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SILVA, Josué Joseé. Incidéncia de fumonisinas e Fusarium spp. em grédos de
diferentes genotipos de milho cultivados sob distintas condi¢fes de fertilizagédo
nitrogenada. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) —
Universidade Estadual de Londrina.

RESUMO

Fusarium  verticillioides (teleomorfo Gibberella ~ moniliformis) €&  mundialmente
reconhecido como o principal patégeno do milho. Este fungo € responséavel pela
podriddo da espiga e colmo levando a grandes perdas de produtividade. Além disso,
Fusarium verticillioides € uma espécie conhecida por produzir fumonisinas, uma das
mais importantes classes de toxinas que contaminam alimentos, preponderantemente
agueles a base de milho. Neste estudo, foram avaliados grédos de milho recém-colhidos
de 16 tratamentos que diferiam quanto as praticas de fertiliza¢éo, incluindo o uso de
bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), e quanto aos genotipos. As
andlises tinham em vista investigar a presenca de fumonisinas nos diferentes
tratamentos, buscar associacdo com a incidéncia de Fusarium spp.,e com a
diversidade genética do conjunto de F. verticillioides isolados. Os niveis de fumonisinas
totais (FB1+FB,) foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Verificou-se que 100% das amostras estavam contaminadas com fumonisinas,
com valores variando de 0,4 a 9,1 ug/g. A incidéncia de fungos foi avaliada em 3840
graos provenientes de diferentes gendtipos e condi¢cbes de fertilizacdo. Cerca de 70%
dos graos estavam infectados com Fusarium spp.. Para identificacdo das espécies
de Fusarium foi utilizado o sequenciamento de parte do gene TEF-7a. Através desta
metodologia foram identificadas quatro espécies de Fusarium, mas Fusarium
verticillioides foi a espécie de maior incidéncia. Para andlise da estrutura genética da
populacdo obtida foi utilizada a técnica de Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP). Um total de 709 marcadores revelou alta diversidade genética intra-especifica
para F. verticillioides e diferenca na estruturacdo genética entre as populacbes
provenientes de diferentes gendtipos de milho e locais de cultivo.

Palavras-chave: Fusarium verticillioides. Fusarium spp.. Fumonisinas. Milho. AFLP.



SILVA, Josué José. Incidence of fumonisins and Fusarium spp. in grains harvested
from four maize genotypes grown under distinct nitrogen fertilizer conditions.
2015. Master Thesis (Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de
Londrina.

ABSTRACT

Fusarium verticillioides (teleomorph Gibberella moniliformis) is recognized as the most
damaging corn pathogen worldwide. The fungus causes the ear rot and stalk rot leading
to pronounced devastating losses in productivity. On the other hand, F. verticillioides is
known as a fumonisin producer, one of then most important classes of toxins that
contaminate food essentially corn-based food. In the present study, we evaluated maize
grains harvested from 16 treatments regarding practices for nitrogen fertilizer including
the use of plant growth promoting bacteria (PGPB), as well as four maize genotypes
which were grown in two localities. Our aim was to (i) investigate the occurrence of
fumonosin in grains from all the treatments, (ii) search for possible association between
the occurrence of fumonosin, the incidence of Fusarium spp. and the genetic diversity of
F. verticillioides isolates on the basis of AFLP profiling. The levels of total fumonisin
(FB1+FB2) were quantified by high performance liquid chromatograph (HPLC). We
found that 100% of the grain samples were contaminated with fumonisin, ranging from
0.4 up to 9.1 ug per g. In total 3,840 grains was evaluated and ~70% of them were
infected with Fusarium spp., which species identification was performing by sequencing
part of the TEF-7a gene. Four species were identified, being F. verticillioides the most
prevalent. A total of 709 AFLP markers were scored, and a high intraspecific genetic
variation was observed in F. verticillioides that was preferentially associated with the
maize genotypes and growing localities.

Keyword: Fusarium verticillioides. Fusarium spp.. Fumonisin. Corn. AFLP.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de grdos de milho (USDA,
2014). A boa posicdo brasileira no ranking mundial se deve, em parte, a adocdo da
tecnologia de producao de hibridos associada a transgenia que ocorreu a partir de safra
de 2007/2008. Atualmente, cerca de 460 cultivares de milho estdo disponiveis no
mercado brasileiro, sendo que 250 s&o cultivares transgénicas, especialmente
resistentes a insetos da ordem lepidéptera (CRUZ, FILHO e QUEIROZ, 2014). A
producao da safra 2013/2014 ultrapassou a 80 milhdes de toneladas de gréos, ficando
atras apenas dos Estados Unidos e China (RANUM, PENA-ROSAS e GARCIA-CASAL,
2014). Apesar deste cenério favoravel & producdo, a contaminacdo de grdos com
micotoxinas tem sido uma importante preocupacdo dos envolvidos no agronegoécio do
milho. Ademais, esta preocupacdo também deveria assolar a agricultura familiar
brasileira que tem o milho como um dos principais cultivos para a subsisténcia ou venda
local. Em geral, estes agricultores cultivam variedades convencionais ou crioulas e
evitam o uso de insumos agricolas externos a propriedade.

Dentre as micotoxinas, a classe das fumonisinas é indubitavelmente a mais
relevante para a cultura do milho. Até o momento, ja foram caracterizados 28 analogos
de fumonisinas, sendo que as fumonisinas Bl (FB;) e B2 (FB,) séo as mais toxicas e
podem ocorrer em grandes quantidades no milho (ALIZADEH et al., 2012; BRYLA et al.,
2013). A ocorréncia de FB; e FB, em milho e produtos a base de milho produzidos no
Brasil tem sido reportada por varios autores (ALMEIDA et al., 2000; CAMARGOS et al.,
2000; HIROOKA et al., 1996; LANZA et al., 2014; ONO et al., 2008; QUEIROZ et al.,
2012; SCUSSEL et al., 2013; VAN DER WESTHUIZEN et al., 2003; VARGAS et al.,
2001; dentre outros). Devido aos diversos agravos que as fumonisinas podem causar a
saude animal e humana (BERMUDEZ et al., 1995; CASTEEL et al., 1994; MARASAS et
al., 1988; MILLER, 2001; WANG et al., 1991), o Brasil, através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, estabeleceu limites maximos tolerados (LMT) de fumonisinas em
graos de milho. Segundo a legislacdo (ANVISA, 2011), a partir de janeiro de 2017, o
limite maximo toleravel para fumonisinas (FB; + FB,) em grdos de milho sera de 5 pg/g.

Dentre as principais espécies fungicas responsaveis pela producdo de

fumonisinas destacam-se Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum, ambas
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frequentemente encontradas em milho. A necessidade de cumprir a referida
deliberacdo da Anvisa tem estimulado as investigacdes a campo visando estabelecer
estratégias para mitigar as consequéncias da fusariose na cultura do milho.

A infecg&o por Fusarium spp. e a ocorréncia de fumonisinas em milho podem ser
influenciadas por diversos fatores, tais como: temperatura, disponibilidade de &agua,
danos causados por insetos, viruléncia das cepas fungicas, composicdo quimica do
grédo, inéculo inicial, interagdo planta-patdgeno, interacdes e competicbes entre a
microbiota, fatores genéticos intrinsecos a cada planta e préticas culturais (ARIAS et al.,
2012; MARIN et al., 2013). Dentre as praticas culturais, a rotacdo de culturas tem se
mostrado eficaz na reducdo de Fusarium spp. em milho e, consequentemente, na
reducdo de fumonisinas (ABBAS et al., 2004; JAIME-GARCIA e COTTY, 2010). A
fertilizacdo nitrogenada, quantidade e forma de aplicacdo, é outro tipo de manejo que
influéncia na incidéncia e quantidade de micotoxinas (BLANDINO et al., 2008; ABBAS
et al., 2009).

Com vistas a outros objetivos que ndo o controle de micotoxinas, o Brasil tem
tentado aprimorar a tecnologia de inoculacdo de gramineas, incluindo o milho, com
Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (BPCP). Estas bactérias beneficiam o
crescimento das plantas pela combinacdo de diversos mecanismos, incluindo a
capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio e de atuarem como agentes de controle
biologico de patégenos (HUNGRIA, 2011). Pelo conhecimento que se tem até entéo,
nao existe informacéo sobre o efeito dos inoculantes contendo BPCP sobre a incidéncia
de Fusarium spp. e fumonisinas em milho.

Dentro deste contexto, este trabalho teve por objetivo analisar a presenca de
fumonisinas e incidéncia de Fusarium spp. em diferentes gendtipos de milho, incluindo
variedades convencionais, crioula e hibrido transgénico Bt, cultivados sob diferentes
condicdes de fertilizagdo nitrogenada, incluindo o uso de BPCP. Além disso, também se
constituiu objetivo deste trabalho analisar a diversidade genética dos isolados de
Fusarium verticillioides. por meio de AFLP, sequéncias de nucleotideos do gene TEF-
1a e PCR especifica para os genes FUM1 e FUMS.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O MIiLHO

O milho (Zea mays L.), uma graminea pertencente a familia Poaceae, é uma das
culturas mais antigas do mundo com achados arqueoldgicos datados de 7.000 a 10.000
anos atras. A domesticacao do milho foi feita pelas tribos indigenas da América Central,
mais possivelmente no México, e sudoeste dos Estados Unidos (RANUM, PENA-
ROSAS e GARCIA-CASAL, 2014). Com o descobrimento das Américas, o milho foi
levado a Europa onde se iniciou seu cultivo comercial espalhando-se posteriormente
por todo 0 mundo por meio da expansao do comércio maritimo (PLEADIN et al., 2012).
E um cereal que possui alto valor alimenticio, sendo rico em carboidratos, proteinas,
lipideos e fibras além de apresentar elevada versatilidade de processamentos (PHOKU
et al., 2012).

No Brasil, o milho € produzido em larga escala, no ano de 2013 registrou-se um
aumento de 10% na producdo em relagcdo ao ano anterior, alcangcando mais de 81
milnbes de toneladas de grdos (CONAB, 2014). Na dultima década o pais tem
experimentado um aumento crescente na producdo que € decorrente de dois fatores
principais: 0 aumento em area plantada, em cerca de 30%, e o0 aumento em
produtividade, que € resultante do uso de sementes melhoradas e da adocdo de
praticas culturais mais adequadas (PEIXOTO, 2014).

O Brasil responde por 8 % da producdo mundial de milho, garantindo ao pais a
posicdo de terceiro maior produtor do grao, sendo superado apenas por EUA e China
(FAO, 2012).

No ambito nacional a regido sul é a responsavel pela maior parte da producéao,
cerca de 30%, sendo o estado do Parana o maior produtor nacional, tendo produzido
cerca de 20 milhdes de toneladas no ano de 2014.

A alta producdo de milho € fomentada pela demanda interna movida
principalmente pela alimentagdo animal que consome 53% da producdo nacional na
forma de racOes e farelos. Apenas 2% é destinada a alimentacdo humana, 6% a
industria, e cerca de 30% & exportacdo, o restante compdem as perdas, producao de
sementes e outros usos (ABIMILHO, 2014).
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O processo de beneficiamento do grdo pode ser feito por moagem Umida ou
seca, sendo a moagem seca 0 processo mais utilizado no Brasil. Deste processo
resultam produtos como: farinha de milho, fuba, quirera e 6leo vegetal. A moagem seca
envolve menor investimento industrial e ndo necessita de grandes escalas de producéo,
enguanto que a moagem uUmida envolve maior complexidade tecnologica e maiores
investimentos. A moagem Umida tem como principal subproduto o amido, popularmente
denominado de maisena (MATTOSO et al., 2006).

A produtividade do milho é influenciada por diversos fatores, sendo 0s principais:
condicdo geoquimica, clima, sazonalidade, adaptabilidade da planta, arranjo espacial,
boas praticas culturais e incidéncia de pragas e patdégenos. O milho é altamente
vulneravel ao ataque de patdgenos, 0s quais representam ameaca a qualidade desse
cereal. Entre os patdgenos mais importantes estéo os fungos filamentosos dos géneros
Fusarium, Aspergillus e Penicillium (ALMEIDA et al., 2000; ORSI et al., 2000).

Os fungos podem causar uma série de danos aos graos, tais como: a diminuicao
do poder de germinacdo, emboloramento visivel, descoloracdo, odor desagradavel,
aguecimento e perda da qualidade nutricional. Todos esses fatores levam a perda da
qualidade e, por conseguinte perda do valor comercial (PASTER e BULLERMAN,
1988). Além dos danos fitopatolégicos pode-se ter, ainda, problemas com
contaminagdo por micotoxinas, isso porque algumas espécies de fungos que infectam o
milho sdo dotadas da capacidade de produzir toxinas em seu metabolismo secundario
(MARIN et al.,, 2013). A contaminagcdo por micotoxinas pode ocorrer em qualquer
periodo da cadeia produtiva, desde o plantio até o seu armazenamento, dificultando
assim o seu controle (SOARES, CALADO e VENANCIO, 2013).

As micotoxinas mais encontradas em milho sdo produzidas principalmente por
espécies do género Aspergillus e Fusarium. As aflatoxinas (AF) e ocratoxinas (OT) séo
produzidas por espécies do género Aspergillus, enquanto que as toxinas da classe das
fumonisinas (F), tricotecenos (TCT), zearalenonas (ZEN) e deoxinivalenol (DON) s&o
produzidas por espécies do género Fusarium. Além disso, um grupo de micotoxinas
conhecidas como micotoxinas emergentes que incluem beauvericina, enniatins,

fusaproliferin e moniliformina também tem sido relatado como provenientes do



19

metabolismo secundario de algumas espécies de Fusarium (DALL'ASTA et al., 2012;
PLACINTA, D'MELLO e MACDONALD, 1999; SHEPHARD et al., 2013).

2.2 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por espécies de fungos
que normalmente infectam produtos destinados a alimentacao, principalmente cereais
como milho, arroz e trigo. Quando ingeridas as micotoxinas trazem grave risco a saude
humana e animal, pois podem possuir atividade imunossupressora, hepatotéxica,
cancerigena, nefrotoxica e neurotoxica. Devido a isso, muitos paises tém adotado um
controle rigoroso, normatizando e inspecionando os setores de producdo e comércio
dos alimentos mais susceptiveis (MARROQUIN-CARDONA et al., 2014).

As micotoxinas de maior impacto na saude publica sdo: as aflatoxinas (AF),
ocratoxinas (OT), fumonisinas (F), zearalenonas (ZEN), e tricotecenos (TCT). Essas
toxinas geram prejuizo de milhares de délares todos os anos por conta da sua presenca
em alimentos que séo preteridos pelo comércio (HUSSEIN e BRASEL, 2001).

Dentre os grupos mais afetados pela contaminagcdo de micotoxinas estdo as
populacdes rurais de paises em desenvolvimento que dependem de alimentos
produzidos localmente, sem a aplicacdo de estratégias de controle de qualidade e sem
fiscalizacdo adequada que previna o risco de contaminacdo (WU, GROOPMAN e
PESTKA, 2014).

Uma Uunica espécie fungica pode produzir mais de um tipo de toxina
concomitantemente, e pode haver ainda a co-contaminacdo em decorréncia da
producado de toxinas por diferentes espécies fungicas. Na Tabela 1 pode se observar as
principais espécies toxigénicas associadas a micotoxina que produz e aos alimentos em
gque séo encontradas.

