nivel de
contaminacgao natural de fumonisinas na colheita nos anos consecutivos de plantio.
Fusarium spp., Penicilium spp. e Aspergillus spp. predominaram na micoflora,
sendo detectadas em 100, 66 e 20% das amostras, respectivamente. O teor de
umidade variou de 10,1 a 16,7% e a atividade de agua de 0,75 a 0,80 para o milho
recém colhido. A composi¢cdo bromatolégica variou de 5,3 a 7,4% (lipidios), 0,79 a
1,40% (cinzas) e de 7,5 a 10,3% (proteinas). Das 72 amostras analisadas, 70
(97,2%) apresentaram-se contaminadas por fumonisinas, em niveis de 0,73 a 10,64
ug/g para FB; e de 0,08 a 5,87 ug/g para FB,. O milho submetido ao plantio direto
apresentou nivel de fumonisinas (10,64 ug/g), superior ao plantio convencional (0,04
ug/g). O perfil de gendtipo molecular das 23 cepas de F. verticillioides isoladas de
milho (11 cepas de plantios convencional e 12 de plantio direto) foi investigado
perante variabilidade por polimorfismo de DNA amplificado ao acaso, utilizando 16
primers RAPD (Kit Operon X e W). A metodologia permitiu diferenciar 105 locos,
sendo que 75 (71,5%) destes apresentaram-se polimorficos. O indice de similaridade
de Jaccard demonstrou uma alta variabilidade genética entre os isolados de F.
verticillioides. Nao obstante, ndo houve diferenca significativa entre os sistemas de
semeadura (plantio direto e convencional) (p< 0,05). A analise de agrupamento
(UPGMA) nédo demonstrou associacao entre grupos de RAPD e tipos de plantio. A
estratégia de plantio da cultura do milho nao interferiu na composi¢cao genética de
populacdes de F. verticillioides isoladas das safras 2002 e 2003.

Palavras-chave: Fusario; Milho; Micotoxinas.



ABSTRACT

The corn (Zea mays L) is one of the main grain produced in the State of Parana
Brazil, which classifies this State as the major national producer. This cereal
constitutes the basic crude material for human, as well as animal feeding. However
its rich nutritional composition also has been the motive of mycotoxigenic fungi
growth, with special interest on the primary corn phytopathogen Fusarium
verticilloides Sacc. Nirenberg (=Fusarium moniliforme Sheldon), whose production of
fumonisins has been the major concern in the mycotoxicology. Taking into account
that food safety should involve particular care from field crop production, the profile of
fungal and fumonisins contamination was monitored in corn submitted to different
management in three serial crops (2001, 2002 and 2003), comparing the variation in
the cultivation system (direct x conventional plantation, rotation of culture and Nj, K*
and/or Ca®* supplementation). These data were related with the intrinsic factors of
corn kernels (humidity, water activity and bromatological composition). The genetic
variability was also evaluated in F. verticillioides populations isolated from corn
submitted to different agronomic treatments (direct x conventional plantation, rotation
x pousio of culture, and Ny, K and Ca®" supplementation), accounting as the basis,
the parallel effect in the level of natural contamination of fumonisins in corn produced
by serial years of plantation. Fusarium spp., Penicillium spp. and Aspergillus spp.
prevailed in the mycoflora, which were detected in 100, 66 and 20% of samples,
respectively. The humidty content ranged from 10.1 to 16.7%, and the water activity
from 0.75 to 0.80 in the fresh harvested corn. The bromatological composition ranged
from 5.3 to 7.4% (fat), 0.79 to 1.40% (ashes), and of 7.9 to 10.2% (proteins). Out of
72 samples, 70 (97.2%) were contaminated with fumonisins at 0.73 to 10.64 ng/g
range for FB;, and from 0.08 to 5.87ug/g range for FB,. The corn produced by direct
plantation showed fumonisin level (10.64 nug/g) higher than the conventional
plantation (0.04 pg/g). The molecular genotype profile of 23 F. verticillioides strains
isolated from corn (11 strains from conventional plantations and 12 from direct
plantation) was investigated for variability by random amplified polymorphic DNA
using 16 RAPD primers (Kit Operon X and W). The methodology allowed the
differentiation of 105 loci, from which 75 (71,5%) were polymorphic. The Jaccard
similarity index indicated high genetic variability among F. verticillioides strains.
Nevertheless, there was any significant difference between plantation systems (direct
and conventional plantation) (p<0,05). The unweighted pair group method using
average linkage (UPGMA) didn't show association between RAPD groups and
plantation systems. Therefore the strategy of corn plantation evaluated in this study
(2002 and 2003 crop) indicated no interference on the genetic composition of F.
verticillioides strains.

Key-words: Corn; Fusarium.
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1 INTRODUCAO

O Parana contribui com aproximadamente 25% da producao
brasileira de milho (Zea mays L), destacando-se como o maior produtor nacional.
Esta producdo poderia ser maior se medidas de manejo mais adequados fossem
adotadas no plantio, adubacdo, armazenagem e selecdo de hibridos “mais
tolerantes” ao ataque de insetos e fungos, 0 que minimizaria 0S riscos com
micotoxinas.

A associacdo de fungos e insetos provoca a contaminacao,
infestacdo e deterioracdo do milho. As fumonisinas produzidas por Fusarium
verticillioides Sacc Nirenberg (Fusarium moniliforme Sheldon) constituem toxinas
predominantes no grdo de milho, afetando direta e indiretamente as pessoas e
animais consumidores do produto e/ou seus derivados.

O efeito toxico de fumonisinas se manifesta através de
leucoencefalomalacea eqina, edema pulmonar em suinos, cancer hepéatico em
ratos, estando provavelmente associadas ao cancer esofagico humano em regiées
onde o milho compde a dieta cotidiana da populacao.

Sendo fungo saprofito de campo, a infecdo do grao de milho por F.
verticillioides esta relacionada a diversos fatores como: adubacdo e época de
plantio; tipo de hibrido; condicbes de umidade, temperatura durante o
desenvolvimento da planta; atague de insetos (lagarta da espiga); chuvas de
granizo; que isoladamente e principalmente associados permitem a manutencao
desta espécie no campo e posterior perigo de fumonisinas nos produtos alimenticios
contendo milho.

O sistema de plantio de milho (direto ou convencional) é fator

primordial para a recuperacdo, manutencéo da fertilidade, melhoria da estrutura do
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solo, viabilizacdo da exploragdo agricola e manutengcdo do homem no campo. Além
do beneficio de conservacao, o plantio direto permite maior acumulo de nutrientes
nas camadas superficiais do solo, reduz o risco de erosao, diminui a pressao de
plantas invasoras, proporcionando maior produtividade, menor custo e a
sustentabilidade do sistema.

O sistema de plantio e as técnicas de adubacdo podem alterar a
expressao génica, no sentido de oferecer melhores condi¢cdes de adaptacédo para
determinados organismos fungicos, resultando em fendtipos com micotoxigenicidade
diferenciada. Devido a alteragdes no sistema de cultivo € possivel a coexisténcia de
diferentes clones de F. verticillioides pertencentes a “matting population A” numa
mesma planta de milho. Isso poderia repercutir na competitividade e/ou
predominancia de um determinado padrdo genético da mesma espécie, afetando a
populacdo de microrganismos presentes na planta e nos gréos de milho.

No contexto, a caracterizagdo molecular possibilitaria o estudo
taxonémico de F. verticillioides perante a variabilidade genética, identificando seus
marcadores e consequente deducdo das caracteristicas inter e intraespecificas da
espécie; estes fatores também poderiam afetar a expressao génica referente a
habilidade de produzir fumonisinas.

O fato abriria perspectiva ao controle alternativo de F. verticillioides e
a reducdo dos riscos das fumonisinas através de um sistema com hibridos mais
resistentes ao ataque de Fusarium, associado a técnicas de plantio, adubacéao,
época de colheita e manejo na pés-colheita pelo melhoramento genético.

O trabalho visou avaliar ou medir a contaminacéo fungica, o nivel de
fumonisinas e analise bromatolégica em amostras de milho de trés safras
consecutivas, oriundas sistemas de plantio direto e convencional em pousio e
rotacao de cultivo com aveia, suplementados com nitrogénio (0 a 90 Kg/ha), potassio
(22 Kg/ha) e calcio (40 Kg/hd).



12

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar variabilidade genética de Fusarium verticillioides, nivel de
fumonisinas e andlise bromatolégica de amostras de milho de trés safras
consecutivas, produzidas em plantio direto, convencional, pousio, rotagdo com aveia,

com diferentes dosagens de nitrogénio, potassio e calcio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

e Avaliar a contaminacdo de Fusarium verticillioides e a producao
de fumonisinas em:

» Plantio direto sobre aveia sem aplicacdo de N, em cobertura,

» Plantio direto sobre aveia com aplicacdo de 22,5 a 90 Kg/ha de
N2 em cobertura;

> Plantio direto sobre aveia com aplicacdo 90 Kg/ha de N, em
cobertura

+ K"

> Plantio direto sobre aveia com aplicacdo de 90 Kg/ha de N, em
cobertura + Ca*?;

» Plantio direto sobre pousio sem aplicacdo de N, em cobertura,

> Plantio direto sobre pousio com aplicacao de 22,5 a 90 Kg/ha de

N> em cobertura;
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» Plantio direto sobre pousio com aplicagéo de 90 Kg/ha de N, em
cobertura + K;

» Plantio direto sobre pousio com aplicagéo de 90 Kg/ha de N, em
cobertura+ Ca*?;

» Plantio convencional sobre aveia sem aplicagdo N, em
cobertura;

» Plantio convencional sobre aveia com aplicagdo de 22,5 a 90
Kg/ha de N, em cobertura,

» Plantio convencional sobre aveia com aplicacdo de 90 Kg/ha de
N, em cobertura + K';

» Plantio convencional sobre aveia com aplicacdo de 90 Kg/ha de
N, em cobertura + Ca*?;

» Plantio convencional sobre pousio sem aplicacdo N, em
cobertura;

» Plantio convencional sobre pousio com aplicacdo de 22,5 a 90
Kg/ha de N, em cobertura,

» Plantio convencional sobre pousio com aplicacao de 90 Kg/ha de
N, em cobertura + K';

» Plantio convencional sobre pousio com aplicacao de 90 Kg/ha de

N, em cobertura + Ca*?;

e Correlacionar os niveis de fumonisinas ao teor de umidade,
atividade d’agua composicao bromatolégica do grédo de milho;
e Analisar, através de RAPD, a variabilidade genética existente

entre as cepas de Fusarium verticillioides isoladas das amostras de milho
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submetidas aos seguintes a tratamentos agrondmicos extremos: plantio direto sobre
aveia sem aplicacédo de N, para cobertura; plantio direto sobre aveia com 100% da
dose de N, +K*; plantio direto sobre aveia com 100% da dose de N, + Ca*?; plantio
convencional sobre pousio sem aplicagdo de N, para cobertura; plantio convencional
sobre pousio com 100% da dose de N, + K*; plantio convencional sobre pousio com

100% da dose de N, + Ca*.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUCAO DE MILHO NO PARANA

O milho é um cereal de destaque no Estado do Parana, consagrado
como maior produtor nacional desde a década de 70, correspondendo a 27% da
producdo brasileira (PARANA/SEAD, 2002). A producdo paranaense envolve cerca
de 230 mil produtores, gerando aproximadamente 70 mil empregos diretos no
campo, sem considerar o complexo industrial e empregos indiretos advindos da
cadeia produtiva de milho (PARANA/IAPAR, 2002b).

A ampla adaptacdo da espécie permite o cultivo do milho em todas
as regides fisiogréficas do Estado do Parand, principalmente nas Regides: Sul, Norte
e Sudoeste, onde se concentram a producdo e também as atividades pecuaristas
(PARANA/IAPAR, 2002). O mesmo Estado figura como abastecedor tradicional de
milho a outros Estados brasileiros, destinando o volume de até 30%, sendo a maioria
destinada a atividades pecuaristas, com énfase a avicultura e suinocultura, que
absorvem 42% do total ofertado (PARANA/IAPAR, 2002). A versatilidade de uso,
com mais de 500 produtos derivados, o milho paranaense detém cerca de 47% da
capacidade total de moagem brasileira, com destaque a fuba, farinha, farelo de
milho, 6leo bruto, refinado e racéo, (PARANA/SEAD, 2002).

N&o obstante, o milho € um excelente substrato para o crescimento
fungico, e consequente producdo de micotoxinas, constituindo-se num dos pontos
criticos de controle mais discutido na saude humana e de animais (PLACINTA et al.,

1999).
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3.2 FUSARIUM VERTICILLIOIDES EM MILHO

O género Fusarium Link ex Fr. pertence a divisdo Deuteromicotina,
classe Hifomiceta, de ampla distribuicdo, ocorrendo em praticamente em todas as
regides geograficas do mundo (VENTURA, 2000). Em regides temperadas, as
espécies de Fusarium encontram-se seja no solo ou em materiais vegetais,
produzindo uma variedade de micotoxinas, fitotoxinas, pigmentos e outros
metabolitos (MARASAS, 1996). Membros do género Fusarium constituem patégenos
de plantas economicamente importantes, causando prejuizos anuais de bilhdes de

dolares (AGRONEGOCIOS, 2004).

As cinco principais espécies de Fusarium contaminantes em graos e
suas micotoxinas s&o: F. graminearum Schwabe (deoxivalenol, nivalenol e
zearalenona); F. sporotrichioides Sherbakoff (tricoteceno T-2 e HT-2); F. poae (Peck)
Wollenweber (diacetoxiscirpenol); F. equiseti (Corda) Saccardo (diacetoxiscirpenol);

e F. verticillioides (fumonisinas) (JIMENEZ et al., 2000).