Existem diversos fatores que influenciam a presenca de micotoxinas em
alimentos: carga fungica, competicdo e interacdo entre espécies, interacdes planta-
patdgeno, condicbes de armazenamento, condicdes ambientais e composicdo do
substrato. Muitas vezes tais fatores sdo alheios ao controle humano, outras vezes é
possivel desenvolver estratégias que reduzam o risco da contaminacdo (CAO et al.,
2013; WOLOSHUK e SHIM, 2013).
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2.3 FUMONISINAS

As fumonisinas foram descritas originalmente como produtos do metabolismo
secundario de F. verticillioides (GELDERBLOM et al., 1988).

As principais espécies produtoras de fumonisinas no milho sao F. verticillioides
(=Fusarium moniliforme) e F. proliferatum, que taxonomicamente fazem parte da secao
Liseola onde se encontra a maioria das espécies produtoras de fumonisinas: F.
anthophilum, F. dlamini, F. napiforme, F. nygamai, F. thapsinum, F. fujikuroi, F.
subglutinans, F. globosum, F. andiyazi, F. begoniae, F. konzum e F. phyllophilum
(LESLIE et al., 2007). Além de Fusarium spp. algumas espécies de Aspergillus se¢cédo
Nigri também sao produtoras dessa toxina (LOGRIECO et al., 2014), porém em menor
quantidade.

Indubitavelmente as fumonisinas sdo as micotoxinas mais recorrentes na cultura
do milho e seus derivados (GHAZVINI et al., 2011; BRYLA et al., 2013; MORETTI et al.,
2013).

Em 1992, em um povoado da Africa do Sul, foi relatada pela primeira vez a
associacdo da ingestao de alimentos contaminados com fumonisinas, e 0 aumento da

taxa de cancer esofagico na populacdo (RHEEDER et al., 1992).



Tabela 1- Micotoxinas de maior importancia em alimentos
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Alimentos onde

Principais espécies

Penicillium verrucosum,

carne seca, vinho e

Humanos

Micotoxinas Fungos produtores <30 encontrados afetadas Referéncias
Milho, sementes de HUMANoS. SUINoS
Aflatoxinas Aspergillus se¢éo Flavi algoddo, aves rumi’nantes é (VIEGAS et al,, 2013;
perg & amendoim, nozes, ' . ASIKI et al., 2014)
equinos
arroz e sorgo
Aspergillus se¢éo Circundati, Milho, trigo,
Ocratoxina Aspergillus secao Nigri, cevada, aveia, Suinos, aves e (WU, GROOPMAN e

PESTKA, 2014)

processados

Penicillium nordicum café
o Fusanum. Milho, trigo, ] (PINTON e OSWALD,
Desoxinivalenol culmorum, F. graminearum cevada, aveia, Suinos e aves 2014)
e F. cerealis centeio e soja
Trigo, aveia,
Toxina T-2 F. sporotrichioides F. poae e cevada, centeio, Aves (OSSELAERE et al.,
F. langsethiae figo, batata e gréo 2013)

Zearalenona

F.culmorum , F. graminearum ,
F. sporotrichioides, F.
equiseti, F. cerealis, F.

verticillioides e F. incarnatum

Milho, cevada,
aveia, feno,
centeio, trigo, arroz,
sorgo, banana,
girassol e
nozes

Ruminantes, suinos
e aves

(DOLL e DANICKE,
2011)

Fumonisinas

Fusarium sec¢éo Liseola e
Aspergillus niger

Milho e seus
subprodutos,
aspargo, bulbos de
alho, trigo, arroz,
café e feijoes

Equinos, suinos,
humanos e aves

(ALIZADEH et al., 2012;
SCOTT, 2012)

Fonte: adaptado de Abdin, Ahmad e Javed (2010)

Desde entdo varios

trabalhos

(SOLFRIZZO et al., 2004; ALIZADEH et al., 2012).

Fumonisinas

também possuem

tém corroborado com estes

resultados

comprovada capacidade de ocasionar

leucoencefalomalacia (LEME) e hepatotoxicidade em equinos, edema pulmonar e perda

de peso em suinos, problemas cardiacos, hepatomegalia e imunodepressdo em aves,

cancer no figado em humanos e mais recentemente tem sido apontada como possivel
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fator de risco para danos no tabulo neural (DTN) em ratos e humanos (BORDIN et al.,
2014; SUAREZ et al., 2012).

Danos no tabulo neural ocorrem ainda na formacdo do embrido no primeiro més
de vida, onde o ndo fechamento do tubulo resulta em malformacdes congénitas como a
espinha bifida, paralisia parcial, anencefalia, nascimento prematuro e morte. E
recomendavel o consumo de grandes quantidades de folato no primeiro trimestre de
gravidez para se reduzir o risco de DTN. As fumonisinas podem interferir no
metabolismo do folato aumentando a incidéncia de DTN em populacgdes de risco, isto &,
onde a ingesta de folato é insuficiente e o0 milho e seus derivados constituem a base da
alimentacédo (WU, GROOPMAN e PESTKA, 2014).

A estrutura quimica das fumonisinas (diéster de propano 1, 2, 3 - acido
tricarboxicilico-2 — amino - 12, 16 dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxicosano) foi elucidada
em 1988 (BEZUIDENHOUT et al., 1988). E constituida por uma cadeia principal de
carbono com duas esterificacdes nas posicdes Cl1l4 e C15 e um grupo carboxila
terminal (Figura 1).

Atualmente ja foram caracterizados 28 analogos quimicos que sdo separados em
quatro séries: A, B, C e P. Dentre estas, as toxinas da série B (FB; e FB;) sdo as mais
estudadas ja que sdo as mais importantes toxicologicamente. Estes dois analogos de
fumonisinas diferem em suas estruturas pela presenca/auséncia de hidroxilas em C-5 e
C-10 (Figura 1). FB; tem funcao hidroxila, tanto em C-5 como em C-10; FB, tem uma
funcao hidroxila em C-5, mas ndo em C-10 (PROCTOR et al., 2006).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos dois principais analogos de fumonisinas (FB; e FB,).
CO;H

FB4 (R1=0H; Rz=0H)
CO.H FB:z (Ri=H; Rz=0H)
FB: (R1=OH; Rz=H)

Fonte: adaptado de HUSSEIN (2014) e LINO (2009).

A fumonisina FB; é a isoforma mais presente no milho correspondendo a 70% de
todas as fumonisinas encontradas, os analogos, FB, e FB3; geralmente co-ocorrem com
FB1 em menores niveis (DUTTON, 1996; LOGRIECO et al., 2014), FB; é também a
mais associada a agravos a saude, sendo classificada pela "International Agency for
Research on Cancer" (IARC) como possivel carcindgeno humano do grupo B2 (IARC,
1993).

Estruturalmente as fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas com uma forte
semelhanca com a esfingosina, esfinganina e outras bases esfingdides. Seu
mecanismo de toxicidade estad relacionado com a inibicAio do metabolismo dos
esfingolipideos, que sé&o lipideos de membrana que possuem diversas funcbes no
organismo: na regulagdo celular, na manutencdo da estrutura da membrana, na
comunicacao celular, na modulac&o de receptores, na diferenciacéo celular e apoptose.
Assim, a inibicdo da biossintese dos esfingolipideos pode trazer consequéncias severas
a saude (RILEY et al., 2001).
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Segundo Scott (2012) este grupo de micotoxinas, especialmente FB;, inibe de
forma competitiva, a ceramida sintetase (N-acetil transferase) uma enzima chave na
sintese de esfingolipideos. Desta forma, a molécula de fumonisina ocupa o sitio ativo
da enzima bloqueando a sintese de ceramida, uma precursora de esfingomielina e
glicoesfingolipideos (Figura 2). Este bloqueio resulta no acumulo toxico de bases
esfingoides (esfinganina e esfingosina) juntamente com a interrupcéo da via de sintese
de esfingolipideos complexos.

Esta perturbacao biolégica causa alteracao nos niveis de esfinganina em tecidos,
urina e sangue. A analise laboratorial dessas alteragcbes tem sido proposta como
possivel biomarcador da exposicdo a fumonisinas em varias espécies, mas ainda sao
necessarios mais estudos para validagéo dessa proposta (SOLFRIZZO et al., 2004).

Devido as fumonisinas serem relativamente estaveis ao calor, a sua
concentracdo soO € reduzida significativamente se temperaturas acima de 150°C forem
utilizadas, além disso, as fumonisinas sao resistentes aos processos fermentativos e,
portanto, podem ser encontradas em diversos produtos derivados do milho (EFSA,
2005).

Figura 2 — Mecanismo de acao das fumonisinas no metabolismo de esfingolipideos

| Serina + Palmitoil CoA |

-

| Esfinaanina |

Ceramida
sintetase Fumonisina

| Dihidroceramida, |

-

Ceramida sintetase
| Ceramida | »| Esfingosina I
/ g T

Glicoesfingolipideos l

-

| Esfi ieli I 'I c id |
sfingomielina eramida

Fonte: Adaptado de Stockmann-juvala e Savolainen (2008).
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Os processamentos como: extrusdo, moagem e cozimento podem reduzir 0S
niveis de fumonisinas em grdos de milho e derivados, todavia, esta reducédo depende
muito de condicdes como: tempo, pH, concentracdo inicial e temperatura.
Pesquisadores tém observado um aumento nos niveis de fumonisinas em milho que
sofreu moagem a seco, enquanto que a situacao é inversa para moagem Umida que
retém cerca de 20% das fumonisinas na &gua residual ndo deixando fracfes
detectaveis no amido (MILANI e MALEKI, 2014).

Embora varios paises ja possuam legislacdo e fiscalizacdo dos niveis maximos
de fumonisinas admitidos em alimentos, recentemente surgiu uma nova preocupacao:
as chamadas fumonisinas “mascaradas” ou fumonisinas “ocultas”. Estes termos se
referem a fumonisinas complexadas com macronutrientes do préprio alimento como
proteinas e carboidratos, de tal forma que essas fumonisinas ndo sao detectadas nas
analises de rotina que s6 mensuram as moléculas livres. Porém, mesmo complexadas
apos a digestdo estas moléculas sao liberadas e passam a participar da toxicidade
global. Estima-se que produtos de milho tenham de 0,9-1,3 vezes formas de
fumonisinas mascaradas em relacao a forma livre (BRYLA et al., 2013).

A via biossintética das fumonisinas se inicia com a sintese de um policetideo, que
€ composto por uma cadeia carbbénica de 18-20 carbonos, posteriormente, ela sofre
condensacdo a uma molécula de alanina e outras modificagbes como oxigenacdes e
esterificacoes (PROCTOR et al., 2003).

Andlises genéticas e bioquimicas de F. verticillioides permitiram a identificacdo de
um cluster génico responsavel pela codificacdo de enzimas envolvidas na biossintese
das fumonisinas (este cluster foi denominado cluster FUM). O cluster FUM é composto
por 17 genes (FUM1(=FUM5), FUM2(=FUM12), FUMS3(=FUM9), FUMS,
FUM7, FUM8, FUM10, FUM11, FUM13, FUM14, FUM15, FUM16, FUM17, FUM18,
FUM19, FUM20 e FUM21) que séo co-regulados (Figura 3). O gene FUM1 (=FUMb5)
codifica uma enzima denominada policetideo sintase (Pks) que catalisa o primeiro
passo da biossintese das fumonisinas, e como relatado por Desjardins et al. (2002) o
nocaute deste gene blogueia a sintese da toxina.

Nem todos o0s genes pertencentes ao cluster FUM séo requeridos para a sintese

de fumonisinas, os genes FUM17, FUM18 e FUM19 né&o s&o essenciais para sintese da
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toxina, porém, foram incluidos no cluster devido a sua localizacéo e co-regulacdo com
os demais genes (PROCTOR et al., 2003; PROCTOR et al., 2008).

Figura 3 - Representacdo esquematica de genes do cluster FUM em F.
verticillioides. A seta indica o sentido da transcricao.
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Fonte: Proctor et al. (2008).

O cluster FUM pode variar quanto a ordem, nimero e orientagcdo dos genes de
acordo com a espécie. Em F. proliferatum, por exemplo, o gene FUM17 néo foi
encontrado, sendo a diferenca ainda maior em espécies de outros géneros como
Aspergillus niger, que possui apenas 11 homélogos dos 17 genes FUM encontrados em
F. verticillioides. Isso se deve a histéria evolutiva independente a partir de uma
ancestral comum, de onde provavelmente ocorreu transferéncia horizontal dos genes
(PROCTOR et al., 2013).

2.4 LEGISLACAO

Até 0 momento ndo existe uma legislacdo em nivel mundial que regulamente os
niveis maximos admitidos para fumonisinas em milho, porém, diversos paises tém
adotado legislacbes proprias normatizando a producdo e o comércio de alimentos
susceptiveis a contaminacao por micotoxinas (LINO, SILVA e PENA, 2004).

Nos EUA, a FDA (Food and Drug Administration), delimitou valores maximos de 4

ug/g de fumonisinas (FB; + FB,) para milho e seus derivados (FDA, 2001).
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No Brasil, o regulamento técnico de 2011 (ANVISA, 2011) que discorre sobre os
limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas, determinou o atendimento imediato
de niveis de fumonisinas (FB; + FB,), ndo superiores a 2 pg/g para milho de pipoca e
0,2 ug/g para alimentos a base de milho destinados a alimentacéo infantil. J& para os
demais produtos e subprodutos como: milho em grdo (LMT= 5 ug/g); farinha de milho,
creme de milho, fubd, flocos, canjica e canjiquinha (LMT=1,5 pg/g); amido de milho e
outros produtos a base de milho (LMT=1 pg/g), a legislacao estabeleceu um prazo (até
janeiro de 2017) para adequacdes do setor produtivo.

2.5 FUSARIUM VERTICILLIOIDES

Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sinbnimo de F. moniliforme Sheldon)
pertence a secao Liseola, Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes,
Ordem Hypocreales. E um importante patégeno de plantas, destacando-se como o
principal fitopatégeno do milho levando ao prejuizo de milhares de dolares todos os
anos. O ciclo de infec¢cdo de F. verticillioides no milho € complexo e distribuido por
vérias vias (Figura 4).

A infeccdo pode ocorrer através das sementes, de forma sistémica onde o fungo
€ passado da planta “mae” aos seus descendentes (WILKE et al., 2007). Outra via é
através de lesBes nos grdos causadas por dano mecéanico ou injuria de insetos que
podem agir como vetores. Além disso, também pode ocorrer a infec¢do via estigma
através de esporos que sao carregados pela agua e pelo vento (DE LA CAMPA et al.,
2005; DUNCAN e HOWARD, 2010).

Apesar de F. verticillioides ndo formar clamidésporo hd um espessamento de
suas hifas que lhe confere resisténcia e viabilidade por um longo periodo de tempo de
tal forma que restos culturais como sabugos, folhas secas, graos, solo e qualquer parte
da planta contaminada podem servir como inoculo para safra seguinte. Além disso,
pode haver infeccdo assintomética onde ndo ha danos visiveis na planta ou aos graos,
0 que de certa forma eleva o risco de contaminagao cruzada entre lotes de milho nao
contaminados ja que sua presenca passa a ser ignorada (ALMEIDA et al., 2000;
BRYLA et al., 2013).
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Ha relatos de que a presenca de F.verticillioides em milho pode ser benéfica a
planta, por estimulo a producdo de hormdnios de crescimento, por protecdo contra
insetos ou por competicdo com outros patdégenos como F. graminearum e Aspergillus
spp., reduzindo assim a presenca de aflatoxinas no milho (MUNKVOLD e
DESJARDINS, 1997). Logrieco et al. (2014) relataram a competicdo entre Aspergillus
secao Nigri e Fusarium spp.. Da mesma forma Marin et al. (1998) encontraram
competicao entre F. verticillioides e F. proliferatum no milho. Este tipo de interacao pode
influenciar na incidéncia de micotoxinas, todavia, na maioria das vezes a infeccéo por F.
verticillioides € prejudicial a planta.

Tendo colonizado a planta o fungo se desenvolve rapidamente levando ao
apodrecimento do caule, raiz, espigas, colmo e a necrose das plantulas. A
sintomatologia da fusariose € iniciada por alteracdes na coloracédo externa da base do
colmo que varia de uma cor branco-rosada a rosa-salméo. Quando a infeccdo se
agrava severamente ha esporulacdo do patdgeno na parte externa do tecido afetado. F.
verticillioides € também o principal responséavel pela produg¢édo de micotoxinas em milho
e seus derivados destacando-se como ja foi dito as fumonisinas (MUNKVOLD e
DESJARDINS, 1997).



Figura 4 — Patossistema de Fusarium verticillioides no milho. 29
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Fonte: adaptado de Munkvold e Desjardins (1997).

Esta espécie flngica possui duas fases reprodutivas: uma anamorfica
(assexuada), sendo denominado como F. verticillioides, e uma teleomorfica (sexuada),
antigamente denominada como Gibberella moniliformis. A reproducdo assexuada
ocorre por meio de microconidios que séo produzidos em esporoddquios. A presenca
de macroconideos é rara. Neste caso, sdo hialinos, medem 2,5 a 5 x 15 a 60 um,
possuem as extremidades curvadas e apresentam de trés a cinco septos. Os
microconidios sdo abundantes e unicelulares, e medem 2 a 3 x 5 a 12 um. O estagio
sexuado de F. verticillioides é raramente observado na natureza, na fase sexuada, 0s
peritécios sao globosos, lisos e de coloracdo azul-negra. Os ascos sao oblongos,

medem 75 a 100 x 10 a 16 um e contém oito ascOsporos, retos, com extremidades
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afiladas, que tém constricdo nos septos sendo a maioria com um uUnico septo, que
mede 4,5a7,0x 12 a 17 um (COVARELLI et al., 2012; WORDELL FILHO, 2012).

A contaminagdo por F. verticillioides é favorecida em ambientes com clima
tropical e temperado, sua faixa de temperatura de crescimento varia de 22,5 a 27,5 °C.
Outro fator importante na infeccdo e producdo de micotoxina por este fungo € a
atividade de agua (ay). Para o crescimento de F. verticillioides a atividade de agua
Otima é de 0,98 e a minima de 0,87, j& para a producédo de fumonisinas a atividade de
agua minima que o fungo necessita € de 0,93 e a 6tima é de 0,97 (CAHAGNIER,
MELCION e RICHARD-MOLARD, 1995; CAO et al., 2013).

A taxonomia do género Fusarium tem uma histéria de debates e controvérsias.
Inicialmente Wollenweber e Reinking (1935) descreveram 65 espécies distribuidas em
16 secOes e esta foi a base para o estudo do género. Mais tarde surgiram novas
classificacbes baseadas em caracteristicas morfolégicas como forma e tamanho de
macroconidios, microconidios, clamidésporos, tipo e presenca de células
conidiogénicas entre outras caracteristicas.

Nirenberg (1982) descreveu 90 espécies, Nelson, Toussoun e Marasas (1983)
reconheceram 30 espécies, e mais recentemente Leslie e Summerell (2006)
descreveram 70 espécies. Até o momento, excetuando-se pequenas modificacdes, a
classificacdo de Leslie e Summerell (2006) é a mais aceita. Apds o trabalho dos
pesquisadores referidos acima houve o reconhecimento de pelo menos trés novas
espécies: F. werrikimbe e F. lyarnte (WALSH et al., 2010) e F. ananatum (JACOBS et
al., 2010).

Com a descricdo de "matting types" (necessidade de um parceiro sexual
complementar) em F. solani e F. moniliforme, houve a necessidade de uma nova
classificacdo que levasse em conta o conceito bioldégico de espécie e ndo apenas as
suas caracteristicas morfolégicas. Para resolver tal problema, Nirenberg e O'donnell
(1998) propuseram uma classificacdo associando conceito bioldgico e filogenético. Foi
entdo proposto o complexo Gibberella fujikuroi, que engloba espécies de varias sec¢bes
distintas que possuam o anamorfo Fusarium (F. verticillioides, F. sacchari, F. fujikuroi,

F. proliferatum, F. subglutinans, F. pseudonygamai, F. thapsinum, F. nygamai, F.
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circinatum e F. xylarioid). Cada espécie possui um matting type que é designada pelas
letras de “A” a “J”, F. verticillioides apresenta a matyng type “A”.

Atualmente a descri¢cao de espécies tem sido feita adotando métodos polifasicos
que sdo compostos por analise das caracteristicas morfologicas, filogenéticas e
biolégicas, a lista original de Leslie e Summerell (2006) contém a maioria das espécies
reconhecidas, mas com algumas alteracdes por conta de sinonimias. Porém, ainda
existem discussdes entre grupos de taxonomistas quanto a nomeacao correta de
algumas espécies (DAREN e ROBERT, 2013).

O desenvolvimento das técnicas moleculares como a PCR permitiu a
identificacdo e diagnose mais rapida de fungos fitopatogénicos. Para o género
Fusarium as sequéncias de nucleotideos mais comumente utilizadas para auxiliar na
identificacdo de espécies sdo aquelas dos genes que codificam para B-tubulina,
calmodulina e para o fator de alongamento da traducdo TEF-7a (MULE et al., 2004;
O’'DONNELL et al., 2000; SUMMERELL et al., 2003).

A técnica de AFLP (do inglés, Amplified Fragment Length Polymorphism) tem
sido utilizada na avaliacdo da diversidade genética de Fusarium spp.. Esta técnica que
se baseia na clivagem do DNA gendémico por duas enzimas de restricdo, uma de corte
raro e outra de corte frequente, permite a obtencdo de uma grande quantidade e
variedade de fragmentos. Mediante tratamento enzimatico, adaptadores s&o
adicionados no final dos fragmentos de DNA. Iniciadores especificos, complementares
aos adaptadores e acrescidos de um ou mais nucleotideos seletivos, em condi¢des de
estringéncia adequada vao parear aos adaptadores e permitirdo amplificagbes seletivas
por PCR (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Esta técnica alia a robustez da técnica
de RFLP com a confiabilidade da técnica de PCR (VOS et al., 1995).

2.6 FATORES QUE INFLUENCIAM A INFECCAO FUNGICA E A PRODUCAO DE FUMONISINAS

A producdo e o acumulo de fumonisinas na cadeia produtiva do milho tem se
mostrado um sistema complexo regido por diversos fatores, tais como: resisténcia da
planta & infecgdo fungica (essa resisténcia pode envolver varias caracteristicas como
resisténcia a seca, ao calor, a escassez de nutrientes), armazenamento inadequado,

temperatura, umidade, indice pluviométrico, condicdes geoquimicas, atividade de agua,
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praticas culturais e resisténcia a insetos que possam servir como vetores para 0s
fungos.

Um dos fatores mais importantes que tem sido apontado pela literatura é a
atividade agua (aw). Battilani et al. (2011) investigaram a influéncia da dindmica da
disponibilidade de agua (umidade e ay) em gréos de milho em relacdo a producédo de
fumonisinas e concluiram que o nivel de agua no grdo durante o amadurecimento
Impacta diretamente na producdo de fumonisinas. Ainda segundo os autores, a colheita
tardia interfere na atividade de agua do grdo e acaba favorecendo a infeccdo por F.
verticillioides e, por conseguinte o acumulo de fumonisinas. Por outro lado, Cao et al.
(2013) relataram que um aumento critico na atividade de agua do grédo pode levar o
fungo ao estresse osmoético diminuindo assim o seu crescimento.

A necessidade de agua para o crescimento fungico é um fator utilizado para
dividir os fungos toxigénicos em dois grupos ecolégicos, os fungos de campo e os
fungos de armazenamento. Os fungos de campo infectam os grédos na fase de
desenvolvimento da planta e amadurecimento dos grdos (pré-colheita). Os fungos
pertencentes a esse grupo incluem os géneros Alternaria, Cladosporium, Fusarium e
Helminthosporium. Estes fungos de campo requerem uma maior disponibilidade de
agua (umidade e ay) dos que os fungos de armazenamento que sdo representados
pelos géneros Aspergillus, Rhizopus, Mucor e Penicillium. Estes dltimos géneros séo
comumente encontrados em silos, moinhos e armazéns, e se constituem nas principais
responsaveis pela deterioracdo pos-colheita (MARCIA e LAZZARI, 1998).

O inéculo inicial, isto é, a carga fungica recebida, a competicdo entre o0s
diferentes micro-organismos, e a interagcdo entre os mesmos também influencia na
producdo de micotoxinas. Existe ainda a contaminacao pos-colheita que ocorre por falta
de controle de qualidade nos processos industriais e por contaminacao cruzada durante
0 armazenamento. O tempo em que 0s graos permanecem em condi¢des favoraveis ao
desenvolvimento fungico, seja no campo ou na estocagem, contribui para o aumento da
producédo e do acumulo de fumonisinas (ALBERTS et al., 1990; BRYLA et al., 2013).

Recentemente a consisténcia dos grdos também foi investigada em relacdo a
ocorréncia de fumonisinas, graos mais macios apresentaram niveis mais elevados de

fumonisinas em variedades de milho hibrido testadas por Blandino e Reyneri (2008).
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A relacdo entre a composicdo quimica dos gréos e a presenca de fumonisinas
também tem sido analisada por varios pesquisadores. Segundo Bluhm e Woloshuk
(2005) a amilopectina e outros aclUcares sdo essenciais para a producdo de
fumonisinas atuando na inducéo da biossintese. Tal hip6tese pode explicar os menores
niveis da toxina em gréaos imaturos que ainda possuem pouca amilopectina.

Dall'asta et al. (2012), investigaram o papel dos acidos graxos na infeccéo por
Fusarium e na producdo de fumonisinas. Os autores encontraram uma correlacao
positiva entre 0 aumento dos niveis de fumonisinas e a taxa de gorduras totais e acido
linoleico, que € um &cido graxo insaturado frequentemente descrito como modulador da
resposta de resisténcia da planta ao patdégeno. Estes resultados ndo corroboram com o
trabalho de Ono et al. (2006) que ndo encontraram uma correlacdo entre o contetudo
lipidico e o nivel de fumonisinas em milho.

A fase de desenvolvimento também pode impactar na susceptibilidade da planta
e ao acumulo de micotoxinas, Cao et al. (2013) observaram o acumulo de fumonisinas
constante até os graos atingirem a maturidade fisiologica, a partir dai houve um répido
aumento dos niveis de fumonisinas que foi atribuido a outros fatores inerentes ao
desenvolvimento da planta (fatores ambientais).

Bluhm e Woloshuk (2005) investigaram o milho em seis fases de seu
desenvolvimento e observaram que a fase de formacéo do dente, onde h& o inicio da
maturidade fisiolégica, € a que apresenta 0os maiores niveis de fumonisinas, entretanto,
€ importante dizer que a contaminacdo por F. verticillioides pode ocorrer em qualquer
uma das fases.

Outro fator importantissimo € o ataque de insetos, tanto no campo como na
estocagem. Insetos sdo capazes de injuriar a camada de revestimento do grdo que
funciona como uma barreira fisica para a infeccdo fungica. Aliado a isso danos
mecanicos resultantes dos processos de colheita, transporte, secagem e
armazenamento também podem contribuir facilitando a infec¢do dos fungos (DUNCAN
e HOWARD, 2009).

Acredita-se que 0s insetos sd0 0s maiores responsaveis pela infec¢ao fungica no
milho (FANDOHAN et al., 2005). Fusarium spp. sdo frequentemente associadas a

insetos como Ostrinia nubilalis, Helicoverpa armigera, Diabrotica virgifera e Frankliniella
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occidentalis (PARSONS e MUNKVOLD, 2012), sendo a broca do milho européia
(Ostrinia nubilalis) a mais importante.

Estas mariposas pdem ovos sobre a superficie de folhas de milho que apés
eclodirem em forma de larva formam tuneis através de perfuracao na haste da planta,
resultando na reducdo da produtividade e qualidade dos grdos. As perfuracbes
causadas pelas larvas podem transportar esporos de Fusarium da superficie da folha
para os tecidos mais internos (MAZZONI et al., 2011).

Uma das estratégias utilizadas para reduzir o ataque de O. nubialis e outros
insetos € o cultivo de milho transgénico que carrega em seu genoma o0 gene Bt de
Bacillus thuringensis, que codifica uma proteina que quando ingerida se torna téxica
para os insetos, esta proteina é denominada Cry (DE LA CAMPA et al., 2005; PICOT et
al., 2011). Ostry et al. (2010) em sua revisédo analisaram 23 estudos de campo e dentro
desses 19 relataram diminuicdo de micotoxinas de Fusarium spp. em milho Bt,
reforcando a hipdétese de que essa tecnologia pode ajudar a reduzir os niveis de
fumonisinas no milho.

No Brasil a adocdo da tecnologia de transgenia é regulada em diferentes
instancias, dentre elas pelo o Conselho Técnico Nacional de Biosseguranca (CTNBIo).
Até o momento, esta instancia colegiada vinculada ao Ministério de Ciéncia e
Tecnologia, deliberou favoravelmente para o cultivo comercial de quatro culturas,
porém, somente algod&o, milho e soja estdo sendo comercializadas. O milho ocupa
32% da area com culturas geneticamente modificadas no Brasil, ficando atrds somente
da soja que ocupa 67%.

Estima-se que a area plantada com milho transgénico (safra verdo + safra
inverno) ocupe atualmente 12,9 milhdes de hectares. Considerando a area total de
plantio de milho no territério brasileiro na safra 2013/2014, a adocao da tecnologia para
o cereal chega a 81,5% do total. Dentre os estados da federacdo, Parana e Mato
Grosso lideraram a producao de milho transgénico no pais em 2013, com 19,31 e 19,86
milh6es de toneladas, respectivamente. Juntos estes dois estados sdo responsaveis
por 45,6% da producdo de milho transgénico no Brasil (CELERES, 2013).

De La Campa et al. (2005) avaliaram varios hibridos de milho Bt em comparacao

com suas linhas isogénicas convencionais ndo-Bt, por dois anos, em dois paises, na
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Argentina e nas Filipinas. Os autores observaram uma diminuicao significativa nos
niveis de fumonisina para as linhagens Bt no experimento da Argentina, porém, o
resultado do experimento nas Filipinas foi o contrario. Esse trabalho exemplifica bem a
controvérsia que se encontra na literatura sobre o assunto.

Segundo Hammond et al. (2004), o milho Bt pode reduzir efetivamente a
contaminacgdo por fumonisinas, porém, a producdo de fumonisina é influenciada por
uma vasta gama de condi¢cdes ambientais sendo assim necessarios estudos mais
elaborados levando em conta varios fatores para elucidar essa relacéo.

Como descrito por Arias et al. (2012) a presenca de fumonisinas também pode
ser influenciada pela variedade, isto €, o potencial genético do cultivar e sua interacéo
com o patdgeno, sendo a resisténcia genética o principal mecanismo profiladtico na
reducao de fumonisinas no milho.