Fusarium verticillioides Sacc. Nirenberg (= Fusarium moniliforme
Sheldon) é o estagio anamdérfico de Gibberela fujikuroi (Sawada) (Ito &Kimura), cujo
complexo contém pelo menos oito espécies bioldgicas (mating populations).
O’'DONNEL et al. (1998) reconheceram 46 estirpes dentro da espécie distribuidas
em oito ‘mating population’ designadas de A, B, C, D, E, F, G e H. As ‘mating
population” A e D produzem elevado nivel de fumonisinas, enquanto que as outras
produzem pouco, ou ndo sao produtoras. Espécies biolégicas pertencentes as
populacdes A, D e E sédo encontradas no milho, com predominancia da populagéo A

(F. verticillioides) e D (F. proliferatum) (LESLIE et al., 1992).
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F. verticillioides apresenta ‘cluster’ (grupo) com 15 genes (FUM1 a
FUM15) localizado no cromossomo 1, responsavel pela biossintese de fumonisinas
(PROCTOR et al,; 2003). Estudos recentes apontaram o envolvimento do gene
policetida sintase como precursor da biossintese de fumonisinas (PROCTOR et al.,

1999).

F. verticillioides cresce numa ampla faixa de temperatura, mas
somente em atividades d’agua relativamente altas (aproximadamente 0,9) e teores
de umidade acima de 22%. A producdo de fumonisinas restrita aos periodos de preé-
colheita e pré-secagem (FAO/WHO, 2001). Os niveis de fumonisinas aumentaram
gradativamente com a maturacdo no campo, e exceto em condi¢cdes extremas, a
estocagem convencional dos grdos ndo constitui motivo de preocupacao

(FAO/WHO, 2004).

F. verticillioides ndo é patdgeno exclusivo de milho, podendo ser
detectado em sorgo, arroz, cana, banana, figo, manga, abacaxi e aspargo
(JACKSON et al., 1996).0 género pode ser definido como fungo de campo, devida
capacidade de produzir toxinas em estagio de pré-colheita. Capaz de interagir com
diferentes espécies de plantas, especula-se que grdos e fragmentos de plantas
mortos serviriam como substrato para sua permanéncia no campo e, infectar uma

cultura subsequente, produzindo toxinas (BULLERMAN & TSAI, 1994).

O ciclo de F. verticillioides em milho se inicia com a permanéncia em
residuos contaminados na pds-colheita. Os micélios desenvolvidos podem infectar
as sementes no solo, desencadeando infec¢éo sistémica para o colmo, seguido de
disseminacédo e atingir a espiga. Entretanto, a via de contaminacdo mais efetiva

consiste na disseminagdo de macro e microconidios através do ar e goticulas de
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chuva, que possibilita entrada de conidios pelos tecidos ou estigmas florais,
atingindo diretamente o grao (MUNKVOLD et al., 1997). Consequentemente, no
estudo de F. verticillioides, o emprego de cultura monoespérica € fundamental, ja
gue a ocorréncia de mais de um bidtipo numa espiga de milho é um fato bastante

frequente.

Por outro lado, a existéncia de diferentes biotipos de F. verticillioides
(mating population A a H), com predominancia de determinado bi6tipo dependendo
da planta susceptivel, indica que condi¢cdes de substrato e sistema de manejo
(rotacdo de cultura, adubacdo, agua) poderiam influir diretamente na competicéo

entre diferentes biétipos desta espécie.

3.3 FUMONISINAS

As micotoxinas compreendem um amplo grupo de produtos oriundos
de metabolismo secundario fungico. A ocorréncia global constitui o maior fator de
risco, estimando-se contaminagdo em 25% da producdo mundial de gréos (FINK-
GREMMELS & GEORGIOU, 1996; KUIPER-GOODMAN, 1998).

Fusarium spp. Aspergillus spp., Penicillium spp. e Alternaria spp.,
compdem 0s géneros envolvidos na producdo de micotoxinas, sendo aflatoxinas,
ocratoxinas, fumonisinas, patulina, acido tenuazénico, relatados como agentes que
deveriam requerer atencdo especial, para evitar contaminacéo através de produtos
enquadrados na dieta principal (ABRAMSOM, 1997; D'MELLO &MAC DONALD,

1997; PANIGRAHI, 1997; SMITH, 1997).
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Espécies toxigénicas de Fusarium também sdo reconhecidamente
fitopatdégenos, revelando-se produtor de inidmeros metabdlitos, sendo descritos pelo
menos 24 espécies de Fusarium associadas a problemas de saude humana e/ou
animais (MILLER & TRENHOLM, 1994).

Micotoxinas de Fusarium spp. tem sido tradicionalmente associadas
a regibes de clima temperado, devido a capacidade do fungo crescer em
temperaturas baixas. Contudo, a descoberta de que as fumonisinas exercem efeito
promotor de cancer, redirecionou 0 interesse para Fusarium verticillioides Sacc
Nirenberg (= F. moniliforme Sheldon), predominantes na regidao subtropical a
tropical, devido a seriedade de contaminag&o do milho por esta micotoxina (VIQUEZ
et al., 1996; ONO et al., 2000).

As fumonisinas pertencem ao grupo de fusariotoxinas descoberto
em 1988 (GELDERBLOM et al., 1998) e, constituem metabdlito de F. verticillioides
de maior toxicidade envolvido em intoxicagbes de animais (MARASAS, 1995).
Atualmente sdo descritos 28 analogos de fumonisinas divididos em quatro grupos
principais, denominados de A, B, C e P (RHEEDER et al., 2002). Os analogos de
fumonisinas B (FB) compreendem as fumonisinas toxicologicamente importantes:
FB1, FB2 e FBs, vindo a constituir os principais contaminantes naturais de milho e
derivados, com FB; representando 70% do total de fumonisinas (MARASAS, 1996.,
RHEEDER et al., 2002).

A FB; tem sido associada a doengas em animais, incluindo
leucoencefalomalacea equina, edema pulmonar e hidrotérax em suinos,
hemorragias gastricas e hepaticas em ratos (MARASAS et al., 1984; GELBERBLOM

et al., 1998; PLATTNER et al., 1990; ACKERMAN, 1991).
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A FB; provavelmente esteja envolvida no desenvolvimento de cancer
esofagico em humanos, sendo estatisticamente correlacionadas ao cancer esofagico
de ratos em Traskei, Africa do Sul, assim como os estudos tentam associar o
consumo de milho ao desenvolvimento de cancer hepatico primério humano
(SYDENHAM et al., 1992; UENO, 2000).

Embora os limites legais para fumonisinas ainda n&o sejam
estabelecidos, “Mycotoxin Commitee of the American Association of Veterinary
Laboratory Diagnosticians” recomenda 5, 10, 50 e 50 pg/g para racoes de equinos,
suinos, bovinos e aves, respectivamente (MUNKVOLD e DESJARDINS, 1997). A
Suica recomenda o limite de 1 pg/g para os derivados de milho destinados ao
consumo humano (VISCONTI & BOENKE, 1995). “Food and Drug Administration”
(FDA) recomenda para o consumo humano, o nivel de 2,0 mg.Kg™” de fumonisinas
(FB1+FB,+FB3) para farelos de milho, 3,0 mg.Kg™ para milho de pipoca e 4,0 mg.Kg"
! para milho destinado & producéo de massas (AVANTAGGIATO et al., 2002).
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Devido a estrutura esfingolipidica, as fumonisinas prejudicam a

sintese de ceramida, inibindo a N-acetil-transferase-esfinganina (ceramida
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sintetase), resultando no aumento desproporcional da concentracdo intracelular de
esfinganina (FINK-GREMMEL, 1999). A semelhanca da estrutura quimica da
fumonisinas com a esfingosina, que constitui 0 esqueleto eixo da molécula de
esfingomielina, afeta o0 metabolismo de esfingolipideos inibindo competitivamente a
atividade da esfingosina N-acetil-transferase (ceramida sintetase), responsavel pela
acilacao da esfinganina e esfingosina (SWEELEY, 1991; WANG et al., 1991; BELL
et al., 1993). A inibicdo causa rapido acumulo de esfinganina e esfingosina “in vitro”,
em contraste ao esgotamento de esfingolipideo e evidente efeito sobre proliferacao e
diferenciagéo celular regulada pela apoptose, desencadeando indiretamente a acao
promotora de cancer (WANG et al., 1991) (Figura 1).

Rac¢bes contaminadas por fumonisinas causaram lesdes hepéticas,
gastrointestinais, cerebrais e pulmonares em animais, assim como produtos a base
de milho contaminados induziram a leucoencefalomalacea equina (ELEM)
(PLACINTA et al., 1999). Casos de ELEM confirmados na Hungria, Brasil, Africa do
Sul, Estados Unidos e em outros paises tem sido atribuidos a atividade de
fumonisinas, cuja doenca caracteriza-se pela desordem neuroldgica fatal aguda em
equinos, com ataxia, hipersensibilidade, desordens locomotoras e lesao cerebral
com necrose liquefativa (GOEL et al., 1996).

Elevados valores de FB; foram relatados em amostras de milho da
China e da Tailandia, onde detectou-se a co-ocorréncia de AFB; (aflatoxina B;) em
85 % da amostras. A contaminagao simultanea de milho com fumonisinas e AFB;
também ocorreu na regido norte do Vietnd, enquanto que em Filipinas, Tailandia e
Indonésia, a FB; e FB, ocorreram em mais de 50% do milho, sendo a co-ocorréncia

com aflatoxinas detectada em 48 (PLACINTA et al., 1999).
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Desconhece-se a repercussao da co-ocorréncia de
aflatoxinas/fumonisinas, porém salienta-se que a presenca simultdnea de um
carcinégeno primario (aflatoxina) com um promotor (fumonisina) poderia resultar no
sinergismo, ndo devendo descartar o significado sob aspecto epidemiolégico

(PLACINTA et al., 1999).

3.4 PATOGENICIDADE DE F. VERTICILLIOIDES EM GRAOS

Fatores ambientais como temperatura, niveis de umidade e de
nutrientes exercem ampla influéncia sobre o desenvolvimento de fitopatégenos,
indicando a necessidade de adotar praticas agricolas adequadas em relacdo a
instalacdo e conducdo da cultura (PASCHOLATI & LEITE, 1994). A exemplo, a
correcdo de acidez do solo pode contribuir com melhor absor¢cdo de nutrientes,
tornando a planta vigorosa e menos suscetivel ao ataque de patégenos (AGRIOS,
1978).

Os patdgenos podem atacar 0s grdos através da producdo de
enzimas capazes de favorecer a penetracdo e clivagem de polimeros organicos,
assim como produzir toxinas capazes de debilitarem funcbes de permeabilidade
celular e sintese de reguladores de crescimento (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Os elementos minerais requeridos para o desenvolvimento das
plantas aumentam ou reduzem a severidade de ataque dos patégenos (ZAMBOLIM
& VENTURA, 1993). Segundo MARSCHNER (1986), altas concentracdes de N
aumentaram a severidade de infeccdo por parasitas obrigatérios, mas observou-se

um efeito oposto com parasitas facultativos representados por Alternaria spp. e
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Fusarium spp. As respostas contraditorias basearam-se nos requerimentos
nutricionais, jA que os parasitas obrigatorios requerem células vivas, enquanto que
facultativos sdo semisaprofitas e preferem tecidos em senescéncia. No geral, todos
os fatores capazes de manter a integridade de atividades celulares do hospedeiro e
atrasam a senescéncia da planta hospedeira, aumentam a resisténcia a parasitas
facultativos. Por outro lado, o excesso de N, reduziu a atividade de enzimas
envolvidas no metabolismo de fendis.

Deficiéncia em N, podem aumentar a suscetibilidade das plantas a
murcha causada por Fusarium spp. em tomate, solanaceas, assim como murcha por
Pseudomonas solanacearum e Sclerotium rolfsii (AGRIOS, 1978).

Dentre os sais de K" utilizados na agricultura, o KCL confere maior
resisténcia contra doengas. Outrossim, 0os mecanismos pelos quais o K afeta as
doencas causadas por patdégenos diferem amplamente e, incluem efeitos diretos e
indiretos, sendo que os diretos estimulam ou reduzem a penetragao, multiplicacdo e

sobrevivéncia do patégeno no hospedeiro (PALTI, 1981).

3.5 SISTEMAS DE PLANTIO

O sistema de semeadura e rotacdo de culturas tem grande
importancia no controle fitossanitario na cultura de milho, ja que as praticas agricolas
atuam diretamente nas caracteristicas quimicas e biolégicas do solo e
conseguentemente, na micoflora contaminante do cereal (ZAMBOLIN & VENTURA,

1993).
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Na cultura do milho empregam-se dois sistemas de semeadura:
direta ou convenciona. Na semeadura direta ndo ocorre aragcdao do solo e
consequentemente existe maior retengdo de umidade no solo e decomposi¢do mais
lenta e gradativa dos restos culturais (MUZILLI, 1991). A semeadura em plantio
direto (PD) se procede no solo ndo revolvido (sem prévia aracdo ou gradagem leve
niveladora), empregando semeadeiras que abrem um pequeno sulco ou cova, capaz
de garantir a cobertura e contato da semente com o solo (REGIAO SUL DO BRASIL:
EMBRAPA TRIGO, 2002).

No plantio convencional usa-se de aracédo e gradagem, cujo maior
beneficio consiste no controle de plantas daninhas através de revolvimento do solo.
A planta de interesse (ex. milho, trigo) cresce livre de concorréncia por agua e
nutrientes. No plantio convencional procede-se a semeadura entre 3 a 6 dias apés
chuva, enquanto que no plantio direto este periodo de plantio € entendido tempo de
2 a 12 dias, resultando no melhor aproveitamento de épocas de plantio,
principalmente quando ocorrem chuvas esparsas (EPAGRI, 2002).