O milho crioulo é composto por populacdes que nao sofreram intervencdes
genéticas e que tradicionalmente sao cultivados por pequenos produtores. Estas
populacdes apresentam alta variabilidade genética e elevado potencial adaptativo a
condicdes ambientais geo-especificas. A alta variabilidade genética encontrada no
milho crioulo pode servir de base para os melhoristas em busca de genes de resisténcia
a patégenos como Fusarium (ARAUJO e NASS, 2002).

Segundo Dall'asta et al. (2012) e Arias et al. (2012) a relacdo entre presenca de
fumonisinas e milho hibrido permanece controversa e necessita de mais investigacao ja
que a producdo de fumonisinas € regulada por um sistema complexo que envolve
Varios contextos.

Dentro das condicbes ambientais que influenciam a infeccdo fungica e a
presenca de fumonisinas estdo as praticas culturais como a rotacdo de culturas,
densidade do plantio, aplicacdo de fungicidas e fertilizacdo nitrogenada.

O nitrogénio (N) é o macronutriente mais importante na cultura do milho, plantas
de milho expostas a caréncia de nitrogénio ficam mais susceptiveis a infec¢do por
micro-organismos. Blandino e Reyneri (2008) analisaram a influéncia de diferentes
fontes e concentracbes de nitrogénio em relacdo a presenca de fumonisinas e
concluiram que tanto o excesso quanto a falta de nitrogénio influenciam na ocorréncia

de fumonisinas, sendo necessaria uma concentracdo balanceada que leve em conta o



36

clima, a capacidade de absorcédo de N da cultura, o teor de N do solo, a frequéncia e
época das aplicacoes.

Fungos podem utilizar diversas fontes de nitrogénio, mas preferencialmente
utilizam amoénio e glutamina em relagdo a outras fontes de nitrogénio, tais como nitrato
e nitrito (MARZLUF, 1997). Existem reguladores globais da expressdo de genes que
controlam a utilizac&o do nitrogénio. Estes reguladores sdo chamados de AREA e NIT2
em Aspergillus nidulans e Neurospora crassa, respectivamente (KUDLA et al., 1990).
AREA e NIT2 sao reprimidos quando quantidades suficientes de amoénio ou outras
fontes preferenciais de nitrogénio estao disponiveis, mas quando estes estdo ausentes
no ambiente h4 a ativacdo de uma nova via para utilizacdo de nitrogénio. O primeiro
passo dessa via é a ligacdo de AREA a regido GATA de promotores. Varios genes do
cluster FUM possuem regido GATA em seus promotores, além disso, fungos com
AREA nédo funcional sdo incapazes de crescer e produzir fumonisinas em meio
contendo nitrito. Em contraste cepas com expressao constitutiva de AREA crescem e
produzem fumonisinas até mesmo em escassez de nitrogénio (KIM e WOLOSHUK,
2008).

Ainda dentre deste contexto, € importante mencionar sobre as bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP), as quais podem estimular a
produtividade das plantas por meio de varios mecanismos. Entre esses mecanismos
pode-se destacar a fixagcao bioldgica de nitrogénio, a inducdo de resisténcia sistémica a
patogenos, a producdo de horménios, a solubilizacdo de fosfatos e oxidacdo de
enxofre, a producdo extracelular de antibidticos e enzimas liticas e o aumento na
permeabilidade das raizes (BLOEMBERG e LUGTENBERG, 2011).

Um exemplo de BPCP bem conhecido sdo as bactérias pertencentes ao género
Azospirillum. A capacidade de Azospirillum fixar nitrogénio em gramineas foi descrita
pela pesquisadora brasileira Dra. Johanna Débereiner. Desde entdao Azospirillum spp.
tém sido empregadas como inoculante em diversas pesquisas e confirmando seus
beneficios que incluem: a melhoria em parédmetros fotossintéticos das folhas, incluindo
o teor de clorofila e conduténcia estomatica, maior teor de prolina na parte aérea e
raizes, melhoria no potencial hidrico, incremento no teor de agua do apoplasto, maior

elasticidade da parede celular, maior producdo de biomassa e maior altura de plantas
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(HUNGRIA, 2011). Além disso, as BPCP podem ter atividade antagonista a
fitopatdgenos, inclusive a F. verticillioides no milho. A linhagem Ab-V5 de A. brasilense
foi recentemente registrada no MAPA como inoculante comercial para milho, trigo e
arroz (Biomax premium®), mas até o momento ndo existem relatos de seu efeito
antagonista a F. verticillioides no milho.

Esta revisdo da literatura demonstra que existem multiplos fatores e complexas
interagdes envolvidas na infecgdo fangica e ocorréncia de micotoxinas em alimentos, e
que mais estudos sao necessarios para se conseguir efetivamente reduzir os niveis de

micotoxinas que contaminam o milho.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo analisar o efeito de diferentes praticas de
fertilizacdo nitrogenada, incluindo o uso de BPCP, em diferentes gendtipos de milho,
sobre a incidéncia de Fusarium spp. e fumonisinas e sua influéncia na diversidade

genética de F. verticillioides.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar fungos de graos de milho, coletados na Fazenda Escola UEL, no municipio
de Londrina-PR, e no municipio de Florestopolis-PR.

¢ Identificar morfologicamente até o nivel de género os fungos isolados.

e |dentificar molecularmente até o nivel de espécie, por meio de sequenciamento
de parte do gene que codifica para TEF-7a, os isolados previamente
identificados morfologicamente como Fusarium spp..

e Investigar o potencial toxigénico dos isolados pela amplificacdo de parte dos
genes FUM1 e FUMS.

e Analisar a variabilidade genética de um conjunto de isolados de F. verticillioides
por meio da técnica de AFLP.

e Detectar e quantificar fumonisinas (FB; e FB,) nos 16 tratamentos, ou seja,

quatro genaotipos de milho em quatro condi¢des culturais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 INFRAESTRUTURA

As andlises micologicas (morfolégicas e moleculares) foram realizadas no
Laboratério de Genética Molecular de Fungos (Centro de Ciéncias Biologicas, UEL).

A quantificacdo de fumonisinas e outras analises fisico-quimicas foram realizadas
no Departamento de Bioquimica e Biotecnologia (Centro de Ciéncias Exatas, UEL).

O cultivo do milho foi conduzido em duas localidades, em uma propriedade rural
na cidade de Florestopolis (Lat. 22° 51' 48" S Long. 51° 23' 14" O) e na Fazenda Escola
da UEL no municipio de Londrina (“Lat. 23° 18’ 36” S Long. 51° 09’ 46”0), ambos
localizados na regido norte do Parana.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E MATERIAL VEGETAL

O experimento foi delineado de maneira multifatorial 4x4, envolvendo a avaliagéo
de quatro gendtipos de milho em quatro tipos diferentes de fertilizacao nitrogenada.

Foram avaliados os seguintes genétipos de milho: a) um hibrido comercial (HC);
b) duas populagdes sintetizadas pelo Programa de Melhoramento da UEL (ST 509 e ST
1309) e c) uma variedade crioula denominada “Caiano” (CA).

Quanto as condicbes de fertilizacdo, foram avaliadas: (a) (AC) adubacéo
completa (adubacéo de plantio + adubacdo de cobertura); (b) (AP) adubacdo plantio
(somente adubacao de plantio); (c) (IBV) inoculante Ab-V5 (adubacdo de plantio +
inoculacdo com bactéria diazotrofica estirpe Ab-V5); (d) (IZM) inoculante ZM (adubacéao
de plantio + inoculacéo de bactéria diazotréfica ZM).

Foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso (Figura 5), sendo quatro blocos
(repeticbes) onde cada bloco continha os 16 tratamentos, cada tratamento era
composto por seis fileiras de 4 m de comprimento, no espacamento de 0,90 m entre
fileiras e de 0,20 m entre as plantas, porém apenas as quatro fileiras centrais foram

utilizadas para as analises.
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Figura 5 - Delineamento experimental

Cada local (Florestépolis ou
Londrina) possui quatro
blocos.

BLOCO 1 gLocoz BLOCO ) BLOCD4

Cada bloco é constituido por 16 parcelas
que correspondem aos tratamentos,
essas parcelas foram distribuidas ao
acaso por sorteio.

PARCELA

Cada parcela é composta por seis fileiras que contém 20
plantas cada, apenas as quatro fileiras centrais séo
utilizadas para as analises.

A colheita das espigas foi realizada manualmente, ainda no campo foram
analisadas algumas caracteristicas de interesse agrondmico como: numero de espigas
danificadas, produtividade de grdos em toneladas por hectare, diametro da espiga,
comprimento da espiga, altura da planta, produtividade de espigas e niumero de plantas
por parcela (dados ndo mostrados) e foi mensurada a umidade relativa do grdo com o
auxilio do aparelho Multi-grain medidor de umidade portétil (Agrosystems).

A debulha das espigas foi realizada com a ajuda de um debulhador industrial,
onde cada fileira foi debulhada individualmente, posteriormente os graos das quatro
fileiras que constituiam uma parcela foram misturados afim de se obter uma amostra
composta diminuindo assim as chances de se utilizar grdos de uma mesma planta nas
andlises posteriores. Ao final se obteve uma amostra de cerca de 800 g de cada
tratamento que foi acondicionada em sacos de papel a 4 °C até a sua utilizacao.
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4.3 INOCULANTES E ADUBAGAO QUIMICA

Foram utilizados como inoculantes duas estirpes bacterianas: Azospirillum
brasilense Ab-V5 registrada no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) como inoculante comercial de milho, trigo e arroz e Methylobacterium
komagatae ZM, bactéria promotora do crescimento de plantas (BPCP) isolada de
girassol, ainda sem registro no MAPA. As bactérias foram crescidas em 250 mL de
meio M15 liquido, composto por concentracdes definidas de glicerol, acucar cristal,
extrato de levedura, monoidrogenofosfato de potassio e solucdo de micronutrientes
(MARCELINO, 2012), por 48h sob agitacdo em incubadora orbital (130 r.p.m. a 28 °C).
Apés este periodo, os cultivos foram interrompidos e a concentracdo de células foi
estimada por leitura em camara de Neubauer e normalizada a uma suspensdo de
células na concentracdo de 2,5x 10° células por mL.

Posteriormente foi realizado o preparo dos inoculantes liquidos pela mistura de
concentracdes definidas de polivinilpirrolidona (PVP), glicerol, extrato de levedura,
goma xantana, ferro, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), sulfato de magnésio,
cloreto de sodio, nitrato de amonio, solucdo de micronutrientes, diidrogenofosfato de
potdssio e monoidrogenofosfato de potassio, conforme MARCELINO (2012). A
concentracdo final de células nas formulacdes inoculantes foi de 10° células por mL™,
utiizada em volume adequado para a embebicdo dos substratos “germitest”. Foi
realizada a inoculacdo direta pela mistura do inoculante (ZM ou AB-V5) com as
sementes de milho, 20 mL do inoculante por kg/semente, 12 horas antes do plantio.

A adubacdo de plantio foi realizada pela adicdo ao solo de 350 kg/ha da
formulacdo 4-14-8 (que resultou em 14 kg de Nitrogénio + 49 kg de Fosforo + 28 kg de
Potéssio). A adubacédo de cobertura se deu pela mistura de nitrogénio na propor¢ao de
100 kg/ha.
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4.4 DETERMINAGAO DE FUMONISINAS

4.4.1 Extracdo e Purificacdo de Fumonisinas

Para extracdo de fumonisinas, uma parcela representativa de cerca de 200 g de
graos foi retirada de cada amostra e dentro dessa parcela uma aliquota de 10 g de
milho foi triturada.

Ao produto triturado foram adicionados 30 mL de uma mistura metanol:agua (3:1
v/v). Apés repouso por 10 minutos a temperatura ambiente o material foi submetido a
agitacao por 30 minutos a 150 r.p.m. A suspensao foi centrifugada a 4.500 r.p.m. por 10
minutos e o sobrenadante (aprox.1 mL) foi submetido a uma pré-limpeza em minicoluna
de troca anidnica Sep-Pak acell plus QMA (Waters co., Ltda) previamente
acondicionada com 6 mL de metanol:agua (3:1 v/v) seguido de 3 mL de metanol. As
fumonisinas foram eluidas em 10 mL de acido acético 0,5 % em metanol, este eluato foi
submetido a secagem a 45 °C e o residuo dissolvido em 800 yL de metanol:agua (3:1
v/v) seguido de fracionamento em aliquotas de 200 yL e novamente seco a fluxo de gas
N, a 45 °C. Por fim, procedeu-se acondicionamento em freezer a -20°C para posterior
quantificacado de fumonisinas B1 e B2 (MORENO, 2008).

4.4.2 Quantificacdo de Fumonisinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A quantificacdo de fumonisinas (FB; e FB,) foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) segundo o método de Shephard et al. (1990), modificado por
Ueno et al. (1997). Para tanto, uma aliquota de 200 uL seca sob nitrogénio foi
redissolvida em acetonitrila:agua (1:1 v/v) e submetida a derivatizagdo com 200 uL de
o-ftaldilaldeido (OPA) (40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de tetraborato de sodio a
0,1 M e 50 ul de 2-mercaptoetanol) a mistura foi injetada em CLAE (sistema isocratico
de fase reversa) consistindo de uma bomba Shimadzu LC-10AD detector de
fluorescéncia RF-10A XL e coluna C18 nucleosil 100-5 (4,6x 250 mm Macherey-nagel
GmbH e co.). Os comprimentos de onda de excitagdo e emissao foram 335 nm e 450
nm, respectivamente. A fase mdével consistiu em uma mistura de metanol: fosfato de

sédio 0,1M (80:20, v/v) ajustado para pH de 3,3 com acido ortofosforico. O fluxo foi de 1
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mL./min™ e a temperatura de forno constante de 25 °C, os limites de sensibilidade da

técnica sédo de 50 ng/g para FB; e de 80 ng/g para FB..

4.5 ANALISES MICOLOGICAS E EXTRAGAO DE DNA

4.5.1 Avaliagdo da Incidéncia Fungica em Gréos de Milho

Para analise da incidéncia fungica no milho os grados foram inicialmente
desinfetados superficialmente pela lavagem em solucéo de hipoclorito de sodio a 0,4 %
por 2 minutos. Foi realizado o plagueamento de 120 grdos por tratamento (10
graos/placa) em ambos os locais de cultivo, totalizando 3840 graos. As amostras foram
plagueadas em meio DG18 (agar Dicloran Glicerol 18% com cloranfenicol). O
crescimento se deu por sete dias a uma temperatura de 25 °C + 2 °C, em seguida foi
determinada a incidéncia fungica total através da contagem de gréos infectados por
Fusarium. Os resultados foram expressos em percentagem de graos infectados
conforme Pitt e Hocking (2009).

Através de caracteres morfolégicos (macroscopicos e microscopicos) chegou-se
a uma identificacdo inicial dos isolados até o nivel de género, posteriormente uma
amostra representativa de isolados pertencentes ao género Fusarium foi selecionada
para obtencdo de culturas monosporicas. Isolados dos géneros Aspergillus, Penicillium
e 0s demais géneros foram observados e identificados, mas ndo foram objetos deste

estudo.

4.5.2 Purificagao dos Isolados de Fusarium spp.

Para andlise molecular foram selecionados ao acaso 160 isolados de Fusarium
spp. (10 isolados de cada tratamento), sendo 80 isolados de cada local de cultivo.

Para obtencdo de colbnias puras, esses 160 isolados foram transferidos para
meio agar dicloran cloranfenicol peptona (DCPA) e foram incubados por cinco dias a 25
°C +2 °C. Apds o crescimento, os isolados foram transferidos novamente para placas de
petri contendo meio DCPA através da técnica de estria por esgotamento, o cultivo
ocorreu por 10 dias a 25 °C +2 °C. Uma parte do miceélio foi recortada e imersa em 1,4

mL de agua estéril para estocagem e armazenamento a 4 °C.
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4.5.3 Extracdo de DNA Gendmico de Fusarium spp.

Para extracdo do DNA gendmico os isolados foram inoculados em meio DCPA
até apresentarem crescimento micelial e formacédo de conidios (cerca de 10 dias). A
partir destas culturas foi preparada uma suspensdo de aproximadamente 4 x10°
conidios em 60 pL de Tween 80 e adicionou-se 100 mg de microesferas de silica
(0,2mm), essa mistura foi macerada com o auxilio do aparelho L- Beader3® (Loccus
Biotecnologia).

A extracdo do DNA gendmico foi feita utilizando o kit de extracdo Biopur extracao
mini spin DNA gendmico® (Biometrix) seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante.

A quantificacdo do DNA foi inicialmente determinada por método
espectrofotométrico, em NanoDrop® (Thermo Scientific), e posteriormente a quantidade
de DNA foi confirmada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio (0,5
pug/mL), através da comparacao da fluorescéncia sob luz UV entre as bandas de DNA
obtidas e uma amostra de DNA de concentracao ja conhecida. ApOs a quantificacédo as

amostras foram armazenadas a —20 °C, onde permaneceram até o momento do uso.

4.6 ANALISE DE AFLP "AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM" EM FUSARIUM SPP.

4.6.1 Restricdo do DNA Gendmico

A analise de AFLP foi realizada segundo Vos et al. (1995) com adaptacoes,
onde 250 ng de DNA gendmico foram submetidos a uma dupla digestdo com enzimas
de restrigao, utilizando 2 uL de tampao 10x One Phor All Amersham®, 0,2 uL de BSA
100x N.E. Biolabs®, 5 U da enzima Msel (N.E. Biolabs®) (corte frequente), 5 U da
enzima EcoRI (N.E. Biolabs®) (corte raro) e agua ultrapura esterilizada para completar
o volume final de 20 uL. Os tubos foram mantidos por 12 horas a 37 °C e, em seguida,
por 20 minutos a 65 °C, para inativagdo das enzimas. Para confirmacdo do éxito desta
etapa foi realizada uma eletroforese do produto da digestdo em gel de agarose a 1%
que foi corado em brometo de etidio e fotografado sob luz UV.
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4.6.2 Ligacao de Adaptadores

Ao término da digestdo, os fragmentos foram ligados a adaptadores
complementares aos sitios de corte EcoRI e Msel. Para etapa de ligacdo os fragmentos
obtidos foram ligados aos adaptadores de EcoRI 0,5 pM L™ e Msel 0,25 pmol L™, com a
enzima T4 DNA ligase 1U; tampéao T4 DNA ligase 1X; NaCl 0,05 mol L't BSA 50 ng/uL
e DTT 0,25 mmol L'* em um volume final de 10 pL. A reacéo foi incubada por 3 horas a
37 °C, seguido de 30 minutos a 17 °C e finalmente 10 minutos a 70 °C em
termociclador. O produto final dessa reacao foi diluido com agua ultrapura na proporgéo
de 1:3.

4.6.3 Pré-Amplificacéo

O produto da ligacdo ja diluido serviu como molde para etapa de pré-
amplificacdo. Os fragmentos ligados foram amplificados com um par de primers pré-
seletivo contendo uma base seletiva. A amplificagéo foi realizada num volume final de
10 pL, utilizando 3,5 pL do kit GoTaq® Green Master Mix (Promega); 3,7 pmol L™ de
cada primer pré-seletivo, 2,92 uL de agua ultrapura e 3,0 yL da diluicdo da reacao de
restricdo/ligacdo. Essa amplificacdo foi realizada em termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) sob a seguinte programacao: ciclo inicial de 2
minutos a 72 °C seguido de 20 ciclos de 1 segundo a 90 °C, 30 segundos a 56 °C e 2

minutos a 72 °C e por fim, 30 minutos a 60 °C.
4.6.4 Amplificagéo Seletiva

Em seguida foram realizadas as reacdes de amplificacéo seletiva compostas de
0,25 pmol L™ de cada primer seletivo de Msel e EcoRI; 3,5 pL GoTagq® Green Master
Mix (Promega); e 3 yL do DNA pré-amplificado diluido (1:8) com agua ultrapura, para
um volume final de 10 pyL. Para a amplificacdo seletiva foram testados seis
combinacdes de primers EcoR1 e Msel contendo dois ou mais nucleotideos seletivos
(E-AAT/M-CA, E-AAC/M-CA, E-AGC/M-CA, E-AAC/M-CAT, E-ACA/M-CAT, E-AAC/M-
CTT), as reacdes de amplificacdo seletiva foram conduzidas sob a seguinte

programacao: ciclo inicial de 2 minutos a 94 °C; 30 segundos a 65 °C e 2 minutos a 72
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°C; 8 ciclos de 1 segundo a 94 °C, 30 segundos a 64 °C e 2 minutos a 72 °C; 23 ciclos
de 1 segundo a 94 °C, 30 segundos a 56 °C e 2 minutos a 72 °C, e por fim, 30 minutos
a 60 °C.

Ao final da reacéo foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida para
selecdo das combinacdes de primers que resultaram em maiores polimorfismos, entre
as seis combinacdes testadas foram selecionadas trés (E-AAT/M-CA, E-AAC/M-CA, E-
AGC/M-CA) para serem submetidas a eletroforese capilar em sistema automatizado.
Para resolucao dos produtos de PCR obtidos da reacéo seletiva o conjunto de amostras
amplificadas com primers marcados com os fluoréforos FAM (azul), HEX (verde), NED
(amarelo) foram combinados na seguinte proporcéo: 1uL de FAM: 2 pL de HEX: 2 uL
de NED com 5,0 pL de &gua ultrapura, desta mistura 1,0 pL foi adicionado a 0,2 uL de
size standard 500 ROX (Applied Biosystems) e 8,8 pL de formamida Hi-Di. Em seguida,
foram desnaturados a 95 °C por 3 minutos, imediatamente resfriados em um banho de
gelo por alguns minutos e submetidos a eletroforese capilar pelo sistema automatizado
3500 xL (Applied Biosystems). Os resultados da eletroforese dos fragmentos foram
combinados em uma matriz binaria pelo software GeneMapper® v.4.1 (Applied
Biosystems). O loco de AFLP foi considerado polimorfico quando um produto de
amplificagcéo esteve presente em alguns individuos e ausente em outros, por outro lado,
0 loco de AFLP foi considerado monomorfico quanto estava presente em todos o0s
individuos analisados. Os fragmentos foram pontuados como "1" para presenca da

banda e "0" para auséncia da banda.

4.6.5 Analises Estatisticas dos Dados de AFLP

Para evitar a subestimacdo da similaridade genética entre os individuos foram
utilizados todos os fragmentos sendo estes polimorficos ou monomorficos.

A partir da matriz binaria dos dados de AFLP foi realizada uma andlise de
agrupamento através da construcdo de um dendrograma utilizando o coeficiente de
similaridade de Jaccard pelo método de agrupamento UPGMA. As frequéncias alélicas
do conjunto de isolados de F. verticillioides (n=157) foram estimadas e submetidas a

Andlise de Variancia Molecular (AMOVA). Os programas computacionais utilizados
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foram NTSYS-pc 2.2 (ROHLF, 2000) e Arlequin 3.5.1.3 (EXCOFFIER e LISCHER,
2010).

Também foi realizada uma avaliagdo da estrutura populacional através de um
teste de atribuicdo de individuos a grupos (k), onde 157 isolados de F. verticillioides
estimados de um a oito grupos (isolados de CA, HC, V1 e V2 nos dois locais) foram
analisados com 100.000 repeticbes através do programa Structure Versdo 2.3.4
(PRITCHARD et al., 2000). Para interpretacdo dos dados foi utilizado a estatistica AK
(EVANNO et al.,, 2005) embutida na plataforma virtual Structure Harvester (EARL e
VON HOLDT, 2012).

A fim de se ilustrar melhor o nivel da diversidade genética entre os isolados foi
realizada, através do programa FAMD (SCHULUTER e HARRIS, 2006), uma anélise de
coordenadas principais (PCoA), onde os isolados sé&o representados por pontos no

plano cartesiano.

4.7 REAGOES EM CADEIA DA POLIMERASE PCR
4.7.1 Amplificagéo de Fragmento do gene TEF-1a

Buscando a identificagdo das espécies a nivel molecular 67 isolados foram
selecionados com base na andlise de agrupamento obtida pelos dados de AFLP. A
selecdo foi feita de maneira que os isolados representassem satisfatoriamente o0s
grupos formados no dendrograma.

O DNA dos isolados escolhidos foram submetidos & amplificagéo utilizando o par
de primers TEF-1 (5-ATGGGTAAGGA(AG)GACAAGAC-3’) e TEF-2 (5-GGA(G/
A)GTACCAGT(G/ C)ATZCATGTT-3’) (O'DONNELL et al., 1998) que amplificam parte
do gene TEF-1a que codifica para o fator de alongamento da traducdo. A amplificacéo
foi realizada segundo o protocolo de Watanabe et al. (2011), sob os seguintes
parametros: a reagao foi composta em um volume final de 25 yL que continha: 2,5 pL
de 10X tampdo de PCR (Invitrogen Life Technologies, USA), 0,2 mmol L™ de dNTP
(Invitrogen Life Technologies, USA), 0,4 umol L™ de cada um dos respectivos primers
(Invitrogen, Life Technologies, USA ), 2,0 mmol L* de MgCl, (Invitrogen Life
Technologies, USA), 1,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies, USA)



48

e 10 ng de DNA gendmico. Uma reacédo controle foi realizada a partir da substituicdo de
DNA genbmico por agua ultrapura. As reacdes foram submetidas a um termociclador
PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.) programado para
um ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por cinco minutos, seguido de 35 ciclos
compostos por 40 segundos de desnaturacdo a 95°C, 35 segundos a 60°C para o
anelamento e 40 segundos a 72°C para extensdo, seguida de uma extenséo final de
cinco minutos a 72°C, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1%, corado com brometo de etidio e fotografado sob luz UV. DNA Ladder 1 kb Plus®
(Invitrogen Life Technologies, USA) foi utilizado como padrdo de tamanho para os
produtos da PCR.

Os produtos da amplificacdo foram purificados através do uso do kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) segundo protocolo do fabricante. Os
fragmentos purificados foram submetidos ao sequenciamento pelo método de

terminacao de cadeia descrito por Sanger, Nicklen e Coulson (1977).

4.7.2 Reacao de Sequenciamento Parcial do gene TEF-7a de Fusarium spp.

As reacgOes de sequenciamento foram realizadas com volume final de 10puL, cada
uma destas contendo: 1uL de tampao, 1 uL de primer forward ou reverse (10 pmol/ uL),
2 pyL de DNA (20 ng/pL), 2 pL do Kit BigDye Terminator V 3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, USA) e 4 pyL de agua ultrapura para completar o volume da
reacdo. Esta foi submetida ao termociclador VERITI® 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, USA), previamente programado para um ciclo inicial de desnaturagcéo a
95°C por um minuto, seguido de 30 ciclos compostos por 20 segundos de desnaturacao
a 95°C, 15 segundos a 50°C para o anelamento e um minuto a 60°C para extensao,
seguida de uma extensao final de um minuto e 30 segundos a 60°C.

A purificagdo da reacao foi realizada adicionando-se 1:10 do volume de acetato
de aménio 7,5 mol L* e 27,5 uL de etanol absoluto. O material foi mantido a
temperatura de -20°C por aproximadamente 40 minutos. Em seguida, centrifugou-se a
3.220 r.p.m., por 45 minutos, a 20°C. Ao precipitado resultante foram adicionados 130
ML de etanol 70% seguido de centrifugacdo a 3.220 r.p.m., por 15 minutos, a 20°C.

Subsequentemente, foram acrescentados 0,2 UL de acetato de aménio 7,5 mol L™ e 80
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ML de isopropanol 80%, mantendo a placa por 10 minutos a 25°C, seguido de
centrifugacdo a 3.220 r.p.m., 20°C por 40 minutos. Logo apdés 80 pL de alcool 70%
foram adicionados ao precipitado seguido de nova etapa de centrifugacdo a 3.220
r.p.m., por 15 minutos a 20°C. ApGs a secagem do precipitado o material foi
ressuspendido em 10 pyL de formamida, e em seguida a placa foi submetida ao
analisador genético ABI 3500XL (Applied Biosystems,USA).

4.7.3 Alinhamento e Endlises Filogenéticas

A andlise da qualidade das sequéncias foi visualizada através do eletroferograma
com o auxilio do programa Bioedit 7.2.5 e pela nota obtida através do algoritmo de
PHRED calculada na plataforma virtual Electropherogram Quality Analysis (TOGAWA e
BRIGITO, 2003). Em seguida as sequéncias foram comparadas por alinhamento local
com as sequéncias j& depositadas no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) através da ferramenta BLAST nucleotide (ALTSCHUL
et al., 1990). A edicédo e alinhamento multiplo das sequéncias foram conduzidos através
do programa Bioedit 7.2.5 e ClustalW embutido no pacote computacional MEGA 6.0
(TAMURA et al., 2011).

Foi realizado a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as sequéncias
utilizando o programa Arlequin 3.5.1.3 (EXCOFFIER e LISCHER, 2010) com vistas a
avalizar o grau de diferenciacéo e estruturacdo das populag¢des, somado a isso foi feita
a andlise de haplétipos utilizando o programa DnaSP 5.10.01 (LIBRADO e ROZAS,
2009).

Foi realizada a construcdo de uma arvore filogenética utilizando o método
Neighbor-Joining (NJ) e andalise de bootstrap com 1.000 repeticdes utilizando o
programa MEGA 6.0. Nesta andlise de agrupamento foram utilizados os representantes
dos haplétipos identificados e mais trés individuos que haviam sido identificados pelo
BLAST como outras espécies que nao F. verticillioides.

4.7.4 Investigacao do Potencial Toxigénico dos Isolados

Para investigar o potencial para producdo de fumonisinas, um total de 160

isolados de Fusarium spp. foram submetidos a uma multiplex PCR utilizando-se primers
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especificos para identificacdo dos genes FUM1 e FUMS8, ambos essenciais na sintese
das fumonisinas. Os pares de primers utilizados foram descritos por Proctor et al.
(2004): FUM1 (F-5'- ACAAGTGTCCTTGGGGTCCAGG-3") e (R-5'-
GATGCTCTTGGAAGTGGCCTACG-3)) e FUM8 (F-5'-
CGTAGTAGGAATGAGAAGGATG-3') e (R-5'- GCAAGCTTTGTGGCTGATTGTC).