O plantio direto (PD) foi introduzido no Brasil no inicio dos anos
setenta, na Regido Sul. A seguir, a crescente adogédo pelos agricultores permitiu
alastrar-se até a regiao dos cerrados, totalizando numa area agricola aproximada de
9 milhdes de hectares (REGIAO SUL DO BRASIL: EMBRAPA TRIGO, 2002).

Nos Estados Unidos da América, o sistema PD reduziu as perdas de
solo por erosdao em 93%, a de agua em 69% e a de insumos em 70% (FAWCETT,
1997). Seguindo consenso mundial, o PD ndo afetou as aguas subterraneas e
incorporou grande efeito benéfico para as aguas superficiais (FUNDACAO ABC,

2002).
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Comparando os sistemas de plantio direto e convencional, perante
adubacdo, no PD existe acumulo de nutrientes na superficie, principalmente de
fosforo devido a baixa mobilidade. O teor de carbono apresentou-se maior no
sistema de PD também nas camadas mais profundas, devida reducédo da taxa de
mineralizacdo da matéria organica, associado ao aumento da biomassa resultante
de atividade de flora/fauna do solo (Paran&/IAPAR, 2002a).

A consolidacdo da tecnologia de plantio direto pode acarretar
mudancas consideraveis no sistema agricola referente a disponibilidade d’agua,
temperatura, aeracdo, matéria organica, composi¢cao e microrganismos. Isto poderia
desencadear alteragdes e mudancas na flora e nos microrganismos do solo afetando
a susceptibilidade e/ou resisténcia das culturas, promover a selecdo de espécies

patogénicas e produtoras de toxinas.

3.6 RAPD (RANDOM AMPLIFIED POLIMORFIC DNA)

Apesar da ampla distribuicdo e da grande importancia econémica, 0
género Fusarium constitui um grupo taxonémico de dificil identificacdo (MARASAS,
1991), devida sua vasta variabilidade. Soma-se ainda a ocorréncia de mutacao,
degeneracdo em subculturas repetidas e a existéncia de diversos sistemas
taxondémicos para identificacdo de Fusarium spp. (GAN et al., 1997; ABRAMSON, et
al., 1998).

Espécies de Fusarium sao frequentemente identificadas pela
associacao de técnicas de microscopia e da morfologia das col6nias (NELSON et al,

1983). Na caracterizacao intra-especifica utilizam-se os testes de patogenicidade
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numa série de hospedeiros, determinacdo do grupo de compatibilidade vegetativa
(VCG) por experimentos pareados, ou por avaliacdo do perfil de capacidade de
sistemas de producdo de micotoxinas, ensaios estes que requerem tempo e
necessidade de alta resolucdo para identificagdo individual dentro da populagao
(JIMENEZ et al, 2000).

Os avancgos na biologia molecular possibilitaram o desenvolvimento
de marcadores moleculares, que detectam uma infinidade de locos polimérficos em
gendtipos individuais, permitindo avaliacdo direta de variagdo genética em
populacdes. A técnica da reacdo de polimerase em cadeia-PCR baseia-se na
amplificacéo in vitro de determinada sequéncia de DNA utilizando DNA polimerase,
cofatores e desoxirribonucleotideos trifosfatos (dNTP’S), oligonucleotideo que
flanqueiam a regido alvo e pareiam-se as fitas opostas do DNA molde. A enzima Taq
DNA polimerase (obtida de Thermus aquaticus) proporciona maior eficiéncia,
eliminando a necessidade da adicdo de enzima a cada ciclo (WILLIAMS, 1990;
GLIENKE, 1995).

A técnica de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) é
uma estratégia alternativa apresentando alta sensibilidade para geracdo de uma
classe polimorfica de marcadores moleculares, i.e. capaz de detectar diferencas num
anico nucleotideo sem necessidade de conhecimento de seqiiéncias de DNA do
organismo investigado (WELSH & MCCLELLAND, 1990; WILLIANS et al., 1990). O
RAPD identifica o grau de similaridade entre os gendétipos, nos niveis inter e intra-
especifico. A técnica se baseia na amplificacdo de fragmentos ndo especificos de
DNA, cuja estratégia utiliza oligonucleotideos de 10-15 bases como iniciadores para

amplificar o DNA gendmico, através de PCR (SAIKI et al., 1985).
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Os marcadores RAPD proporcionam maior rapidez na analise, assim
como mapeam regides do genoma inacessiveis a analise por ‘restriction fragment
length polymorphism’-RFLP (MICHELMORE et al.,, 1991; WILLIAMS et al., 1990;
1993; WANG et al.,, 1993). O RAPD nao envolve radioatividade na hibridacéo e
utiliza pequena quantidade de DNA sem exigir alto peso molecular (MANULIS et al.,
1994), além de detectar maior numero de marcadores do que RFLP (WILLIAMS et

al., 1990, MEGNEGNEAU et al., 1993).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Milho

Os cultivares de milho foram conduzidos em Londrina — Pr, na area
de producdo tradicional de agricultura pertencente a Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina. A semeadura empregada foi do tipo direta e
convencional, semeando seis sementes/metro linear dos hibridos P30F80, AG-303 e
Dekalb 333B. Foram avaliados os efeitos do pousio de cultivo de aveia no periodo
de inverno, semeadura direta e convencional e adubacao com 0; 22,5; 45 e 90 Kg/ha
de nitrogénio em cobertura. 90 Kg/ha de nitrogénio + potassio (22 Kg de cloreto de
potassio/ha); 90 Kg/ha de nitrogénio + pulverizacdo de calcio (40 Kg de cloreto de
calcio/ha) no florescimento. A DNRC foi de 90 Kg/ha tendo como fonte de nitrogénio
a uréia (Tabela 1).

As unidades experimentais constituiram-se de quatro linhas de 5m e
espacamento de 0,90 entre linhas, totalizando 24 parcelas para cada sistema de

semeadura por safra (Anexo 1).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Andlise das Amostras

Para analise da micoflora contaminante, contaminacdo natural por
fumonisinas, umidade, atividade de agua, composicdo bromatoldgica das amostras
de milho e variabilidade genética das cepas de F. verticillioides foram seguidas as

etapas ilustradas na figura 2.
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Cultivares de milho:
diferentes tratamentos agronémicos

Amostragem

1
1 1 | |

Extragdo de fumonisinas Contagem total Anélise bromatolégica Determinacéo de umidade e aw
de bolores e leveduras

SEP PAK Isolamento de Fusarium spp.
(Accel Plus QMA)

CLAE Cultura menoespérica

_

RAPD

Figura 2. Metodologia experimental para avaliagdo da contaminagdo natural, produgéo de fumonisinas,

umidade, atividade de agua, composigdo bromatolégica das amostras de milho e andlise genética das cepas
de F. verticillioides.
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| 10g de milho |

90ml de agua peponada 0,1%
(diluicao 10-1)
I

1
Diluictes
(101 3 10°%))

1mL de cada diluigao.
(1ambL de agar batata dextrosado
acidificado com acido tartarico — pH 4,07

Figura 3. Delineamento experimental para avaliagdo da micoflora contaminante das

amostras de milho.



| 1 Kg de milho |

| Homogeneizacao/trituracao |

| AMmostragem |

| 10g milho |

| 30mL metanol:agua (3:1) |

| homogeneizacao/centrifugacao |

pré-limpeza
(sep pak)

metanol
metanol:agua (3:1)

1mL extrato

metanol:agua (3:1)
metanol

| metanol:acido acético 0,5%0 |

| secagem |

| metanol:agua (3:1) |

| nitrogénio |

| freezer -20 C |

Figura 4. Fluxograma da extragéo de fumonisinas e método de pré-limpeza
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AMOSTRAS

LI

EXTRATO BRUTO
CONTENDO FUMONISINAS

IJ

PRE-LIMPEZA
MINICOLUNAS
(SEP - PAK)

DERIVATIZACAO
(OPA)

FASE MOVEL:
CH3OH; NA2PO, 0,1 M (80:20)

SISTEMA ISOCRATICO DE
FASE REVERSA C18
DETECTOR DE FLUORESCENCIA - 335 E 450 NM

Figura 5. Fluxograma do método de CLAE (Shephard et al., 1990, modificado por
Ueno et al., 1993).
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[ Cultivares de milho ]

 —

[

(6 tratamentos)

Tratamentos agrondmicos ]

Fusarium

}_

Isolamento
[ Cultura monoesporica ]
microscopia

Reagao de cadeia em polimerase
(RAPD)

Variabilidade genética
(dendrograma)

Plantio direto x convencional

_[

0% x 100% de nitrogénio

_[

Célcio x Potassio

Figura 6. Delineamento experimental para obtencdo dos isolados de Fusarium
verticillioides, com base no tratamento agronémico empregado e pureza da colbnia

visando a caracterizacao genética por RAPD.
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Cultura
monoesndrica

Microscopia

Caldo BHI

Extracdo e quantificagdo de
DNA

Reacédo de cadeia em polimerase (RAPD) ]

Eletroforese

Coeficiente de ]

JACCARD

Variabilidade
genética
(dendrograma)

Figura 7 Delineamento experimental para cultura fungica, extracdo e amplificacao
de DNA e analise genética das linhagens de F. verticillioides
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram descritos no formato de artigo cientifico, os

guais encontram-se listados abaixo:

1) INFLUENCIA DO SISTEMA DE PLANTIO E DA ADICAO DE
FERTILIZANTES NA CONTAMINACAO FUNGICA E NA PRODUCAO

FUMONISINAS EM MILHO.

2) ESTUDO DE VARIABILIDADE GENETICA EM Fusarium verticillioides
ISOLADOS DE MILHO SUBMETIDOS A DIFERENTES SISTEMAS DE

PLANTIO.
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CAPITULO I: INFLUENCIA DO SISTEMA DE PLANTIO E DA ADICAO DE FERTILIZANTES NA
CONTAMINAGAO FUNGICA E NA PRODUCAO FUMONISINAS EM MILHO

1 INTRODUCAO

Sendo o Estado do Parana o maior produtor de milho brasileiro e,
gue os produtos de origem agropecuaria da regiao destinam-se ao consumo em todo
o territério nacional, o controle de patdgenos fungicos torna-se imprescindivel,
visando minimizar micotoxinas na cadeia alimentar. Em adicdo ao controle de
qualidade no setor industrial, um fator primordial seria evitar a contaminacdo desde o
campo empregando milho resistente (mecanismos nhaturais de defesa), ou
procedimento pratico e econdémico, com destaque ao manejo de -cultivo, i.e.
associacdo entre sistemas de plantio, adubacéo e rotacédo de culturas (FANCELLI &
DOURADO NETO, 2000; FIGUEIRA et al., 2003).

Uma nutricdo mineral balanceada permite produtividade adequada e
protege a cultura contra ataque de patdgenos, ja que condicdo inadequada facilita a
instalacdo de doencas e aumentam a severidade, estando a tolerancia de planta a
ions diretamente ligada aos nutrientes requeridos pelos patégenos (PALTI, 1981,
REIS et al,; 1995). O nitrogénio proporciona maiores rendimentos a graos influindo
também na qualidade e teor de proteina (REIS et al,; 2000). Todavia, este ion
favorece o desenvolvimento de doencas devido a alteracdes no ambiente do solo e
no crescimento da plantas, sendo que no milho, o aménio acidifica o pH e aumenta a
severidade da doenca (ZAMBOLIM & VENTURA, 1993).

O sistema de plantio (direto ou convencional) em rotacao, aliado a
adubacdo desempenha papel fundamental no controle fitossanitario no cultivo de

milho, jA que as praticas agricolas atuam diretamente nas caracteristicas quimicas e
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biolégicas do solo (ZAMBOLIN & VENTURA, 1993). A monocultura favorece a
sobrevivéncia e multiplicacdo dos patégenos, fornecendo maior inoculo e sitios de
infeccdo proximos (ZAMBOLIN et al, 2000). A contaminacao fungica e consequente
producdo de micotoxinas sao fatores principais na deterioracdo do milho (HIROOKA,
1996).

As fumonisinas sdo metabdlitos secundarios toxicos, produzidos
principalmente por Fusarium verticillioides Sacc Nirenberg (F. moniliforme Sheldon)
e F. proliferatum (Matsushina) Nirenberg, patégenos de milho (  SEO et al.; 2001).
Esta micotoxina causa leucoencéfalomalacia equina, sindrome e edema pulmonar
em suinos e cancer hepatico em ratos, além da provavel associacdo com o cancer
esofagiano humano em regides onde a dieta rotineira baseia-se em milho e produtos
derivados (ONO et al,; 2000).