A amplificacéo foi realizada segundo o protocolo de Wang et al. (2010), sob os
seguintes parametros: a reagao foi composta em um volume final de 25 pL que
continha: 2,5 yL de 10X tamp&o de PCR (Invitrogen Life Technologies, USA), 1,0 mmol
L* de dNTP (Invitrogen Life Technologies, USA), 0,2 umol L de cada um dos
respectivos primers (Invitrogen, Life Technologies, USA ), 2,0 mmol L* de MgCl,
(Invitrogen Life Technologies, USA), 2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Life
Technologies, USA) e 10 ng de DNA genbmico. Uma reacdo controle foi realizada a
partir da substituicio de DNA genbmico por agua ultrapura. As reacdes foram
submetidas a um termociclador PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ
Research, Inc.) programado para um ciclo inicial de desnaturagdo a 94°C por cinco
minutos, seguido de 35 ciclos compostos por um minuto de desnaturacdo a 94°C, 45
segundos a 55°C para o anelamento e um minuto a 72°C para extensdo, seguida de
uma extensao final de 10 minutos a 72°C, os produtos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio e fotografado sob luz UV. DNA
Ladder 1 kb Plus® (Invitrogen Life Technologies, USA) foi utilizado como padrao de
tamanho para os produtos da PCR.

Amostras que se apresentaram negativas foram submetidas & um controle
externo de reacao, PCR do gene TEF-71a (Item 4.7.1), a onde o DNA foi avaliado quanto
a sua capacidade de ser amplificado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos sao apresentados sob a forma de artigo cientifico intitulado
"Incidence of fumonisins and Fusarium spp. in grains harvested from four maize
genotypes grown under distinct nitrogen fertilizer conditions” a ser enviado para

publicacdo em periddico a ser definido.
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Incidence of fumonisins and Fusarium spp. in grains harvested from four maize

genotypes grown under distinct nitrogen fertilizer conditions.

Josué José da Silva

Universidade Estadual de Londrina

Resumo

Este trabalho teve por objetivo analisar a presenca de fumonisinas e incidéncia de
Fusarium spp. em graos recém-colhidos de diferentes gendétipos de milho, cultivados
sob diferentes condi¢cdes de fertilizacdo nitrogenada, incluindo o uso de inoculantes
contendo bactérias promotoras do crescimento de plantas. O experimento foi realizado
no verdo de 2012, em Londrina e Florestopolis, ambas localizados no estado do
Parand, Brasil, regido de grande importancia para a producdo de grdos de milho. Em
cada local foi realizado um experimento multifatorial 4x4, sendo avaliados quatro
gendtipos de milho: um hibrido comercial transgénico, duas variedades sintetizadas
pelo Programa de Melhoramento da Universidade Estadual de Londrina, e uma
variedade crioula denominada “Caiano” e quatro diferentes condicGes de fertilizacdo
nitrogenada: adubacao de plantio, adubacéo de plantio e de cobertura, adubacdo de
plantio e uso de inoculante contendo Azospirillum brasilense, adubagé&o de plantio e uso
de inoculante contendo Methylobacterium komagatae em blocos inteiramente
casualizados com quatro repeticdes. Fumonisinas B1 e B2 foram detectadas em todos
os tratamentos, em ambos locais de cultivo, com niveis variando de 0,4 a 9,1 ug/g. Um
total de seis amostras apresentaram niveis de fumonisinas totais superiores ao limite
maximo toleravel pela legislacédo brasileira (5 pug/g). Dentre os 3.840 gréos analisados,
77% estava infectado com Fusarium spp. Nao foi detectada influéncia das diferentes
condi¢des de fertilizacdo nitrogenada sobre a incidéncia de Fusarium spp. e nivel de
fumonisinas. O percentual de gréos infectados e niveis de fumonisinas foram
estatisticamente diferentes entre os genotipos de milho. Em ambos os locais de cultivo,

o hibrido comercial apresentou maior percentual médio de gréaos infectados (84,37%)
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por Fusarium spp. e maior quantidade de fumonisinas (de 3,5 a 9,1 pg/g). Um total de
160 isolados de Fusarium spp. foi isolado e submetido a analises moleculares, as quais
revelaram a presenca de F. subglutinans, F. graminearum, F. proliferatum, e
preponderantemente F. verticillioides. Os marcadores de AFLP revelaram a existéncia
de diferenciacdo genética significativa entre as populagcdes fungicas obtidas nos dois
locais de cultivo. Os dados de AFLP mostraram, ainda, que a distribuicdo da
diversidade genética de F. verticillioides ocorreu de maneira diferenciada entre os
gendtipos de milho dos quais foram isolados. A diversidade genética de F. verticillioides
foi analisada por meio de 709 marcadores de AFLP. Os resultados revelaram alta
diversidade genética para F. verticillioides e diferencas na estrutura genética das
populacdes provenientes dos diferentes genoétipos de milho e local. Produtos de
amplificacéo obtidos por PCR revelaram que a maioria dos isolados de Fusarium spp.
(95%) contém os genes FUM1 e FUMS, o que indica elevado potencial toxigénico deste

género nos campos analisados no presente trabalho.

Palavras-chave: Fusarium verticillioides, Fusarium spp., fumonisinas, milho, AFLP
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Introducao

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de grdos de milho (USDA
2014). A boa posicdo brasileira no ranking mundial se deve, em parte, a adogdo da
tecnologia de producéo de hibridos associada a transgenia que ocorreu a partir de safra
de 2007/2008. Atualmente, cerca de 460 cultivares de milho estdo disponiveis no
mercado brasileiro, sendo que 250 sao -cultivares transgénicas, especialmente
resistentes a insetos da ordem lepidoptera (Cruz, Filho and Queiroz 2014). A producéo
da safra 2013/2014 ultrapassou a 80 milhGes de toneladas de gréos, ficando atras
apenas dos Estados Unidos e China (Ranum et al. 2014). Apesar deste cenario
favoravel a producdo, a contaminagdo de grdos com micotoxinas tem sido uma
importante preocupagdo dos envolvidos no agronegécio do milho. Ademais, esta
preocupacao também deveria assolar a agricultura familiar brasileira que tem o milho
como um dos principais cultivos para a subsisténcia ou venda local. Em geral, estes
agricultores cultivam variedades convencionais ou crioulas e evitam o uso de insumos
agricolas externos a propriedade.

Dentre as micotoxinas, a classe das fumonisinas é indubitavelmente a mais
relevante para a cultura do milho. Até o momento, ja foram caracterizados 28 analogos
de fumonisinas, sendo que as fumonisinas B1 (FB;) e B2 (FB,) sdo as mais toxicas e
podem ocorrer em grandes quantidades no milho (Alizadeh et al. 2012, Bryla et al.
2013). A ocorréncia de FB; e FB, em milho e produtos a base de milho produzidos no
Brasil tem sido reportada por varios autores (Almeida et al. 2000, Camargos et al. 2000,
Hirooka et al. 1996, Lanza et al. 2014, Ono et al. 2008, Queiroz et al. 2012, Scussel et
al. 2013, van der Westhuizen et al. 2003, Vargas et al. 2001, dentre outros). Devido aos
diversos agravos que as fumonisinas podem causar a saude animal e humana
(Bermudez et al. 1995, Casteel et al. 1994, Marasas et al. 1988, Miller 2001, Wang et al.
1991), o Brasil, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, estabeleceu limites
méaximos tolerados (LMT) de fumonisinas em grdos de milho. Segundo a legislacédo
(Anvisa 2011), a partir de janeiro de 2017, o limite maximo toleravel para fumonisinas

(FB1 + FB,) em gréos de milho sera de 5 pg/g.
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Dentre as principais espécies fungicas responsaveis pela producdo de
fumonisinas destacam-se Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum, ambas
frequentemente encontradas em milho. A necessidade de cumprir a referida
deliberacdo da Anvisa tem estimulado as investigacdes a campo visando estabelecer
estratégias para mitigar as consequéncias da fusariose na cultura do milho.

A infeccdo por Fusarium spp. e a ocorréncia de fumonisinas em milho podem ser
influenciadas por diversos fatores, tais como: temperatura, disponibilidade de &gua,
danos causados por insetos, viruléncia das cepas fungicas, composicao quimica do
grao, indculo inicial, interacdo planta-patdgeno, interacdes e competicdes entre a
microbiota, fatores genéticos intrinsecos a cada planta e praticas culturais (Arias et al.
2012, Marin net al. 2013). Dentre as préticas culturais, a rotacdo de culturas tem se
mostrado eficaz na reducdo de Fusarium spp. em milho e, consequentemente, na
reducao de fumonisinas (Abbas et al. 2004, Jaime-Garcia and Cotty 2010). A fertilizacao
nitrogenada, quantidade e forma de aplicacdo, € outro tipo de manejo que influencia na
incidéncia e quantidade de micotoxinas (Blandino et al. 2008, Abbas et al. 2009).

Com vistas a outros objetivos que ndo o controle de micotoxinas, o Brasil tem
tentado aprimorar a tecnologia de inoculacdo de gramineas, incluindo o milho, com
Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (BPCP). Estas bactérias beneficiam o
crescimento das plantas pela combinacdo de diversos mecanismos, incluindo a
capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio e de atuarem como agentes de controle
biolégico de patdgenos (Hungria 2011). Pelo conhecimento que se tem até entdo, nao
existe informagdo sobre o efeito dos inoculantes contendo BPCP sobre a incidéncia de
Fusarium spp. e fumonisinas em milho no campo.

Dentro deste contexto, este trabalho teve por objetivo analisar a presenca de
fumonisinas e incidéncia de Fusarium spp. em diferentes genoétipos de milho, incluindo
variedades convencionais, crioula e hibrido transgénico Bt, cultivados sob diferentes
condic¢es de fertilizagdo nitrogenada, incluindo o uso de BPCP. Além disso, também se
constituiu objetivo deste trabalho analisar a diversidade genética dos isolados de
Fusarium spp. por meio de AFLP, sequéncias de nucleotideos do gene TEF-7a e PCR
especifica para os genes FUM1 e FUMS.
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Material e métodos

Experimento em campo e amostragem

O experimento foi realizado no verdo de 2012 em Londrina (“Lat. 23° 18’ 36" S
Long. 51° 09’ 46°0) e Florestopolis (Lat. 22° 51' 48" S Long. 51° 23' 14" O), ambos
localizados no estado do Parand, regido de grande importancia para a producédo de
milho no Brasil. Em cada local foi realizado um experimento delineado de maneira
multifatorial 4x4, sendo avaliados quatro gendétipos de milho e quatro tipos diferentes de
fertilizacdo nitrogenada em blocos completamente casualizados com quatro repeticdes.
Cada bloco foi composto por 16 parcelas de seis fileiras de 4 m de comprimento, no
espacamento de 0,90 m entre fileiras e de 0,20 m entre as plantas. Apenas as quatro
fileiras centrais foram utilizadas para a as analises de incidéncia de infeccdo por
Fusarium e contaminacdo com fumonisinas. As demais fileiras foram utilizadas como
fronteiras.

Foram avaliados os seguintes genotipos de milho: a) um hibrido comercial que
faz uso da tecnologia Bt (HC); b) duas variedades sintetizadas pelo Programa de
Melhoramento da Universidade Estadual de Londrina, ST 509 (V1) e ST 1309 (V2) e ¢)
uma variedade crioula denominada “Caiano” (CA).

Quanto as condicbes de fertilizacdo, foram avaliadas: a) (AP) adubacédo de
plantio (somente adubacdo de plantio); b) (AC) adubacdo completa (adubagao de
plantio + adubacdo de cobertura, sem inoculag&o); c) (IBV) inoculante comercial Ab-V5
registrado do MAPA que contém bactérias da espécie Azospirillum brasilense
(adubacao de plantio + inoculacao); d) (IZM) inoculante ZM que contém uma bactéria
promotora do crescimento em plantas (BPCP) isolada de girassol da espécie
Methylobacterium komagatae (adubacao de plantio + inoculagcéo). A adubacdo mineral
de plantio foi feita com 350 kg/ha de formulagédo 4-14-8 NPK (fornecendo 14 kg de
nitrogénio + 49 kg de fésforo + 28 kg de potassio). A adubacdo mineral de cobertura foi

feita com 100 kg/ha de nitrogénio.
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Inoculacéo dos graos com BPCP

As estirpes bacterianas foram cultivadas em 250 mL de meio M15 liquido
(composicédo em processo de patente) por 48h sob agitacdo em incubadora orbital (130
r.p.m. a 28 °C). ApoOs este periodo, os cultivos foram interrompidos e a concentracéao de
células foi determinada por leitura em camara de Neubauer. Apés a normalizacdo da
suspensdo de células para 2,5x10° células por mL, foi feito o preparo do veiculo
inoculante liquido (composicdo em processo de patente). A concentracdo final de
células nas formulacdes inoculantes foi de 10° células mL™. Um volume de 20 mL do

inoculantes foi misturado com 1 kg de sementes de milho, 12 horas antes do plantio.

Extracao, purificacdo e quantificacdo de fumonisinas por CLAE

Para determinacdo de fumonisinas FB; e FB, por CLAE, uma parcela
representativa de cerca de 200 g foi retirada de cada amostra e dentro dessa parcela
uma aliquota de 10 g de milho foi triturada para extracéo e purificagcdo segundo Moreno
(2008). Por fim, o eluato de fumonisinas purificadas foi armazenado em freezer a -20°C
para posterior quantificacao.

A quantificac@o FB; e FB; foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) segundo o método de Shephard et al. (1990) modificado por Ueno et al. (1997).
Os limites de sensibilidade da técnica foram de 0,05 ug/g para FB; e de 0,08 ug/g para
FB,.

Incidéncia fungica em gréaos de milho

Para analise da incidéncia flungica no milho os grdos foram inicialmente
desinfetados superficialmente pela lavagem em solucéo de hipoclorito de sodio a 0,4 %
por 2 minutos. Foi realizado o plagueamento de 120 graos por tratamento (10
graos/placa) em ambos os locais de cultivo, totalizando 3840 graos. As amostras foram

plagueadas em meio DG18 (agar Dicloran Glicerol 18% com cloranfenicol). As placas
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foram incubadas por sete dias a 25 °C. A percentagem de gréos infectados foi

determinada conforme Pitt and Hocking (2009).

Extracdo de DNA

Um total de 160 isolados de Fusarium spp. (10 isolados de cada tratamento),
sendo 80 isolados de cada local de cultivo, foram selecionados ao acaso e crescidos
em meio DCPA até a obtencdo de colénias monospoéricas puras, livres de qualquer
contaminacao.

A extracdo de DNA gendmico foi feita utilizando o Kit Biopur extracdo mini spin
DNA genbmico (Biometrix, Curitiba, Brasil) seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante.

Andlise de AFLP

A andlise de AFLP foi realizada segundo Vos et al. (1995) com adaptacbes, onde
250 ng de DNA gendmico foram submetidos a uma dupla clivagem com enzimas de
restricao, utilizando 2 yL de tampao 10x One Phor All Amersham®, 0,2 yL de BSA 100x
N.E. Biolabs®, 5 U da enzima Msel (N.E. Biolabs®) (corte frequente) e 5 U da enzima
EcoRI (N.E. Biolabs®) (corte raro) em um volume final de 20 pyL. Os tubos foram
mantidos por 12 horas a 37 °C e, em seguida, por 20 minutos a 65 °C, para inativacao
das enzimas. Para etapa de ligacdo, os fragmentos obtidos foram ligados aos
adaptadores de EcoRI 0,5 uM L™ e Msel 0,25 umol L™, com a enzima T4 DNA ligase
1U; tamp&o T4 DNA ligase 1X; NaCl 0,05 mol L™*; BSA 50 ng/uL; DTT 0,25 mmol L™* em
um volume final de 10 pL. A reagao foi incubada por 3 horas a 37 °C, 30 minutos a 17
°C e por 10 minutos a 70°C em termociclador. O produto da ligacéo foi diluido (1:3) com
agua ultrapura e serviu como molde para etapa de pré-amplificacdo. Os fragmentos
ligados foram pré-amplificados com um par de primers contendo uma base seletiva. A
amplificacéo foi realizada num volume final de 10 pL, utilizando 3,5 pL do kit GoTaq®
Green Master Mix (Promega); 3,7 pmol L™ de cada primer pré-seletivo, 2,92 pL de agua

ultrapura e 3,0 pL da diluicdo da reacao de restricao/ligacdo. Essa amplificagdo foi
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realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) sob a
seguinte programacdo: ciclo inicial de 2 minutos a 72 °C seguido de 20 ciclos de 1
segundo a 90 °C, 30 segundos a 56 °C e 2 minutos a 72 °C e por fim, 30 minutos a 60
°C.

Em seguida foram realizadas as reacdes de amplificacdo seletiva compostas de
0,25 pymol L™ de cada primer acrescido de dois ou mais nucleotideos seletivos; 3,5 pL
GoTaq® Green Master Mix (Promega); e 3 uL do DNA pré-amplificado diluido (1:8) com
agua ultrapura, para um volume final de 10 yL. Para a amplificacdo seletiva foram
testados seis combinagdes de primers EcoR1 e Msel contendo variados nucleotideos
seletivos (E-AAT/M-CA, E-AAC/M-CA, E-AGC/M-CA, E-AAC/M-CAT, E-ACA/M-CAT, E-
AAC/M-CTT), as reacdes de amplificacdo seletiva foram conduzidas sob a seguinte
programacao: ciclo inicial de 2 minutos a 94 °C; 30 segundos a 65 °C e 2 minutos a 72
°C; 8 ciclos de 1 segundo a 94 °C, 30 segundos a 64 °C e 2 minutos a 72 °C; 23 ciclos
de 1 segundo a 94 °C, 30 segundos a 56 °C e 2 minutos a 72 °C, e por fim, 30 minutos
a 60 °C.

Um volume de 1 yL de cada amostra foi desnaturado a 95 °C por 3 minutos,
imediatamente resfriado em um banho de gelo por alguns minutos e submetidos a
eletroforese capilar no analisador genético ABI3500XL® (Applied Biosystems, Austin,
USA).

O loco de AFLP foi considerado polimorfico quando um produto de amplificacéo
esteve presente em alguns individuos e ausente em outros, por outro lado, o loco de
AFLP foi considerado monomoérfico quanto estava presente em todos os individuos
analisados. Os fragmentos foram pontuados como "1" para presenca da banda e "0"
para auséncia da banda.

Analise dos dados de AFLP

Para evitar a subestimacdo da similaridade genética entre os individuos foram
utilizados todos os fragmentos sendo estes polimorficos ou monomaorficos.
A partir da matriz binaria dos dados de AFLP foi realizada uma analise de

agrupamento através da construcdo de um dendrograma utilizando o coeficiente de
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similaridade de Jaccard pelo método de agrupamento UPGMA. As frequéncias alélicas
do conjunto de isolados de F. verticillioides (n=157) foram estimadas e submetidas a
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA). Os programas computacionais utilizados
foram NTSYS-pc 2.2 (Rohlf 2000) e Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier and Lischer 2010).

Também foi realizada uma avaliacdo da estrutura populacional através de um
teste de atribuicdo de individuos a grupos (k), onde 157 isolados de F. verticillioides
estimados de um a oito grupos (isolados de CA, HC, V1 e V2 nos dois locais) foram
analisados com 100.000 repeticbes através do programa Structure Versdo 2.3.4
(Pritchard et al. 2000). Para interpretacdo dos dados foi utilizado a estatistica AK
(Evanno et al. 2005) embutida na plataforma virtual Structure Harvester (Earl and
vonHoldt 2012).

A fim de se ilustrar melhor o nivel da diversidade genética entre os isolados foi
realizado, através do programa FAMD (Schuluter and Harris 2006), uma analise de
coordenadas principais (PCoA), onde os isolados s&o representados por pontos no

plano cartesiano.

Anélise da sequéncia de nucleotideos de parte do gene TEF-1a

Para a identificacdo molecular foi realizada a amplificacéo de parte do gene que
codifica para o fator de alongamento da traducao (TEF-7a), utilizando o par de primers
EF-1 (5-ATGGGTAAGGA(AG)GACAAGAC-3) e EF-2 (5-GGA(G” A) GTACCAGT(&/
C)ATZCATGTT-3’) descritos por O’'Donnell et al. (1998). A amplificacdo foi realizada
segundo o protocolo de Watanabe et al. (2011), sob os seguintes parametros: a reagao
foi composta em um volume final de 25 pL que continha: 2,5 uL de 10X tampao de PCR
(Invitrogen Life Technologies, USA), 0,2 mmol L* de dNTP (Invitrogen Life
Technologies, USA), 0,4 pmol L™ de cada um dos respectivos primers (Invitrogen, Life
Technologies, USA ), 2,0 mmol L™ de MgCl, (Invitrogen Life Technologies, USA), 1,5 U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies, USA) e 10 ng de DNA
gendmico. Uma reacgao controle foi realizada a partir da substituicio de DNA gendémico
por agua ultrapura. As reacdes foram submetidas a um termociclador PTC-100TM

Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.) programado para um ciclo inicial
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de desnaturacdo a 95 °C por cinco minutos, seguido de 35 ciclos compostos por 40
segundos de desnaturacdo a 95 °C, 35 segundos a 60 °C para o anelamento e 40
segundos a 72 °C para extensao, seguida de uma extenséo final de cinco minutos a 72
°C, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com
brometo de etidio e fotografado sob luz UV. DNA Ladder 1 kb Plus® (Invitrogen Life
Technologies, USA) foi utilizado como padrédo de tamanho para os produtos da PCR.

Os produtos da amplificacdo foram purificados com o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, USA) segundo protocolo do fabricante. Os
amplicons purificados foram submetidos ao sequenciamento utilizando o kit BigDye
Terminator V 3.1 Cycle Sequencing® (Applied Biosystems, Austin, USA) no analisador
genético ABI3500XL® (Applied Biosystems, Austin, USA) pelo método de terminagéo
de cadeia descrito por Sanger et al. (1977).

A analise da qualidade das sequéncias foi visualizada através do eletroferograma
com o auxilio do programa Bioedit 7.2.5 e pela nota obtida através do algoritmo de
PHRED calculada na plataforma virtual Electropherogram quality analysis (Togawa and
Brigito 2003). As sequéncias foram comparadas por alinhamento local com as
sequéncias ja depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) através da ferramenta BLAST nucleotide (Altschul et al. 1990), a
edicdo e alinhamento multiplo das sequéncias foram conduzidos através do programa
Bioedit 7.2.5 e Clustalw embutido no pacote computacional MEGA 6.0 (Tamura et al.
2011).

Para analisar o grau de diferenciagdo e estruturagcdo das populagdes, uma
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada utilizando-se do programa
Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier and Lischer 2010). Para a identificacdo de haplétipos o
programa DnaSP 5.10.01 (Librado and Rozas 2009) foi utilizado.

Com representantes dos haplétipos identificados e mais trés isolados que haviam
sido identificados pelo BLAST como outras espécies que nao F. verticillioides, uma
arvore filogenética foi inferida utilizando o método Neighbor-Joining (NJ) utilizando o
programa MEGA 6.0.
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Investigacao do potencial toxigénico dos isolados

Para investigar o potencial para producdo de fumonisinas, um total de 160
isolados de Fusarium spp. foram submetidos a uma multiplex PCR utilizando-se primers
especificos para identificacdo dos genes FUM1 e FUMS8, ambos essenciais na sintese
das fumonisinas. Os pares de primers utilizados foram descritos por Proctor et al.
(2004): FUM1 (F-5'- ACAAGTGTCCTTGGGGTCCAGG-3)) e (R-5'-
GATGCTCTTGGAAGTGGCCTACG-3)) e FUM8 (F-5'-
CGTAGTAGGAATGAGAAGGATG-3') e (R-5'- GCAAGCTTTGTGGCTGATTGTC).

A amplificacéo foi realizada segundo o protocolo de Wang et al. (2010), sob os
seguintes parametros: a reagao foi composta em um volume final de 25 pL que
continha: 2,5 yL de 10X tampéo de PCR (Invitrogen Life Technologies, USA), 1,0 mmol
L* de dNTP (Invitrogen Life Technologies, USA), 0,2 umol L de cada um dos
respectivos primers (Invitrogen, Life Technologies, USA ), 2,0 mmol L* de MgCl,
(Invitrogen Life Technologies, USA), 2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Life
Technologies, USA) e 10 ng de DNA genbmico. Uma reacao controle foi realizada a
partir da substituicio de DNA genbmico por agua ultrapura. As reacdes foram
submetidas a um termociclador PTC-100TM Programmable Thermal Controller (MJ
Research, Inc.) programado para um ciclo inicial de desnaturacdo a 94 °C por cinco
minutos, seguido de 35 ciclos compostos por um minuto de desnaturacdo a 94 °C, 45
segundos a 55 °C para o anelamento e um minuto a 72 °C para extensao, seguida de
uma extensao final de 10 minutos a 72 °C, os produtos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio e fotografado sob luz UV. DNA
Ladder 1 kb Plus® (Invitrogen Life Technologies, USA) foi utilizado como padréao de
tamanho para os produtos da PCR.

Amostras que se apresentaram negativas foram submetidas & um controle
externo de reacdo, PCR do gene TEF-7a (p.62), a onde o DNA foi avaliado quanto &
sua capacidade de ser amplificado.



63

Resultados e discussao

Contaminacdo com fumonisinas e incidéncia de Fusarium spp.

Fumonisinas B1 e B2 foram detectadas em todos os 16 tratamentos, em ambos
locais de cultivo avaliados (Figura 1), com niveis variando de 0,4 a 9,1 ug/g. Um total de
seis amostras apresentaram niveis superiores ao limite maximo toleravel de 5 pg/g
estabelecido pela ANVISA e 10 amostras seriam preteridas segundo o regime da FDA
que estabelece o limite de 4 pg/g. Niveis semelhantes de contaminacdo por
fumonisinas em gréos de milho, produzido no Brasil, j& foram relatados por diversos
autores (Ono et al. 2006, Oliveira et al. 2006, Queiroz et al. 2012, Scussel et al. 2013).

Figura 1. Grafico da contaminacdo por fumonisinas totais (FB1+FB2) nos 16
tratamentos em Londrina e Florestopolis.

Fumonisinas totais (FB,+FB,)

Anvisa limite
FDA limite

ug/g -5

B Londrina

W Florestdpolis

CA+AP  CAHIZM CA+IBY CA+AC HC+AP HCHZM HC+IBV HC+AC  VI+AP  VI+ZM VI+IBY VI+AC V2+AP  V2+HZM V2+BY  V2+AC

Tratamentos

A guantidade de fumonisinas detectada diferiu estatisticamente (p<0,01) entre os
dois locais de cultivo e entre os gendtipos de milho. As amostras cultivadas em
Florestopolis-Parana, em ambiente de agricultura familiar, apresentaram-se mais

contaminadas com fumonisinas (2,57 a 9,11 pg/g, média de 5,05 pg/g) do que as
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amostras cultivadas em Londrina-Parana, em uma Fazenda Escola de Agronomia (0,4 a
4,02 ug/g, média de 1,81 ug/g) (Tabela 1).

A diferenca observada nos niveis de contaminagdo entre os locais de cultivo
pode ser resultante de fatores ambientais como o clima e condi¢cdes de solo que
influenciam a producéo de fumonisinas no milho. Outro fator importante que pode se
entrepor a discussdo é a possibilidade de que as populagdes fungicas sejam
geneticamente distintas nos dois locais, exibindo perfis infectivos e micotoxicoldgicos
diferentes (Covarelli et al. 2012).

E valido ressaltar que o experimento em Florestépolis foi realizado em ambiente
de agricultura familiar o que n&o ocorreu no experimento de Londrina, e por conta disso
houve diferencas nas praticas culturais, por exemplo: em Londrina ocorreu rotacdo de
culturas, onde anteriormente ocorreu o plantio de trigo, 0 mesmo n&do aconteceu no
campo de Florestopolis que foi caracterizado pela monocultura do milho.

Jaime-Garcia e Cotty (2010) investigaram o papel da rotacdo de culturas na
reducdo da incidéncia de Aspergillus flavus no solo e observaram que a incidéncia
desta espécie foi significativamente influenciada por esta pratica. O efeito da rotacdo de
culturas sob os fungos do género Fusarium também foi avaliado em por Hwang et al.
(2009), em canola. Os autores concluiram que a diversificagdo das culturas pode
reduzir a incidéncia deste género no solo.

A rotacdo de culturas favorece o manejo integrado de pragas e fitopatogenos,
reduzindo o inoculo inicial (Reid, Zhu and Ma, 2001), podendo assim impactar na
incidéncia fungica e consequentemente na contaminag&o por micotoxinas.

Interessantemente, a comparacdo das médias das quantidades de fumonisinas
detectadas nos diferentes genétipos de milho mostrou que o hibrido comercial, em
ambos os locais, apresentava niveis de fumonisinas significativamente superiores
aqueles detectados nas variedades de milho estudadas neste trabalho. Esta diferenca
no conteddo de fumonisinas entre os genoétipos de milho pode ser decorrente de
caracteristicas genéticas intrinsecas a esses materiais 0 que resulta em interacdes

singulares entre a planta e o patdgeno, tal como descrito por Cao et al. (2014).
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Tabela 1. Incidéncia de Fusarium spp. e ocorréncia de fumonisinas FB1, FB; e totais
em graos de milho.

Valores médios Valores médios de Fumonisinas (ug/g)

da % Infecgao

Variaveis . Variagao
de Fusarium
spp.
FB1 FB2 Total Min. Max.

Genoétipo * * * *
Caiano 75.31a 1.25a 1.25a 2.51a 0.4-4.5
Hibrido comercial 84.37 b 2.82b 2.99b 5.81b 3.5-9.1
ST 509 75.52 a 148 a 1.34a 2.82a 0.9-6.4
ST 1309 71.04 a 1.38a 1.19a 2.58a 0.4-5.5

Praticas de fertilizagdo n.s. n.s. n.s. n.s.

Adubagdo completa 79.47 1.77 1.77 3.54 1.2-7.9
Adubacao de plantio 74.68 1.43 1.14 2.56 0.4-5.5
Inoculante Ab-V5 78 2.02 2 4.02 0.8-9.1
Inoculante ZM 74 1.72 1.89 3.61 1.3-9.0

Local n.s * * *
Florestépolis 75.67 2.57 a 2.47a 5.04 a 2.6-9.1
Londrina 77.44 0.89b 092b 1.81b 0.4-4.0

n.s., * : ndo significativo, significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Dentre o total de graos avaliados (3.840), 77% estavam infectados com Fusarium
spp. (Figura 2). O percentual de graos infectados com Fusarium spp. encontrados neste
estudo se assemelha com outros trabalhos realizados no Brasil e no mundo (Fandohan
et al. 2005, Ono et al. 2006, Cao et al. 2013, Stumpf et al. 2013) confirmando a
predominancia deste género na cultura do milho. Outros géneros fangicos, tais como
Aspergillus e Penicillium, também foram encontrados, mas em frequéncias

extremamente baixas (dados ndo mostrados).
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Figura 2. Aspectos morfolégicos de Fusarium spp.. (A) Isolamento fangico em meio
DG18 (B) Crescimento fungico em meio DCPA apés 7 dias a 25°C, (C)
Células conidiogénicas em forma de fialides (40x), (D) Macro e
microconidios (100x).