Considerando que a contaminacdo de milho por micotoxinas na
cadeia alimentar seja uma realidade de dificil controle, as medidas visando
minimizacdo da exposi¢cdo dependem de um rigoroso controle e monitoramento seja
no cultivo, colheita, armazenagem e processamento. Com o0 objetivo de avaliar a
contaminagdo fungica e os niveis de fumonisinas em milho submetido a diferentes
tratamentos agrondémicos (plantios direto e convencional, sobre pousio e rotagéo de
aveia, com variagao de 0 a 100% da dose de nitrogénio recomendada em cobertura,
aliada a suplementacdo com potassio e calcio), visando determinar a efetividade de

pratica agricola no controle sanitario.
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3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Delineamento Experimentall: ENSAIO NO CAMPO

3.1.1 Milho

Os hibridos comerciais P30F80, AG-303 e Dekalb 333B foram
cultivados em safra normal dos anos 2000, 2001 e 2002, respectivamente. A
semeadura foi conduzida na fazenda escola da Universidade Estadual de
Londrina/Pr (Fazesc) foram semeadas seis sementes/metro linear. Os cultivares,
totalizando em 24 por ano (6 plantios direto sobre aveia, 6 plantios convencional
sobre aveia, 6 plantios direto sobre pousio e 6 plantios convencional sobre pousio) e
72 no total . Foram avaliados os efeitos do pousio de cultivo de aveia no periodo de
inverno, semeadura direta e convencional e adubacdo com 0; 22,5; 45 e 90 Kg/ha de
nitrogénio em cobertura. 90 Kg/ha de nitrogénio + potassio (22 Kg de cloreto de
potassio/ha); 90 Kg/ha de nitrogénio + pulverizacdo de calcio (40 Kg de cloreto de
calcio/ha) no florescimento. A DNRC foi de 90 Kg/ha tendo como fonte de nitrogénio
a uréia (Tabela 1)

As unidades experimentais constituiram-se de quatro linhas de 5m e
espacamento de 0,90 entre linhas, totalizando 24 parcelas para cada sistema de
semeadura. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao caso, com

quatro repeticdes (Anexol).
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Tabela 1. Tratamentos agronémicos para o plantio de milho

Numero Simbologia N, (Kg/ha) K" (Kg/ha) Ca'"(Kg/ha) *
1 PDA -1 0 - -
2 PDA -2 22,5 - -
3 PDA -3 45,0 - -
4 PDA — 4 90,0 i -
5 PDA -5 90.0 22,0 -
6 PDA -6 90,0 - 40,0
7 PCA-7 0 - -
8 PCA-8 22,5 - -
9 PCA-9 45,0 - -
10 PCA-10 90,0 - -
11 PCA-11 90,0 22,0 -
12 PCA-12 90,0 - 40,0
13 PDP -1 0 - -
14 PDP -2 22,5 - -
15 PDP -3 45,0 - -
16 PDP -4 90,0 - -
17 PDP -5 90,0 22,0 -
18 PDP -6 90,0 - 40,0
19 PCP-7 0 - -
20 PCP -8 22,5 - -
21 PCP -9 45,0 - -
22 PCP - 10 90,0 - -
23 PCP -11 90,0 22,0 -
24 PCP -12 90,0 - 40,0

Legenda: PDA: Plantio Direto em aveia; PCA: Plantio Convencional em aveia; PDP:
Plantio Direto sob pousio; PCP: Plantio Convencional sob pousio; DRNC: dose
recomendada de nitrogénio para cobertura; (*) no florescimento.
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3.2 Delineamento Experimental 2: ENSAIO NO LABORATORIO

3.2.1 Anélise das amostras

Para a analise da contaminacdo natural, producdo de fumonisinas,
umidade, atividade de agua, composicdo bromatolégica das amostras de milho e
variabilidade genética das cepas de F. verticillioides, foram seguidas as etapas

ilustradas na figura 2.
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Cultivares de milho:
difarentes tratamentos agrongmicos

Amostragem
|

| |

Extragéo de fumonisinas

Contagam total Andalise bromatclogica
de bolores & leveduras

Leituras da umidade a aw

SEP PAK
{Accel Plus GMA)

CLAE

Figura 2. Metodologia exparimental para avaliagio da contaminago natural, produgio de fumonisinas, umidade,

atividade de dgua a composigio bromatolbgica das amostras de milho,

CAPITULD | Influtncia da sistema de plantoo & da Edil,':-al:l da fedilizantes na condaminsg

fungica e ma producdo de

umonisnas erm milbs
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3.2.2 Contagem total de bolores e leveduras

Para contagem total de bolores e leveduras as amostras de milho
foram trituradas, diluidas em agua peptonada e inoculadas em placas de Petri pela

técnica “pour plate”, conforme descrito na figura 3.

[ 10g de milho ]

90ml de &4gua peptonada 0,1%
(diluicdo 10
|

DiluicGes
(10" a10®)

1mL de cada diluigdo.
(15mL de 4gar batata dextrosado
acidificado com &cido tartarico — pH 4,0)

Figura 3. Metodologia experimental para avaliagdo da contaminagdo fungica das
amostras de milho.

3.2.2 Analise bromatoldgica

A analise bromatolédgica constituida de composi¢cdo centesimal de proteina,
lipidios e cinzas visou determinacdo do efeito de caracteristicas climéaticas e da
suplementacdo mineralolégica do solo nos componentes nutricionais basicos das

amostras.
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A andlise bromatoldgica foi realizada segundo as normas analiticas

do Instituto Adolfo Lutz (1985).

3.2. 4 Determinagao de umidade do milho

A umidade foi determinada por radiacdo no infravermelho. O através

do aparelho OHAUS — MB 200.

3.2.5 Determinacgao da atividade de agua

A atividade de &gua das amostras de milho foi determinada

instrumentalmente pelo aparelho AQUA LAB CX-2, da Decagon Devices Inc.

3.2. 6 Fumonisinas

3.2.6.1 Determinagao de fumonisinas

Para a extracdo de fumonisinas FB; e FB; foram utilizados 10g de

amostra de milho triturada e adicionado 30 mL solucdo metanol: agua (3:1): apos

repouso (5 minutos), agitacdo (150 rpm por 30 min.) centrifugacédo (10.000 rpm por
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10 min.) e filtragem em papel filtro, houve o condicionamento da mini coluna Sep
Pak, com 5 mL de metanol e posteriormente mais 5 mL de solucdo metanol:dgua
(3:1). A purificagdo, ap0s passagem de 1mL de extrato filtrado, foi realizada com
metanol:dgua (3:1) e em seguida com metanol. A eluicdo empregada com solugéo
metanol: &cido acético (99:1) foi recolhida e evaporada até secagem a 40°C,
redissolvida com 1 mL de metanol e seca novamente nas mesmas condi¢bes
descritas anteriormente e por ultimo redissolvida com 2 mL de metanol:agua (3:1)
coletada e seca por intermédio de nitrogénio gas a 60°C e estocada em freezer até
o uso (Figura 4).

Antes de injetar as amostras no cromatdgrafo liquida de alta
eficiéncia (CLAE), procedeu-se a derivatizacdo de 100 uL da amostra (anteriormente
ressuspensa em acetonitrila: agua 50:50) com 200 uL da solugdo O-phthaldialdeido
(OPA - 0,02g, 500 uL de metanol, 2,5 mL de 0,1 M de tetraborato de sodio e 25 uL
de 2-mercaptoetanol), por no maximo 1 minuto. A deteccdo das fumonisinas foi
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) utilizando-se
cromatografo Shimadzu (Figura 4). Para separacao foi utilizada coluna fase reversa
C-18 (Nucleosil 100-5, 250 x 4,6 - Macherey-Nagel). Os derivados de fumonisinas
FB, e FB, foram determinados em detector de fluorescéncia (Shimadzu RF 535),
com comprimentos de onda de 335 e 450 (excitacdo e emissédo, respectivamente).
A fase movel utilizada foi o sistema metanol: fosfato de sodio 0,1 M (4:1) com pH
ajustado em 3,3 por intermédio de acido orto-fosférico. Com fluxo de 1mL/min,
temperatura de coluna 20°C e pressdo de 180 mmHg. Essa proporcdo permitiu a
obtencéo de presséao e viscosidade adequadas, com separacao e tempo de retencao

otimo: t,FB1=6,5-7,0minet, FB,=11 - 11,5 min.



10g milho

30mL metanol:agua (3:1)

homogeneizacao/centrifugacao

prée-limpeza
(sep pak)

metanol
metanol:agua (3:1)

1ML extrato

metanol:agua (3:1)
metanol

metanol:acido acético 0,5%0

secagem

metanol:agua (3:1)

nitrogénio

freezer -20 C

Figura 3. Fluxograma da extracao de fumonisinas e método de pré-limpeza.
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amostras

L|

extrato bruto
contendo fumonisinas

IJ

pré-limpeza
minicolunas

derivatizacéo
(OPA)

Fase movel:
CH3OH; Na,PO, 0,1 M (80:20)

sistema isocratico de
fase reversa C18

Figura 4 Fluxograma do método de CLAE (SHEPHARD et al., 1990 modificado por
UENO et al., 1993).

3.2.7 Andlise Estatistica

O delineamento experimental utilizado para o0s ensaios foi
inteiramente casualizado. Nos testes laboratoriais, cada repeticdo foi representada
por triplicatas e as médias comparadas pelo teste de Tukey (0,05). Os dados foram

anlisados pelo programa “software Statistica versao 5.0”".
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabela 2, 3 e 4 ilustram analises de 72 amostras de milho (24 por
safra) provenientes de 3 safras consecutivas (2001, 2002 e 2003) submetidas
tratamentos agrondémicos referentes a sistema de plantio (direto X convencional),
tipo de rotacdo de cultura (aveia x pousio) e adubacdo (0 a 100% da dose
recomendada de nitrogénio, aliado a adi¢do de potassio ou calcio).

Na safra 2002 a contagem total de bolores e leveduras variou de 5,6
x10%a 9,5 x10° UFC/g (média 2,2x10° UFC/g). Fusarium spp. foi detectada em 100%
das amostras analisadas, predominando em 50% destas com contagem variando de
2,4 x10° a 1,0 x10° UFC/g (média 5,0x10° UFC/g). As leveduras predominaram em 9
amostras (34,5%) compreendendo uma contagem de 2,0 x10° a 9,0 x10° UFC/g
(média 8,15 x10* UFC/g). Penicillium spp. foi detectada em 58,3% das amostras,
correspondendo de 1,0 x10° a 6,8 x10* UFC/g (média 5,35 x10° UFCIg),
predominando na amostra CP-8 com porcentagem de incidéncia 62% (6,8x10*
UFC/g). Aspergillus spp. foi detectada em 4 amostras (16,6%), com contagem
variando de 2,0 x10% a 3,0 x10* UFC/g, sendo micoflora predominante em DP-6 com
porcentagem de incidéncia 55% e contagem 2,1 x10* UFC/g (média 5,05 x10°

UFC/g), conforme tabela 2.
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Tabela 2: Micoflora contaminante e contaminacao natural por fumonisinas (FB; e
FB,) de milho cultivado em areas em sucessdo a pousio ou aveia, semeado de
forma convencional ou direta, com diferentes niveis de adubacdo nitrogenada de
cobertura, em Londrina. Pr., safra 2002.

MILHO
TRAT Micoflora contaminante Fumonisinas
Total Fus Pen Asp Lev FB; FB, Total
(%) (%) (%) (%) (ng/g) (ug/g) (no/g)
DA 1 2,86.10" 44 3 - 53 1,55 0,1 1,65
DA 2 7,2.10* 35 3 - 62 359 1,47 5,06
DA 3 9,5.10° 68 6 - 26 1,62 0,12 1,74
DA 4 3,7.10° 100 - - - 3,44 1,37 4,81
DA 5 2,9.10° 66 - - 34 0,76 ND 0,76
DA 6 3,6.10° 3 - - 97 1,66 0,87 2,53
CA7 1,7.10° 40 1 - 59 568 1,73 7,41
CA 8 9,1.10° 54 - 2 44 3,45 051 3,96
CA 9 1,5.10° 77 13 - 10 1,725 0,693 2,42
CA10 2,4.10° 87 - 12 1 1,55 0,21 1,76
CA11 3,7.10* 51 - - 49 577 1,59 7,36
CA12 1,2.10* 26 - - 74 233 054 2,87
DP 1 2,6.10" 9 30 - 61 3,83 1,44 5,27
DP 2 5,6.10° 43 4 - 53 1,22 051 1,73
DP 3 6,1.10" 100 - - - 1,08 0,6 1,68
DP 4 7,3.10* 82 - - 18 232 1,34 3,66
DP5 2,3.10* 49 9 - 42 6,3 2,93 9,23
DP 6 3,9.10* 31 1 55 13 275 2,11 4,86
CP7 9,5.10° 5 - - 95 1,52 ND 1,52
CP8 1,1.10° 13 62 - 25 224 057 2,81
CP9 1,010° 98 - - 2 3,41 0,1 3,51
CP10 1,0.10° 1 1 - 98 0.465 0,258 0,26
CP11 1,9.10° 41 - 15 44 1,25 ND 1,25
CP12 9,3.10° 86 - - 14 3,71 1,3 5,01
Médias 25.10° 504 55 3,5 40,1 273 0,85 3,58

Legenda: DA: Plantio Direto em aveia; CA: Plantio Convencional em aveia; DP:
Plantio Direto sob pousio; CP: Plantio Convencional sob pousio; DRNC: dose
recomendada de nitrogénio para cobertura; (*) no florescimento. 1: 0% Ny; 2:
25% N2; 3: 50% Nz; 4: 100% N2; 5: 100% N, + K™ ; 6: 100% N, + Ca™™"; 7: 0% Np;
8: 25% Ny; 9: 50% N,; 10: 100% N; 11: 100% N, + K™; 12: 100% N, + Ca*™"; ND:
nao detectado.

A tabela 3 mostra que a contagem total de bolores e leveduras nas
amostras de milho pertencentes & safra 2003 variou de 2,0 x10* a 2,2 x10° UFC/g
(média 2,30x10° UFC/g). Fusarium spp. compds micoflora predominante (11 a 100%)
e contagem na faixa de 6,5x10°% a 4,2 x10° UFC/g, com a excecdo das amostras DA-
3, DP-4, CP — 7 e CP-12 onde houve o predominancia de Penicillium spp. (52%) e
leveduras (50, 55 e 79%), respectivamente. Penicillium spp. foi detectada em 20

amostras (83,3%), correspondendo a contagem de 1,0 x10° a 1,0 x10°> UFCI/g.
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Espécies de Aspergillus compuseram 20,8% das amostras analisadas com
contagem variando entre 2,0 x10° a 2,0 x10* UFC/g. As leveduras constituiram
micoflora contaminante presente em 21 amostras (87,5%), compreendendo uma
faixa de 1,0 x10°a 1,0 x10° UFC/g.

Das 72 amostras de milho analisadas (safras 2000/2001, 2001/2002
e 2002/2003), 70 (97,2%) apresentavam-se contaminadas naturalmente por
fumonisinas. Em milho proveniente de safra 2001 os niveis de contaminagéo por FB;
variaram de ND a 2,97 ug/g (média 0,47ug/g) e de ND a 2,56 ug/g (média 0,19 ug/g)
para FB,. Na safra 2002 a variacdo para FB; foi de 0,46 a 6,30 ug/g (média 2,73
ug/g) e de ND a 2,9 ug/g FB, (média 0,89 ug/g). As amostras de milho originarias da
safra 2003 apresentaram niveis de contaminacdo de FB; oscilantes entre 0,04 a
10,64 ng/g (média 3,5 ng/g) e ND a 5,14 ug/g (média 1,83 ug/g) para FB; (tabela 4,
gréfico 2).

Fato semelhante foi observado por HIROOKA et al. (1996) e ONO et
al. (2000) que ao avaliar a incidéncia de fumonisinas em amostras de milho colhidas
no Estado do Parana, observaram contaminagdo proxima a 100%, detectando-se
concentracdes de até 10, 59 ug/g para FB; e 10, 31 ug/g para FB;.

A andlise estatistica dos dados sobre contaminacao natural de fumonisinas por teste
de Tukey detectou diferenga significativa de contaminacédo entre as safras 2001,
2002 e 2003 (p< 0,05). A safra 2003 apresentou a contaminacdo meédia de
fumonisina total (5,33 pg/g) cerca de 32% superior, em relacdo a safra 2002 (3,62
ug/g) e 87% acima dos valores de contaminagédo da safra 2001 (0,66 pg/g) (tabela
4). ALEXANDER (1977) relatou especiagdo de fungos quanto a toxigenicidade, i.e.
aumento gradativo do potencial decorrente de cultivo sucessivo realizado em mesma

area.
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Tabela 3: Micoflara contaminante, contaminagdo natural por fumonisinas (FB, .
milha {(hibrido Dekalp 333b) cultivado em areas em sUCessac ao pousio oU

d'agua de amostras de

forma eomvencional ou

direta, com diferentes niveis de adubagéo nitrogenada de cobertura, K' e Ca

ti

g FB;), andlise bromatolégica/atividade
avaia, semeado de

, @m Londrina. Pr.,

MILHD

Fumenisinas (ug/n}

—_—

Andlise fisleo-quimica (g%, P.5)

safra 2003

TRAT Micoflora contaminante

) Tatal Fus Pai Asp Lay

155 (%) (%) (%)

oA 1 2.a40’ B 5 - 14
O 2 1,7.40° 55 12 - ]
DA 3 #1.10° a0 52 3 3
DA 4 4110% o4 3 3 .
DAS 3110 78 - . 24
OA B 2710 Y, o - 39

MEDIAS  1,110° 853 13,5 1 18,2
ChAT 2610° B0 4 - 5
CA B Zz210° 62 13 . 25
CAT 20108 57 prd - 41
CA1D art o8 2 - 2
CA11 24007 91 . - ]
CA12 g1.10° 56 2 - 2

WMEDIAS 1,1.10" 77 38 1] 14,2
)= 3.0 10 an 3 - 7
LP 2 a0 83 2 - [
DF 3 87,10 a7 13 - -
DR 4 298.10° 43 7 - £0
OF & zE 10 83 5 . 2
DP & 3.4.10° B 3 . 13

MEDIAS  1,1.40°  B16 55 o 3
CPT 2210 a3 g - 55
CPE 5,8,10° ag 14 2 £
CP 8 270t T3 7 10 10
CPID 4010f &7 . . 33
CP14 44407 100 - - -
CPe2 a5 10 11 a Pl 78

MEDIAS  §,240° 528 58 23 38,0
Média 2.440° 892 7.2 0,8 22
tatal

FB; FBy  Taotal

5,45 540 085
3,12 225 537
523 349 847
2,34 1e7 43
2,84 1,05 3,89
&,00 304 943
4,3 2.5 68

2,08 1,04 342
3.3 258 587
038 MND 0,38
0,58 1,14 213
4,85 2,52 7ar7
4,44 242 658
27 1,8 4.3

272 1,83 484
178 007 185
250 018 277
10,84 514 1530
T.7a 28 10,80
4,23 3,57 G82
2.3 2,3 7.6

383 301 &5, S
137 ND 137
2587 R 51%
0,73 MO 0,73
004  ND O 004
1,15 082 177
1,6 10 28

s 18 53

Lipidios Clnzas

(%o}
B,ad
6,48
G329
747
5,78
5,32
6.3

8,11
5.75
5,70
8,12
8,40
5,15
8,1

.86
B,
£,54
G,43
5,74
6,43
62

531
628
5,480
g, 35
6,04
8.07

6,1

s

{ra)
1,13
1,32
1.40
1,24
1,11
1,18
1,2

U=
1,67
1,1%
1,92
103
1,15
1.1

110
0,35
1,43
0,80
04av
1,1

1.0

1,40
122
1,41
1,12
1.1%
1,22
1.3

1,1

Protelnas  Urnidade

)
10,23
9,30
10,30
9.90
&30
9,71
9,8

a.07
B,32
5,38
& 50
B, 08
2,50
81

g,
7.3
7.
-
8,31
7.8
80

g8.68
[
9,48
7,81
9,30
8,50
5,0

8,0

{%)
14,2
18.7
14,2
14,6
12,1
12,1
14,0

11.8
14,3
12,1
11,2
12,8
11,8
12,3

13,2
13,3
127
12,8
11,7
12,1
12,6

16,1
14,1
12,2
M,1
12.6
12,2
12,0

127

Aoy

0,70
0,88
0,84
0,83
0,83
0,51
0,8

0,73
0,83
0.81
0,76
0,78
0,50

08

0,80
0,81
0,80
0,89
0,50
9,77
0,8

0,72
.78
020
0,78
J,7B
0,78
0.8

0,8

Tegenda: DA Flartio Direlo em avela, GA- Planio Gonvenconzl em avela; DP: Flantia Civeto sab
racamendada de nitregenio pare coberura; [*) e Noresoments, 1: 0% Mg 2; 25% Mz 3 5006 Ny 4 1 2
QM Rl B B0 Mg 100 100% Mg 11 10006 My + K55 42 1003 Mo+ Gatt, Fus: Fusanum app. Pork Pancliom spp. Aspr Aspargiivs Spi

dn T SR S,

pousio; CF. Plartia Convencional aob pousio; TRNG: dose

00 M2t B 1008 Mo+ KB 100% Me + Ga*" T 0% Mx; &
Law; leeaduras; MiD:

34

CAPITULD 1 Infludncia do sistema de plants @ da adican ¢ lartilizartes na conlaminagad

ngien @ na produgdo de furonlEings em milho
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Os resultados sugeriram que no milho cultivado sob sistema de
semeadura direta, independentemente da safra analisada, tipo de adubacgéo e
rotacdo de cultura, ocorreu maior contaminacédo de fumonisinas (tabela 4, graficos 1
e 2). Segundo PALTI (1981) a prética agricola de semeadura direta tem efeito sobre
a sobrevivéncia, multiplicacédo e infec¢do dos fitopatdbgenos na cultura. Por isso, em
geral, as doencas e ocorréncia de parasitas da agricultura, como o Fusarium, sdo
mais severas sob o plantio direto do que quando os restos culturais sédo parcial ou
totalmente incorporados ao solo (plantio convencional). E a semeadura direta
associada a monocultura, favorece um aumento da intensidade de podriddes da

espigas de milho causada por Fusarium sp. (FLETT E WEHNER, 1991).

Figura 1: Percentagem de contaminacdo natural por fumonisinas de milho (hibrido
Dekalb 333b) cultivado em areas em sucess&o a pousio ou aveia, semeado de foram
convencional ou direta, com diferentes niveis de adubacéo nitrogenada de cobertura,
em Londrina. Pr., safra 2003.

2,673

O PDA
@ PCA
O PDP

7,568 O PCP

ONDE: PDA=Plantio direto sobre aveia; PCA=Plantio convencional sobre
aveia; PDP=PIlantio direto sobre pousio; PCP=Plantio convencional sobre pousio
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Comparando os dados de contaminacdo natural por fumonisinas em
relagdo ao perfil de micoflora contaminante, a tabela 3 mostra a menor média de
contaminacdo total por fumonisinas (2,6 ug/g) foi quantificada no grupo de amostras
oriundas de semeadura convencional sobre pousio e neste grupo as leveduras foram
mais frequentes, compreendendo 38% da microbiota contaminante do milho. Por
outro lado, a maior média de contaminacdo por fumonisinas (7,6ug/g) foi
guantificada em amostras de milho procedentes de semeadura direta sobre pousio,
apresentando menor porcentagem de leveduras (5,3%) constituindo microbiota
contaminante.

Infere-se que o aumento na concentragcdo de fumonisinas esteve
relacionado a diminuicdo na propor¢cdo de leveduras. As leveduras parecem
constituir microbiota antagonista com potencial de controle sobre fungos
fitopatogénicos / micotoxigénicos, com pesquisas demonstrando a sua efetividade no
biocontrole, seja através de competicdo, ou antibiose (LEVY et al, 2002).
MOTOMURA et al. (1996) isolaram diversos antagonistas contra F. verticillioides a
partir de microbiota natural de milho e, embora a maior atividade pertencesse a
bacilo esporulado, entre antagonistas também detectou-se leveduras. CAMILLO et
al. (2000) observaram degradacéo in vitro de fumonisinas por antagonistas isoladas
de milho. Posteriormente, HARA (2000) estudando interacdo de leveduras com F.
verticillioides no milho, observou-se efeito detoxificador sobre fumonisinas, resultante
do crescimento de leveduras, sendo a intensidade dependente da cepa utilizada no
ensaio. O fato sugere que a composicéo natural de microbiota, oriunda de diferentes
espécimens teria importante participacdo que regeria a predominéncia direcionada a
determinado grupo microbiano e, consequente risco de contaminagdo por

micotoxinas.



53

Tabela 4: Contaminagho natural por fumonisinas (FB,, FB, e total} de miho culivads em dreas em sucessdo a
pousio ou avela, semeado de ferma convencional ou direta, com diferentes nlveis de adubacio nitregenada de
sobertura, em Lendrina, Pr., safras 2001, 2002 2003,

TRAT 2001 2002 2003
FB1 FB2Z TOTAL FB1 FB2Z TOTAL FB1 FB2Z TOTAL
(vaigl  {paig)  (ug/g) (walg)  (pglgd _ {upla) (pgfgl _ {polg)  (pgla)
DA-1 0,68 0,08 9,76 1,55 0,1 1,65 8,45 3.4 2 B85
DA-Z 0,35 ND 0,36 3,59 1,47 5,06 3.12 225 5,37
DA-3 008 ND 0,08 1,62 0,12 1,74 528 3,19 8,47
DA4 041 ND 0,41 3,44 1,87 481 234 187 431
DA-5 0,13 ND 0,13 0,76 ND 0,78 2,84 1,05 3,89
DA-6 0,08 ND 1,08 166 0,87 283 8,00 3,04 9,13
CA-T 0,09 ND 0,09 5,68 1,73 7.41 2,08 1,04 3,12
CA-8 ND ND ND 345 051 3,96 3,31 2,56 5,87
CA9 0,11 MND 0,11 1,72 0,69 242 0,39 ND 0,39
CA-10 1,12 0,17 1,28 1,58 0,21 1,76 0,89 1,14 213
ChA-11 0,46 ND 0,46 5,77 1,60 7,36 485 2,52 7.37
CA-12 ND MO ND 233 0,54 287 444 242 6,66
DP-1 0,38 ND 0,38 3,83 1,44 5,27 272 1,68 4 61
DP-2 0,62 0,14 0,76 122 051 1,73 1,78 0,07 1,85
DP-3 1.758 1,25 3,00 1,08 0.6 1,68 2 59 0,18 277
DP4 287 2,56 5,53 2,32 1,24 368 064 514 1578
DPs 0,11 ND 0,11 8,3 2,93 9,23 7,78 2.8 10,58
DP6& 0,00 ND 0,09 275 211 4,668 6,25 357 8,82
CRT 012 ND 0,12 1,5 ND 1,62 393 30 6,94
cP8 032 ND 0,33 2,24 0,57 281 1,37 WD 1,37
cPe 028 ND 0,28 3,41 0,1 3,51 287 252 518
CP10 033 ND 0,33 0.46 0,26 0,72 0,73 ND 0,73
CPA1 017 ND 0,17 1,25 ND 1,25 0.04 ND 0,04
cpd2z 0,82 0,25 0,57 3,71 1,3 5,01 1,15 062 1,77
MEDIAS 0,47 0,13 0,68 2.73 0,88 362 35 1,83 5,33

Legenda: DA Flantio Direle em aveia; CA: Flanfia Canvencioral em aweiz; DP. Flantio Diratc 20b pousio; CGP: Planto

Convencions! sob pousic; DRNG: dose recomendada da nitregénio para cobertura; () no florascimento. 1 0% N 2 25% Mg 3

20% Moo 4 100% My 5: 100% My + K B 100% N + Ca™; 70 0% Mg 8 25% My 90 50% Ny 10 100% Nz 19 100% M + K7 1%
TR Np+Ca'

CABITULD I Influéncia do sistema de plantio 2 da adigie de fariizantes na contaminagda  4f

fingica e na producdo de fumonisinas em milhg
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Figura 2: Contaminagdo natural por fumonisinas de milho (hibrido Dekalb 333b) cultivado em areas

de

iveis

, semeado de foram convencional ou direta, com diferentes n
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Estatisticamente ndo foi possivel correlacionar a produgdo de
fumonisinas a fatores intrinsicos do milho (safra 2003), como composicéo
bromatoldgica, atividade d’agua e umidade. As andlises fisico-quimicas indicaram o
teor (g%, P.S) de lipidios variou de 5,32 a 6,80% (média 6,2%), cinzas de 0,79 a
1,41% (média 1,1%) e proteinas de 7,91 a 10,30% (média 9,0%). Os valores de
atividade d’'agua para estas amostras oscilaram de 0,72 a 0,88 (média 0,80) e

umidade de 10, 1 a 16,7 % (média 12,7%), conforme descrito na tabela 3.
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CONCLUSOES

» A concentracdo de fumonisinas aumentou gradativamente no decorrer de

anos consecutivos de semeadura (safra 2001, 2002 e 2003).