Os gendtipos de milho diferiram estatisticamente com relagdo ao percentual de
graos infectados. A infeccdo foi menor nas variedades sintéticas (75,52 % em V1 e
71,04 % em V2) e crioula (75,31 % em CA) do que no hibrido comercial (HC) que
apresentou, em média, 84,37% de gréos infectados por Fusarium spp. (Tabela 1).

A maior taxa de infec¢&o fangica no hibrido, em relacéo as variedades, ndo pode
ser explicada por danos provocados por insetos, uma vez que todos 0s graos
apresentavam-se assintomaticos sem sinais de herbivoria. O hibrido comercial
estudado neste trabalho, expressa a proteina CrylF que confere resisténcia contra o
ataque de alguns insetos da ordem Lepidoptera. Segundo a literatura, a reducédo dos
danos causados por insetos, em decorréncia da expressado de proteinas Cry, reduz a

vulnerabilidade a fungos e consequentemente a contaminag&do por micotoxinas (De La



67

Campa et al. 2005). Os mecanismos pelos quais as plantas ndo danificadas e nao
provenientes de graos infectadas sao infectadas por Fusarium spp. ainda sdo objetos
de discusséao na literatura e ainda carecem de serem melhor explicados (Maiorano et al.
2009).

A composicdo quimica dos grados tem sido apontada como fator importante na
vulnerabilidade a infec¢do fangica e no acumulo de micotoxinas. Dall'Asta et al. (2012)
investigaram o papel dos acidos graxos na infeccdo por Fusarium e na producdo de
fumonisinas e encontraram uma correlacdo positiva entre 0 aumento dos niveis de
fumonisinas e a taxa de gorduras totais e &cido linoleico, que é um acido graxo
insaturado frequentemente descrito como modulador da resposta de resisténcia da
planta ao patdgeno. Outros fatores como dureza dos graos, atividade de &gua, teor de
amilopectina e ergosterol também tem sido estudados (Bluhm and Woloshuk 2005,
Blandino and Reyneri 2008, Cahagnier et al. 1995, Cao et al. 2013). De modo geral a
resisténcia genética a infeccdo fungica € uma caracteristica de heranca quantitativa
influenciada por diversos fatores e ainda necessita de muitos estudos para sua
compreensao.

O tratamento das sementes com os inoculantes IBV e IZM néo interferiu no
percentual de graos infectados com Fusarium spp. e na ocorréncia de fumonisinas. Nao
foram detectadas diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos AC, AP, IBV
e IZM (Tabela 1). Contudo, este € o primeiro estudo que investigou o efeito destes
inoculantes sobre a infeccdo de Fusarium spp. e presenca de fumonisinas em milho no

campo.

Analise de diversidade genética de Fusarium spp. e identificacdo molecular dos

isolados fungicos

Um total de 160 isolados de Fusarium spp. foram submetidos a anélise de AFLP,
utilizando trés combinacdes de enzima-primer, as quais geraram 757 locos, variando de
50 a 500 pb. A analise de agrupamento revelou a formacéo de quatro grupos (G I, GlI,
G Illl e G IV) em nivel de 50% de similaridade genética, sendo que G | contemplou a

maioria dos isolados fungicos (Figura 3).
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Visando a identificacdo das espécies isoladas, representantes dos grupos e
subgrupos (67 isolados), foram selecionados com base nas dissimilaridades genéticas
evidenciadas pelo AFLP, foram submetidos ao sequenciamento parcial do gene TEF-
1a. As sequéncias de nucleotideos revelaram a existéncia de nove haplétipos, as quais
foram utilizados para a construcdo de uma arvore filogenética (Figura 4) juntamente
com sequéncias, disponiveis no GenBank, de espécies tipo ou néotipo do género
Fusarium.

Dos sessenta e sete isolados sequenciados, sessenta e quatro isolados
pertencentes ao grupo | de AFLP foram identificados através do sequenciamento
parcial do gene TEF-1a como pertencentes a espécie F. verticillioides confirmando,
assim, a prevaléncia desta espécie em milho e revelando uma grande variabilidade
intraespecifica. Os demais grupos revelados pela analise de AFLP foram compostos por
um isolado cada.

O grupo Il ficou representado pelo isolado, de niamero 32, que foi identificado
como F. subglutinans. Esta espécie tem sido relatada como uma das mais frequentes
em campos de milho assintomaticos, porém € uma espécie de alta toxigenicidade
associada a producdo de beauvericina e moniliformina (Reyes-Velazquez et al. 2011).
O grupo Il foi representado pelo isolado 45, o qual foi identificado como F.
graminearum que é uma espécie comumente encontrada em graos de cereais, e capaz
de produzir as toxinas deoxinivalenol (DON) e zearalenona (Moretti et al. 2014). O
grupo IV foi constituido pelo isolado 137, que pertence a espécie F. proliferatum. Tal
como F. verticillioides, esta espécie € frequente no milho e considerada uma das
principais responsaveis pela producédo de fumonisinas em cereais. (Mohale et al. 2013,
Zhang et al. 2013).



69

Figura 3. Arvore UPGMA baseada em dados de AFLP. N6s suportados por valores de

bootstrap > 70% séao indicados por valores numéricos. Isolados em Londrina
(1-20=HC; 21-39=CA; 40-58=V1; 59-77=V2) e Florestopolis (78-97=HC; 98-
117=CA; 118-137-V1; 138-157=V2).

0.0

—_— 0
7=
i
— = i
5
p— A
o8
100 — 3
G i
—| 3‘5
28
100 i
‘ T T T U ‘ T T T T | T T T T )
0.25 0.50 0.75 1.00

Similarity Coeflicient of Jaccard



70

Figura 4. Arvore filogenética inferida pelo algoritmo de Neighbor-joining (NJ) utilizando
o programa MEGA 6.0, baseada em dados de sequéncia do gene TEF1a de
cepas tipo de Fusarium spp. e isolados de milho do presente estudo. NOs
suportados por valores de bootstrap >70% sao indicados por valores
numericos. Aspergillus oryzae é o outgroup.
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Anadlise de diversidade genética de F. verticillioides por meio de AFLP

Um total de 709 locos de AFLP obtidos de 157 isolados de F. verticillioides foi
utilizado para Andlise de Variancia Molecular (AMOVA), inicialmente separando o0s
isolados fuangicos por local de cultivo. Encontrou-se uma diferenciagdo genética

significativa (p<0,05) entre os isolados fungicos obtidos dos dois locais de cultivo
(Londrina e Florestopolis).
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O indice de fixacdo (Fs) foi de 0,18 (Tabela 2), o que mostra uma alta
diferenciacdo e sugere um fluxo génico restrito entre estas populacdes (Young et al.
2000). As diferencas genéticas entre as populacbes fungicas dos dois locais
corroboram com a diferenga encontrada na ocorréncia de fumonisinas para os dois

locais.

Tabela 2. Andlise de variancia molecular (AMOVA) e Fst em isolados de F.
verticillioides segundo sua origem geograéfica.

Fonte de GL Somados Componentes Porcentagem Indice de
variacao quadrados davariacdo  davariagao fixacéo
Entre locais 1 447.653 5.45732 18 *Fer:
Dentro de 0.17995
locais 153 3805.031 24.86948 82
Total 154 4252.684 30.3268

Estatisticamente significativo em nivel de 5%

Embora a biossintese de fumonisinas seja influenciada por diversos fatores,
existe a possibilidade que estes conjuntos de isolados geneticamente diferentes,
detectadas por meio de AFLP, exibam perfis infectivos e micotoxicolégicos distintos
(Covarelli et al. 2012).

Em Florestdpolis encontrou-se uma diferenciac@o significativa (p<0,05) entre os
isolados fungicos obtidos dos diferentes gendtipos de milho. Cerca de 11% (Fs = 0,107)
da variacdo genética total ocorreu entre os grupos de isolados fangicos que foram
obtidos dos diferentes genétipos de milho (Tabela 3). Segundo Young et al (2000) este
nivel de diferenciagdo genética é considerado moderado. Da mesma forma, através da
AMOVA, detectaram-se diferencas significativas (p>0,05), entre os isolados fungicos
obtidos dos diferentes gendtipos de milho cultivados em Londrina, entretanto, neste
caso a variacado genética entre os grupos foi de 0,045, ou seja, um Fg menor que em
Florestopolis (Tabela 3). Conclui-se que em ambas as regides, a distribuicdo da
diversidade genética ocorreu de maneira diferenciada entre os genotipos de milho.
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Tabela 3. Analise de variancia molecular (AMOVA) e Fst em isolados de F. verticillioides
segundo o gendtipo do milho.

Local Fonte de GL Somados Componentes Porcentagem Indice de
variacao gquadrados davariacdo  davariacao fixacao
Entre
oy genotipos 3 179.028 2.12547 10.72 *Fgr
Florestopolis
P Dentro de 0.10718
genotipos 78 1327.858 17.70477 89.28
Total 81 1506.886 19.83024
Entre gendtipos 3 168.335 1.39701 451
genotipos 74 2129.81 29.58069 95.49 0.04510
Total 77 2298.145 30.9777

Estatiscamente significativo em nivel de 5%

Pamphile e Azevedo (2002) utilizaram a técnica de RAPD em isolados de F.
verticillioides de milho, e tiveram éxito em discriminar os isolados segundo os genétipos
do cultivar de origem, evidenciando uma forte associacao entre a diversidade genética
dos isolados fungicos e a planta hospedeira. Estes resultados corroboram com o0s
encontrados por Amoah et al. (1996) que também utilizaram marcadores de RAPD para
estudar isolados fungicos de milho em provincias de Gana.

A AMOVA dos dados de AFLP néo revelou diferencas significativas entre os
conjuntos de isolados fungicos obtidos dos grdos de milho gerados sob as diferentes
praticas de fertilizac&o.

Para elucidar a estrutura populacional dos isolados de F. verticillioides foi
realizado um teste de atribuicdo com base no modelo Bayesiano implementado no
programa Structure. Esta analise mostrou que o numero ideal de “cluster genotipico”
para alocar os 157 isolados é igual a dois (K=2), os quais estédo fortemente relacionados
a sua origem geogréfica (Figura 5).
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Figura 5. Resultado do teste de atribuicdo. Grupos de 1 a 4 (Cluster A) representam o0s
isolados de Londrina e os grupos de 5 a 8 (Cluster B) os isolados de
Florestopolis. CA (Caiano), HC (Hibrido comercial), V1 (ST 509), V2 (ST
1309). Cada cor representa um cluster genotipico atribuido
probabilisticamente pelo software Structure 2.3.4.
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Os clusters A e B sédo formados, respectivamente, pelos quatro conjuntos de
isolados oriundos da regido de Londrina e de Florestépolis. Com excecdo do conjunto
de isolados da variedade V2, o cluster B é mais uniforme geneticamente que o cluster
A. O conjunto de isolados fungicos provenientes da variedade V2 cultivada em
Florestopolis compartilha grande parte de seus alelos com os isolados do cluster A.

A Andlise de Coordenadas Principais (PcoA) (Figura 6) corrobora com os dados
apresentados pelo Structure, onde € possivel observar um agrupamento robusto entre
os isolados de acordo com sua origem geografica, salvo uma Unica excecdo: 0s
isolados fungicos provenientes da variedade de milho V2 de Florestopolis se agrupam
junto aos demais isolados de Londrina. A diferenca na estrutura genética do conjunto
de isolados provenientes da variedade V2 pode ser explicada por uma caracteristica
descrita por Wilke et al. (2007), que é a possibilidade de transmisséo de F. verticillioides
de maneira sistémica pelas sementes. Supbe-se que a variedade V2 possuia uma
populacdo de fungos propria da semente que foi utilizada no plantio em Londrina e
Florestopolis.
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Figura 6. Analise de coordenadas principais (PcoA) em isolados de F. verticillioides.
Isolados identificados por uma cruz= oriundos de Florestépolis, isolados
identificados com tridangulo= oriundos de Londrina.
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Os resultados encontrados para regido sul do Brasil, Parana, diferem daqueles
obtidos para o milho cultivado na Italia e na Argentina. Covarelli et al. (2012) né&o
encontraram relacdo entre a diversidade genética e a procedéncia geogréfica dos
isolados de F. verticillioides em milho cultivado na Italia. Da mesma forma, Reynoso et
al. (2009) ndo encontraram diferenciacdo genética entre populacdes de isolados de F.
verticillioides procedentes de diferentes regifes da Argentina. A comparacdo dos
nossos resultados com os obtidos pelos autores citados acima sugere que nos campos

brasileiros ha maior diversidade genética para F. verticillioides.
Avaliacdo do potencial toxigénico de Fusarium spp.

A sintese de uma cadeia carbbnica e sua posterior aminacao sdo duas etapas
chaves na biossintese das fumonisinas. A primeira etapa € catalisada por uma
policetideo sintase, a qual é codificada pelo gene denominado FUM1. A aminacédo do

policetideo € catalisada por uma a-oxiamina sintase codificada pelo gene FUMS8. A
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presenca de ambos os genes fornece um bom indicio do potencial toxigénico de
Fusarium (Seo et al. 2001).

Os isolados de F. subglutinans, F. graminearum e F. proliferatum ndo deram
origem a produtos de amplificacdo para os genes FUM1 e FUMS8 (Figura 7). Ao
contrario destas espécies, produtos de amplificacdo obtidos por PCR revelaram que a
maioria dos isolados de F. verticillioides (95%) contém os genes FUM1 e FUMS, o que
indica um elevado potencial toxigénico de F. verticillioides corroborando com outros
trabalhos da literatura (Sanchez-Rangel et al. 2011, Wang et al. 2010, Zhang et al.
2013). Cerca de 96% dos isolados de Florestopolis possuem os genes FUM1 e FUMS,
ao passo, que 92% dos isolados de Londrina possuem em seu genoma estes dois

genes.

Figura 7. PCR Multiplex utilizando primers especificos para os genes FUM1 (635 bp) e
FUM8 (1152 bp). (M) DNA Ladder 1 kb plus, (A) Isolados potencialmente
produtores de fumonisinas 1-24 F. verticillioides. (B) Isolados néo produtores,
25-27 F. verticillioides, 28-30 Fusarium spp..

M 1 2 3 45 6 7 8 910 111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

M
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Conclusoes

Nas condigbes de cultivo utilizadas as variedades sintéticas e crioula
apresentaram menor percentual de grédos infectados com Fusarium spp. € menos
contaminacgéo por fumonisinas B1 e B2 que o hibrido comercial. O percentual de graos
infectados com Fusarium spp. foi similar em ambos os locais, mas 0s niveis de
fumonisinas encontrados foram significativamente superiores na regiao tradicionalmente
manejada por agricultores familiares, onde nao houve rotacdo de -culturas. Foi
demonstrado que a maior parte dos isolados de Fusarium spp. possui potencial para
producao de fumonisinas.

Nenhuma associagao significativa entre tipo de adubacé&o nitrogenada, incidéncia
de Fusarium spp. e nivel de fumonisinas foi encontrada. A diversidade genética de F.
verticillioides € alta e estad estreitamente associada a sua origem geografica. Ha
associacdo entre a diversidade genética dos isolados de F. verticillioides e o gendtipo

da planta hospedeira.
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