» O milho cultivado sob sistema de semeadura direta apresentou maior
contaminagdo natural por fumonisinas, independentemente de safra,

adubacdao e rotacdo de cultura.

» Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp. e leveduras ocorreram em
freqiéncia de 100, 66, 20 e 80%, respectivamente, na micoflora de milho,

justificando a positividade de fumonisinas em 97% das amostras.

» As leveduras poderiam desempenhariam papel importante como antagonista
potencial no controle de F. verticillioides, ja que milho sob préticas agricolas
aonde se observou maior porcentagem de leveduras apresentaram com

menor teor de fumonisinas.



57

CAPITULO II: ESTUDO DE VARIABILIDADE GENETICA EM FUSARIUM VERTICILLIOIDES

ISOLADOS DE MILHO SUBMETIDOS A DIFERENTES SISTEMAS DE PLANTIO

1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) se enquadra entre os cereais mais cultivados
no mundo, com o Brasil ocupando uma das maiores areas, correspondente a 12,3
milhdes de hectares. O Estado do Parana participa com 2,8 milhées de hectares,
equivalente a aproximadamente 25-30% da producéo, contemplado por 14,5 milhdes
de toneladas (safra 2003/2004, Divisdo de Conjuntura Agropecuaria — DCA, 2003).
Recentemente, o recuso a alimentos geneticamente modificados oriundos de
grandes exportadores, aliado a exigéncia do setor importador de suinos e aves
perante certificacdo de rastreamento a matérias primas de racao, enquadrou o Brasil
na categoria dos exportadores de milho (AGRONOTICIAS, 2004).

Fusarium verticillioides Sacc. Nirenberg (=Fusarium moniliforme
Sheldom) predomina na micobiota do milho e produz fumonisinas, onde a toxina
mais abundante, a FB; tem sido associada a leucoencéfalomalacea eqiina, edema
pulmonar/hidrotérax em suinos e efeito hepatocarcinogénico em ratos (MARASAS et
al., 1984; GELBERBLOM et al., 1988; PLATTNER et al., 1990; ACKERMAN, 1991).
Em humanos, a FB; provavelmente esteja relacionada ao cancer esofagico em
Traskei, Africa do Sul e China, com os estudos associando o consumo de milho ao
desenvolvimento de cancer hepatico primario (UENO, 2000).

A Organizacdo Mundial de Comércio reduziu as tarifas
alfandegéarias, mas as crescentes preocupacOes enfatizaram barreira contra

contaminantes fitossanitarios naturais (AGRONOTICIAS, 2004), com constantes
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propostas a limites de tolerancia contra micotoxinas (MILLER, 1996). “Mycotoxin
Commitee of the American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians”
recomenda 5, 10, 50 e 50 ug/g para racdes de equinos, suinos, bovinos e aves,
respectivamente (MUNKVOLD e DESJARDINS, 1997). A recomendacao para
consumo humano iniciou-se com proposta com o limite de 1 pg/g (VISCONTI &
BOENKE, 1995), sendo que posteriormente “Food and Drug Administration” (FDA)
adotou 2,0 mg.Kg™ de FB1+FB,+FB; (farelos de milho), 3,0 mg.Kg™ (pipoca) e 4,0
mg.Kg™ (milho para massas) (AVANTAGGIATO et al., 2002).

Embora o monitoramento eficaz imposto pela barreira sanitéaria,
aliado a perspectivas de milho geneticamente resistente sejam promissores,
salienta-se uma alternativa de controle prético através de manejo de cultivo, i.e.
direcionar plantio / adubacdo que minimize a proliferagdo fungica e conseqiente
producdo de micotoxinas. F. verticillioides € capaz de sobreviver por 8 a 13 anos
(DHINGA E COELHO NETTO, 1998) e apresenta crescimento 6timo de 22,5 a 27,5
°C, méaximo entre 32 a 37 °C e o minimo entre 2,5 a 5,0°C (JOFFE et al., 1973) e se
destaca no clima tropical brasileiro, dificultando a obtencdo de cultivares resistentes
(ANON, 1995).

O sistema de semeadura (direto ou convencional) em rotag&o, aliado
a fertilizacdo parecem desempenhar importante funcdo no controle fitossanitario,
devida atuacéo direta de praticas agricolas nas caracteristicas quimicas / biolégicas
do solo (ZAMBOLIN & VENTURA, 1993). A continua implementagédo da tecnologia
de plantio direto resultaria em mudancas no ecossistema agricola devido a
modificacdo na disponibilidade d’agua, temperatura, aeragdo, teor de matéria
organica, afetando a microbiota do solo resultante de plantio convencional. Em

termos fitopatolégicos, a resteva de palha no solo do plantio direto favoreceria a
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sobrevivéncia fungica, comprometendo efeitos benéficos da pratica conservacionista
(ALEXOPOQULOS et al.; 1996).

A vasta variabilidade de Fusarium spp. dificulta a identificacdo, além
de alteragbes devido a mutagédo, degeneracdo pela subcultura repetida e existéncia
de diversos sistemas taxonomicos de identificacdo (GAN et al., 1997; ABRAMSON,
et al., 1998). Fato este, que poderia também ser desencadeado pela mudanca nas
condicbes extrinsecas de plantio. A identificacdo de Fusarium baseia-se na
associacdo de técnicas microscopicas e macroscopicas (Nelson et al, 1983).
Todavia, a caracterizacdo intraespecifica individual dentro da populacdo requer
testes complexos como patogenicidade, determinacdo do grupo de compatibilidade
vegetativa (VCG) por experimentos pareados, ou perfil da producdo de micotoxinas
(JIMENEZ et al, 2000).

Os avancos na biologia molecular permitiram desenvolvimento de
marcadores moleculares capazes de detectar uma infinidade de locos polimorficos
em gendtipos individuais e avaliacao direta de variacdo genética em populagbes. A
técnica de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) é uma estratégia
alternativa, capaz de estabelecer similaridade genética entre a mesma espécie, sem
necessidade de conhecimento de sequéncias de DNA do organismo investigado
(WILLIANS et al., 1990). O RAPD permitiu analise de “matting” de Fusarium
pertencentes a divisdo Liseola (AMOAH et al., 1996), variabilidade populacional em
F. graminearum Schwabe (OULLET & SEIFERT, 1993) e F. solani (Mart.) Sacc. f.
sp. cucurbitae Snyder e Hans. (CROWHURST et al., 1991), diferenciacdo entre F.
oxysporum Schletcht. f. sp. vasinfectum e f. sp. pisi (J. C. Hall) Snyder e Hans.
(ASSIGBETSE et al., 1994; GRAJAL-MAETIN et al., 1993), assim como identificacao

das espécies de F. oxysporum f. sp. dianthi (MANULIS et al., 1994).
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O presente trabalho visa analisar as alteracdes na contaminagao
natural de fumonisinas decorrentes do sistema de plantio / adubacdo em safras
consecutivas de milho aliadas a analise de variabilidade genética dos isolados de F.
verticillioides por polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), sendo as
cepas selecionadas de milho submetidas a tratamentos agronémicos extremos, i. e.,
plantio convencional sem nenhum tratamento a plantio direto sobre aveia

suplementado com N, + K"+ Ca™".

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo de F. verticillioides

Um total de 23 cepas de F. verticillioides provenientes de micoflora
contaminante de milho, obtido de duas safras consecutivas (ano 2002 e 2003), foram
selecionados para o estudo da variabilidade genética por RAPD. As praticas
agrondmicas consistiram de seis tratamentos distintos, acoplando sistema de plantio
(direto X convencional) ao tipo de rotacao (aveia x pousio) e adubacéo (0 X 100% da
dose recomendada de nitrogénio, aliado a adicdo de potassio ou calcio) (SILVA,
2004). Para analise de fumonisinas consideram-se amostras de milho proveniente
de trés safras consecutivas (2001 a 2003), enquanto que a contagem de bolores e
leveduras.

F. verticillioides selecionados foram obtidos por plagueamento
utilizado para contagem total de bolores e leveduras em &gar batata dextrose,

empregando a técnica de semeadura em profundidade. As colénias de Fusarium
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spp. com caracteristicas macroscopicas distintas (pigmentacdo superficial e
profundidade), proveniente do plagueamento de milho pertencente a cada
tratamento agronémico, foram repicadas para tubos contendo agar batata dextrose
inclinado e, submetido a cultura monoespdérica. Apés identificagdo microscopica,
procedeu-se a andlise de polimorfismo de DNA ao acaso (RAPD) para avaliar

padréo de variabilidade.
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Figura 1. Esquema para selegdo e caracterizag@o genética por RAPD de F. verticillioides isolados de
milho submetido a diferentes sistemas de plantio/adubacéo.



63

[ Cultura ]

Microscopia

Micélio ]

Extracéo e quantificagdo de DNA ]

RAPD ]

Eletroforese ]

Jaccard ]

Variabilidade
genética

Figura 2: Fluxograma de analise genética das cepas de F. verticillioides.
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3.1.2 Cultura Monoesporica

As coldnias com aspecto de Fusarium spp foram repicadas para
tubos de Agar batata dextrose inclinados e incubadas a 25° C por sete dias. Trés
gotas de &gua estéril foram colocadas assepticamente sobre uma lamina de
microscOpio e uma alcada de cultura transferida para a primeira gota e
homogeneizada. A seguir, uma alcada desta gota foi transferida para a segunda e
desta para a terceira. Uma alcada da segunda e da terceira gota foi semeada em
estrias em placas de Petri contendo agar a 2% e incubada por 16 a 25°C. O esporo
germinado foi transferido para tubo contendo agar batata dextrose. Utilizando agulha
de niquel com auxilio de um estereoscopio (NIKON SMZ 1B), usando aumento de 30
vezes. Uma série de trés esporos obtidos de cada cultura foi incubada a 25° C por
sete dias (um tubo de cultura monoesporica foi selecionado para identificacdo). A fim
de conservar por mais tempo as culturas, foram realizados repigues em tubos com
agar batata dextrose, e em seguida adicionado, assepticamente, 6leo vaselina,

diminuindo desta forma a atividade fungica.

3.1.3 Extrag&o de DNA

Para extracdo do DNA total das cepas de F. verticillioides o micélio
foi macerado apos adicao de nitrogénio liquido por intermédio de grall e pistilo. Apos
a maceracao o “pé“ obtido foi acondicionado em tubo de 2,5 mL e adicionado 800 uL
de tampéao de extracdo (tris HCI 200mM; NaCl 250mM; EDTA 25mM; SDS 1%) e

colocado em banho-maria a 65°C por 30 minutos. Apds este periodo adicionou-se ao
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tubo 800 uL de solucéo fenol:cloroférmio (1:1) e centrifugado a 12.000 G por 10 min.
Apos centrifugacdo o sobrenadante presente no tubo foi retirado cuidadosamente
com intuito de ndo carregar restos celulares e fenol. Ao sobrenadante retirado foi
precipitado pela adicdo 800 uL de cloroférmio e centrifugado a 12.000G por 5
minutos. Novamente, o sobrenadante contido no tubo foi cuidadosamente pipetado e
adicionado a 40 uL de solucéo salina e 1 mL de etanol absoluto gelado, centrifugado
por 5 minutos e vertida a solucéo presente no tubo com o cuidado em néo descartar
o pellet de DNA. Lavou-se o pellet com alcool 70% com posterior secagem e diluicdo

em agua ultrapura.

3.1.4 Primers testados

As sequéncias de DNA fungico foram amplificadas com primers
produzidos pela Operon Technologies, alameda, CA, USA. Os dezesseis primers
usados foram: OP-W2, OP-W3, OP-W4, OP-W5, OP-W6, OP-W9 ,OP-W11, OP-
W12, OP-W14, OP-W19, OP-X3, OP-X4, OP-X5, OP-X9, OP-X12, OP-X13. Nas
reacoes de amplificacdo, o volume total foi de 25 pL e as condi¢bes eram: 0,25 pM
de primer, 2 U de Taqg DNA polimerase nativa (Invitrogen), 4,5 mM de MgCl,, 0,25

mm de cada dNTP e 5 ng de DNA
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3.1.5 Amplificagdo do DNA (RAPD)

Para amplificacdo do DNA utilizou-se o termociclador, sendo cada reacao
submetida a 40 ciclos apds desnaturacao inicial a 92°C de 3 minutos. Cada ciclo se
constituiu de 40 segundos a 92°C, 1 minuto e 30 segundos a 40°C e 2 minutos a
72°C. Os ciclos foram seguidos de uma extensdo final de 5 minutos a 72°C e 10

minutos a 10°C.

3.1.6 Andlise de polimorfismo

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel
agarose 2%, corado por brometo de etidio, evidenciado sob luz UV (SAMBROOK et
al, 1989) (figura 3).

Cada linhagem de F. verticillioides foi analisada quanto a presenca e
auséncia de produtos de amplificacdo. Os dados eram introduzidos em uma matriz
binaria, e uma matriz de similaridade foi construida utilizando o Indice de
Similaridade de Jaccard (JS). A partir do cluster da similaridade gerada pdde-se

construir um dendrograma (figura 4).
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3.1.6 Anélise Genética

A andlise de RAPD foi determinada por comparacdo dos perfis
eletroforéticos do DNA amplificado dos individuos analisados, com cada um dos
primers. Cada cepa de F. verticillioides foi marcada quando a presenga ou auséncia
de produtos de amplificacdo. Os dados foram introduzidos em uma matriz binéria, e
foi construida uma matriz de similaridade pareada usando o indice de Similaridade
de Jaccard (JS).

Para andlise de similaridade genética entre os individuos utilizou-se
0 programa computacional NTSYS-PC (Numerical Taxonomy System, Applied
Biostatistics, Setauket, New York) por meio do coeficiente de Jaccard e pelo método
de agrupamento UPGMA (unweighted pair group method using average-linkage) foi
construido o dendrogram de similaridade genética. O agrupamento evidenciou a

formacgao de 4 grupos denominados A, B, C, D.

3.2 FUMONISINAS

3.2.1 Determinagao de fumonisinas

Para a extracdo de fumonisinas FB; e FB, foram utilizados 10g de
amostra de milho triturada e adicionado 30 mL solucdo metanol:agua (3:1): apos
repouso (5 minutos), agitacdo (150 rpm por 30 min.) centrifugacédo (10.000 rpm por
10 minutos) e filtragem em papel filtro, houve o condicionamento da mini coluna Sep

Pak, com 5 mL de metanol e posteriormente mais 5 mL de solucdo metanol:dgua
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(3:1). A purificagdo, ap0s passagem de 1mL de extrato filtrado, foi realizada com
metanol:dgua (3:1) e em seguida com metanol. A eluicdo empregada com solugéo
metanol:acido acético (99:1) foi recolhida e evaporada até secagem a 40°C,
redissolvida com 1 mL de metanol e seca novamente nas mesmas condicbes
descritas anteriormente e por ultimo redissolvida com 2 mL de metanol:dgua (3:1)
coletada e seca por intermédio de nitrogénio gas a 60°C e estocada em freezer até
o uso (Figura 3).

Antes de injetar as amostras no cromatdgrafo liquida de alta
eficiéncia (CLAE), procedeu-se a derivatizacdao de 100 uL da amostra (anteriormente
ressuspensa em acetonitrila:agua 50:50) com 200 uL da solugdo O-phthaldialdeido
(OPA - 0,02g, 500 uL de metanol, 2,5 mL de 0,1 M de tetraborato de sodio e 25 uL
de 2-mercaptoetanol), por no maximo 1 minuto. A deteccdo das fumonisinas foi
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) utilizando-se
cromatografo Shimadzu (Figura 4). Para separacao foi utilizada coluna fase reversa
C-18 (Nucleosil 100-5, 250 x 4,6 - Macherey-Nagel). Os derivados de fumonisinas
FB, e FB, foram determinados em detector de fluorescéncia (Shimadzu RF 535),
com comprimentos de onda de 335 e 450 (excitacdo e emissédo, respectivamente).
A fase movel utilizada foi o sistema metanol: fosfato de sodio 0,1 M (4:1) com pH
ajustado em 3,3 por intermédio de éacido orto-fosférico. Com fluxo de 1mL/min,
temperatura de coluna 20°C e pressdo de 180 mmHg. Essa proporcdo permitiu a
obtencéo de presséao e viscosidade adequadas, com separacao e tempo de retencao

otimo: t,FB1=6,5-7,0minet, FB,=11 - 11,5 min.
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Figura 4. Fluxograma do método de CLAE (SHEPHARD et al.,, 1990

modificado por UENO et al., 1993).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil de micoflora contaminante e niveis de fumonisinas
detectados em 12 amostras de milho, provenientes de cultivo submetido a seis
tratamentos agronémicos referente a sistema de plantio (direto X convencional), tipo
de rotacéo de cultura (aveia x pousio) e adubacao (0 X 100% da dose recomendada
de nitrogénio, aliado a adi¢cdo de potassio ou calcio) em duas safras consecutivas
(2002 e 2003), estao ilustrados na tabela 1. Um total de 23 cepas de F. verticillioides
isoladas destas amostras foram selecionadas, baseado em caracteristicas
macroscopicas quanto a pigmentacdo e, analisadas perante variabilidade genética
por RAPD (tabelas 1 e 2, figuras 5, 6 e 7).

A tabela 1 mostra que a contagem total de bolores e leveduras nas
amostras de milho pertencentes & safra 2002 variou de 2,80 x10*a 9,53 x10* UFC/g
(média 4,60 x10°> UFC/g), enquanto que a safra 2003 apresentou contagem de
2,26x10* a 2,25x10° UFC/g (média 4,78 x10° UFC/g). As leveduras compuseram a
micoflora predominante (34 a 88%) de milho proveniente da safra 2002, com
contagem na faixa de 1,3x10* a 9,0 x10° UFC/g (média 1,46x10° UFC/g), com a
excecdo de amostra DA-5, onde houve predominédncia de Fusarium spp. (66%).
Fusarium spp. foi detectada em todas as amostras (2,86 x10* a 1,90 x10° UFC/g) e
compdbs entre 7 a 66% da micoflora determinada pela contagem total de bolores e
leveduras, enquanto que Penicillium spp. foi detectada em 2 amostras,
correspondente a 4,0 x10? UFC/g (3% da contagem total) e 1,5 x10°® UFC/g (5% da
contagem total) (tabela 1).

Na safra 2003, Fusarium spp. foi detectada em 100% das amostras

analisadas, além de constituir género predominante no milho (11 a 91%), com a
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contagem variando de 1,2 x10* a 7,0 x10° UFC/g (média 1,18x10° UFC/g), exceto na
amostra oriunda de tratamento agronémico CP-7 (plantio convencional sobre pousio
sem adubac&o nitrogenada) e CP-12 (plantio convencional sobre pousio
suplementado por 100% de nitrogénio mais Ca*?), onde houve predominancia de
leveduras (55 e 79%, respectivamente). Leveduras foram detectadas em 83,3% das
amostras, correspondendo de 3,0 x10° a 1,0 x10° UFC/g (média 1,09x10° UFC/qg).
Penicillium spp. foi detectado em 4 amostras (66,6%), com contagem variando de
1,0 x10% a 1,0 x10° UFC/g (média 1,1x10° UFC/g). O milho oriundo de tratamento
CP-11 (plantio convencional sobre pousio suplementado por 100% de nitrogénio
mais K*) apresentou micoflora constituida exclusivamente de Fusarium spp., com a
contagem de 4,2 x10° UFC/g (tabela 1).

A mesma tabela também indicou que 100% de milho avaliado
apresentaram-se naturalmente contaminado por fumonisinas. A contaminagdo na
safra 2002 variou de 3,71 a 0,76 pg/g (média 1,74 ug/g) para FB; e de ND a 1,3 ug/g
(média 0,38 ug/g) para FB,,. Para milho/safra 2003 a contaminagéo por FB; e FB;
variou de 0,04 a 6,45 pg/g (média 3,42) e de ND a 3,4 ug/g (média 1,85 ug/g),
respectivamente (tabela 1).

Fato semelhante foi observado por HIROOKA et al. (1996) e ONO et
al. (2000), ao avaliar a contaminacéo natural de fumonisinas em milho do Estado do
Parana. l.e., contaminagéo aproximada de 100%, sendo detectada concentracdes de
até 10, 59 ug/g para FB; e 10, 31ug/g para FB, . Salienta-se que a literatura relata a
dose de FB; envolvida em LEM na faixa de 6 a 10 pg/g (UENO, 2000).

A contaminacdo maxima por FB; (6,45 pg/g) ocorreu no milho
submetido ao plantio direto sobre aveia sem adubacg&o nitrogenada (DA-1), porém

com menor contagem flngica total (2,26x10* UFC/g); o nivel minimo de fumonisina
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pertenceu a amostra CP-11 (plantio convencional sobre pousio suplementado por
100% de nitrogénio mais K*) com 0,04 pg/g e contagem flingica intermediaria
(4,2x10° UFC/g UFC/g), sendo as ambas amostras provenientes da safra 2003
(tabela 1). Nesta amostra com menor teor de fumonisina, salienta-se que a micobiota
constituiu-se exclusivamente de Fusarium spp. (4,2x10°> UFC/g), sendo a contagem

total, um valor intermediario.
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Tabela 1: Quadro geral sobre |sclades de F. verlicilioides submelidos & analse de variabllidade genética (RAPD): efeilo de manejo,

= = =

— s

F. verticiNioides

Manejo MICOFLORA CONTAMINANTE FUMONISINAS MILHD RAPD (Similaridades)
- ]a_w«mﬁd ——
{Trat.) Total  Fus's Pen.d: Asp.% Lew '™  F8, FB; Total Cepa(pigmento) Freg(%) (%) (%) média
DA -1 FEEC 3 - a8 165 0,1 185 #10(A. gverm) 75 75 735
# 23 {R. claro) 25 72
DA-5 20.90° 6§ . - 34 076 ND 078  #6 (Acast) 25 70 713
#17 {Laranja) 25 72
¥ 22 (R. escurg) g0 72
$ DA-6 IS0 W 3 - 80 1685 0,67 253 #13{R. escuro) £ 75 75
m # 18 {Laranja} T 75
L CGP-T 953 1w .5 - - a5 152 ND 152 #1(R.clare) 100 75 75
o
cP-11  185:0° 4 - 15 A4 125 ND 125 #7 (Roxo) 15 75 73
. # 18 (R e3cung) i 72
220 (Rosa) o7 T2
cP-12 210" 38 . . &1 371 1.3 501 #21(R scaest) 0 72 72
# 24 (Roxe) 50 72
Médias 1,74 0,77 2,51 73,08
DA=-1 M.N.m..__...__. | & = 14 G455 3.4 BAES ¥ & (R, ¢larg) 16.8 ) 733
#9 [R. ascurg) 3.8 5
# 14 (Rosa) 474 70
DA-5  3s0q0t T8 . . 24 284 1,05 3489  #5(Resa) 100 75 75
m DA=B  28510° 2 . 7 609 3,04 913 #2(R avem.) 100 78 5
3 CP-T 228400 39 & . 55 393 3,01 694  #12(R. escurd) 40 75 5
% # 15 {R. clang) 1] 75
o
CP=11  44.10° 100 - - . 004 WD 004 #11(R clam) 100 [ 75
cP-12 91" N ] 2 T8 115 082 178 #AR. escwo) 41,7 78 715
# 16 {R. clara} 58,3 BB
Midlas
342 2,32 564 74,13

egenda: DA Plantio Direto em avela; GP: Plantia Convencional sobre pouso; 1, T: 100% Ny 5,11 10056 MR 6, 12: 1005 Ne*Ca'™. R: rasa; Averm:
wermglnada, Acast: acastanhads; ND: ndo detectado.

K

CARITULD |: Esludo da variabilidade genéBea em Fusamsum varficiiicides isolados de

mitho submolides o diferentes sistemas da plantio
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Este resultado infere que a auséncia de competicdo microbiana
provavelmente permitiu o desenvolvimento de F. verticillioides empregando-o
apenas como substrato de sobrevivéncia, sem necessidade de induzir a expressao
génica favoravel a competicdo, resultando em menor producdo de metabdlitos
secundarios. Conseqlentemente, as coldnias provavelmente apresentaram-se com
pouca pigmentacao (rosa clara), assim como baixo teor de fumonisinas. ONO et al.,
(2003) observaram diminuicdo drastica na producdo de FB1 em linhagens de F.
verticillioides mantidas ob estoque (efeito de expressdo génica). Cepa 164 G
mostrou producao de intenso pigmento avermelhado, mas a mais baixa producéo de
fumonisina (15,5 mg/g), o qual depois de 8 anos de armazenamento diminuiu a um
nivel indetectavel (0,002 mg/g), em contraste com pigmentacdo intensificada.
Producdo de fumonisina deriva da via aceti CoA que compartilhada com
biossintese acida isoprendide/policetida/lipidica; Isto pode deduzir que a troca que
favorece uma rota especifica pode diminuir o metabdlito derivado de rota
complementar.

Os resultados sugeriram que no milho cultivado sob sistema de
semeadura direta, independentemente do tipo de adubacg&o e rotacdo de cultura
empregada, ocorreu maior contaminacédo de fumonisinas. No mesmo grupo ocorreu
menor contagem total (1,80x10* UFC/g), mas Fusarium spp. constituiu-se na maior
porcentagem da micoflora (média, 83%). De acordo com PALTI (1981), a pratica
agricola de semeadura direta afetou diretamente a sobrevivéncia, multiplicacdo e
infectividade de fitopatdgenos na cultura. O fato justifica que geralmente as doencas
devido a fitopatdogenos, a exemplo de Fusarium resultaram em maior severidade sob
o plantio direto, se comparado ao plantio convencional (restos culturais parcial ou

totalmente incorporados ao solo). Em adicdo, a semeadura direta associada a
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monocultura intensiificou podridées da espigas de milho causada por Fusarium spp.
(FLETT & WEHNER, 1991).

A andlise estatistica dos dados sobre contaminacdo natural de
fumonisinas por teste de Tukey detectou diferenga significativa de contaminacgéo
entre safra 2002 e 2003 (p< 0,05). A safra 2003 apresentou a contaminacdo média
de fumonisina total (5,16 ug/g) cerca de 60% superior, em relacdo a safra 2002 (2,12
ug/g). ALEXANDER (1977) relatou especiacdo de fungos quanto a toxigenicidade,
l.e. aumento gradativo do potencial decorrente de cultivo sucessivo realizado em
mesma area.

Comparando os dados de contaminacdo natural por fumonisinas em
relacdo ao perfil da contagem de leveduras, a tabela 1 mostra que este grupo
compreendeu a média de 63,7% na micobiota de milho pertencente a safra 2002,
porém observou-se reducdo drastica desta proporcdo para 35,8%, na safra 2003
(Tabela 1).

A mesma tabela mostra que o aumento na concentracdo de
fumonisinas esteve relacionado a diminuicdo na proporcéo de leveduras, detectada
na safra 2003 (estatistica). As leveduras parecem constituir microbiota antagonista
com potencial de controle sobre fungos fitopatogénicos / micotoxigénicos, com
pesquisas demonstrando a sua efetividade no biocontrole, seja através de
competi¢cédo, ou antibiose (LEVY, 2002). MOTOMURA et al. (1996) isolaram diversos
antagonistas contra F. verticillioides a partir de microbiota natural de milho e, embora
a maior atividade pertencesse a bacilo esporulado, entre antagonistas também
detectou-se leveduras. CAMILLO et al. (2000) observaram degradacé&o in vitro de
fumonisinas por antagonistas isoladas de milho. Posteriormente, HARA (2000)

estudando interacéo de leveduras com F. verticillioides no milho, observou-se efeito
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detoxificador sobre fumonisinas, resultante do crescimento de leveduras, sendo a
intensidade dependente da cepa utilizada no ensaio. O fato sugere que a
composicao natural de microbiota, oriunda de diferentes espécimens teria importante
participacdo que regeria a predominancia direcionada a determinado grupo
microbiano e, consequente risco de contaminagao por micotoxinas.

Para o estudo genético empregou-se 23 cepas de Fusarium spp.,
provenientes de amostras de milho positivas para fumonisinas, pertencentes a
diferentes tratamentos agrondémicos (tabela 1). Estas cepas foram isoladas pelo
plagueamento de milho e selecionadas, com énfase a caracteristicas coloniais
distintas (pigmentacdo superficial e profundidade), submetidas a cultura
monoespdrica e denominadas de F. verticillioides cepa fusl a fus24. Apés
identificacdo microscopica, procedeu-se a analise de polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD) para avaliar padrdao de variabilidade genética das
cepas (tabela 1 e 2, Figuras 5, 6 e 7).

Destas cepas de F. verticillioides selecionadas, 13 pertenceram a
milho cultivado sob plantio direto e 10 ao plantio convencional. A analise de F.
verticillioides pelo RAPD, empregando padrdes genéticos gerados por dezesseis
primers proveram 105 locos, sendo que 75 (71,5%) apresentaram-se polimorficos
(Figura 6).

Estes 75 locos de RAPD polimérficos detectados demonstraram
valor suficiente para discriminar todos os isolados, considerando que na identificagéo
genotipica, o numero de locos polimérficos e freqiéncia alélica determinam o poder
de resolucdo. A exemplo, maioria dos clones genotipicos de populacdes do

patdgeno de coniferas de campo Gremmeniella abietina pdde ser identificada com
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uma probabilidade de erro de apenas 10 a 10, utilizando 32 locos de RAPD
(WANG et al., 1997).

A figura 7 apresenta o dendrograma produzido pela analise dos
dados originados pelos padrbes de amplificacdo, mostrando relagBes genéticas
entre os isolados de F, verticillioides. Observa-se uma similaridade de 70%, i.e.
muito préxima entre os individuos analisados, porém possibilitou formacao de quatro
subgrupos distintos baseados na escala de similaridade e denominou-se de

subgrupo A, B, Ce D.
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Tabela 2: Contaminagdo natural por fumanisinas FBy e FB: em milho, safras 2002 & 2003, utivado sob
diferentes tipos de manejo (plantio x adubaco ¥ rofagdo de cultura) e caracteristicas das cepas F.
verticilioides (pigmentagio x freqiéncia x padrdo de variabilidade genética) isoladas.
RAPD

Gt

Mddias

Meidias

1]
M ?_.:.W-. o ) ) = NG
Levenda: DA Plantio Dreto em avein; CF; Plantio Convencional sobre pousio: 1, T2 100% Ma: S0 100 NoHE -

2: 106

Y Safra

Simil.

L4

o Z~+__”..x;m R: rosa; Averm: avermelhado; Acast acastanhado: NI nlo detectado.,

002
002
002
2003
5 2003
mna
2003
2003
2003
2003
2003

2002
2002
2002
T2 2002
2002
002
2002
002

0 212
ik

o8 2003

DRIGEM F verticillioides FUMONISINAS MO VARIACAD
_— _— _ MILHD.  INTRAGRUPO
Pluntio Cepa Freg. FB1 FB2 Total Fuixa Falor
.| o mentagiog (%) _{paig) paig)
CHT (107 N} M {Rclaro} 100 1,52 ﬁﬂ%_. : 152 P
CRLL N0 M Ky 7 {Roxe) 18 1,25 ND 1,25
DAL [ #O[R.averm) 75 155 040 185
ety (100 ™) #13(R. escurey 30 166 087 253
CRLOMEHACAT) 8 (R, escure) 41,7 LIS e 1,77
CPHE (1005 Mt KTy #11 (R.clara) 100 0,04 ND 0,04 004 - 985 145,25
[ER T #9(R.escura) 368 G545 340 2385
CP? {100 Ny #12(R.escura) 40 393 30 B34
T (LN Ny #15 (R claro) &0 308 301 &g
130 {r M) #4 (R, clarg) 15,8 645 340 9485
IWAS {100 Mt KD #5 (Rosa) 100 284 1056 3489
Do {1 B #08) #2 (Raverm.} 100 608 304 913
307 1,54 461
TP R #18{R.escura) ar 1,25 MD 1,25
CP {008 R #20 (Rosa) 47 1LY WD LIS
CPL2 (000% B+ Ca™) #21 {R.acast) 50 ER| 1,30 501
DA {1004 Mp+Ca™) #1% (Laranja} 70 1,660 0ET 2,53 0,76 - 5,01 50
DS {10 M) #17 (Laranja} 25 76 MWD 076
CPLE (100% Hla™) #24 (Roxo) a0 371 130 500
EXAL (0 Mg} #23 (R, clara) 25 1,55 0,10 1,65
125§ NHI% My HE ') H2%(F.escura) =0 1,76 [N 0,76
1,83 044 227
DA (1005 MV} #E (Acast) 25 I, 71 (¥ 0,76
IRAL (0% B #14 (Rosa) 474 045 340 985 0,76 - 085 1205
360 1,70 530
CPIE IR Ny ™) #16 (R, clarg) 56,3 1,13 0,623 1,M
115 0,62 1,77

CAPITULO |1 Estudo de varabdidade genddlca em Fusadum venticliveides isolados de

milho submetidos a diferenies sistemas de plantio

&
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Figura 5: Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso — RAPD de F. verticillioides:
Linhas 1 e 2, padrdo de massa molecular; cepa #1 (linhas 3, 4 e 5) e cepa #2 (linhas
6, 7 e 8) tratados com primers OP-X3, OP-X4 e OP-W4. Padrao de massa molecular
linha 1 é 100 pb ladder (Invitrogen Life Technologies, USA) e linha 2 é 100 pb ladder
plus (Invitrogen Life Technologies, USA). (eletroforese em gel agarose a 2% corado

com brometo de etidio).
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Figura 6: Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso — RAPD de 23 cepas de F.
verticillioides empregando primer OP-X4, linha 2 a 24, F. verticillioides #1, 2, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 e 24, respectivamente. O
padrdo de massa molecular (linha 1) 100 pb ladder (Invitrogen Life Technologies.
(eletroforese em gel agarose a 2% corada com brometo de etidio).
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O subgrupo A constituiu-se de 12 cepas com similaridade média em
torno de 75%, no subgrupo B envolveu-se 8 cepas na faixa de 73%, sendo o
subgrupo A conectado ao B ao nivel de 70% de similaridade (Figura 3). O grupo C,
formado por 2 cepas, apresentou similaridade média de 70%. Apenas uma cepa
compds o subgrupo D e, conectou-se a outros subgrupos a nivel de 68% de

similaridade.

—+— D

Figura 7: Dendrograma de similaridade genética obtido empregando-se
coeficiente de Jaccard e método UPGMA para as cepas de F. verticillioides,
utilizando-se os dados obtidos pela técnica de RAPD.
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O subgrupo A constituiu-se de F. verticillioides cepa fusl (plantio
convencional), 7 (plantio convencional) e 8 (plantio convencional), 11 (plantio
convencional), 9 (plantio direto), 10 (plantio direto), 12 (plantio convencional), 15
(plantio convencional), 4 (plantio direto), 5 (plantio direto), 2 (plantio direto) e 13
(plantio direto). O subgrupo B apresentou cepa fusl8 (plantio convencional), 20
(plantio convencional), 21 (plantio convencional), 19 (plantio direto), 17 (plantio
direto), 24 (plantio convencional), 23 (plantio direto) e 22 (plantio direto). O subgrupo
C constituiu-se de cepa fus6 (plantio direto) e 14 (plantio direto), enquanto que
apenas a cepa fus16(plantio convencional) constituiu o grupo D (Figura 7).

A analise dos individuos pertencentes ao subgrupo B (72% de
similaridade) constatou-se sua composicao exclusiva por cepas de F. verticillioides
oriundas de amostras de milho provenientes da safra 2002. O grupo A apresentou
em sua composicado cepas isoladas de amostras de milho que se apresentaram
superiormente contaminadas, naturalmente, por fumonisinas. Uma vez que, a
contaminagcao média por fumonisinas total neste subgrupo foi de 4,617 ug/g (fator de
variacdo 246,25), valor este expressivamente superior ao encontrado para 0 grupo
B, 2,777 ug/g (fator de variagcédo 6,59), conforme tabela 2.

Para as cepas isoladas de milho procedente da safra 2002
observou-se que quatro cepas (30,8%) apresentaram similaridade de 75%. As 10
cepas provenientes da safra 2003 apresentaram similaridades entre 68 a 75%. Das
guais 8 (80%) apresentaram similaridade de 75% (figura 7). Indicando que as cepas
de F. verticillioides estédo tendendo a homogeneidade e formacdo de um grupo no
gual os constituintes apresentem similaridades entre si de 75%. O fato sugere
provavel interferéncia de fatores inerentes do sistema cultivo, hibrido cultivado e/ou

mesmo condi¢Bes climaticas, favorecendo determinadas cepas sob condicdo de
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cultivo empregado e consequentemente induziu a sele¢do natural direcionada a
determinadas cepas de F. verticillioides. Conforme principio da biodiversidade,
inUmeras linhagens de interesse cientifico / econdmico constantemente se
extinguem, devido a interferéncia humana.

A analise das cepas que apresentaram 75% similaridade para as
safras 2002 e 2003. Verificou-se que na safra 2002 a contaminagdo media por
fumonisinas foi de 1,74 pg/g, sendo a variagao de 1,25 a 2,53 pg/g para fumonisinas
total. Para safra 2003 a contaminacdo média por fumonisinas foi de 5,27 ug/g, com
variacdo de 0,04 e 9,85 pg/g. O aumento significativo (p>0,05) de 60% na
contaminacgao por fumonisinas em duas safras consecutivas (2002 e 2003) levanta a
hipotese de que uma possivel selecdo natural esteja favorecendo linhagens de F.
verticillioides mais adaptadas as condi¢cdes empregadas no cultivo de milho, onde a
falta de competicdo pelo substrato para crescimento, agua e minerais permitiriam a
estas linhagens o direcionamento a biossintese de metabdlitos secundarios, como
as fumonisinas.

Apesar do extenso numero de bandas polimérficas encontradas
entre as cepas, nao se encontrou ‘clusters’ correlatos entre os dados de RAPD e os
niveis de fumonisinas detectados. TRAN-DINH et al. (1999), analisando linhagens de
Aspergillus flavus e/ou A. parasiticus toxigénicas e nao-toxigénicas, afirmaram a néo
existéncia de associacfes entre gendtipo de RAPD e potencial de producdo de
toxinas.

Todavia, JIMENEZ et al. (2000) analisando 29 cepas de Fusarium
sp. (24 pertencentes ao complexo Gibberela fujikuroi) isoladas de banana e milho,
estabeleceram correlacdo entre a producdo de FBi/FB, e variagcdo genética

determinada por RAPD.
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6 CONCLUSOES

» Fusarium spp., Penicillum spp., Aspergillus spp. e leveduras foram
detectadas em 100, 50, 16,6 e 92% das amostras de milho analisadas,
respectivamente, constituindo-se na base para selecdo das cepas de F.
verticillioides visando caracterizacdo molecular.

» No sistema de plantio direto observou-se maior contaminacdo natural de
fumonisinas, com aumento gradativo de contamina¢ado nos anos consecutivos
de semeadura (safra 2002 e 2003).

» A estratégia de plantio da cultura do milho néo interferiu, a principio, na
composicdo genética de populacbes de F. verticillioides, jA que nao se

detectou ‘clusters’ correlatos entre analise por RAPD e niveis de fumonisinas.
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