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RESUMO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de grdos milho (Zea mays L.), ficando
atras apenas dos Estados Unidos e China. Os agentes causadores de podriddes de espiga e
colmo sdo fungos como: Stenocarpella maydis, Fusarium spp e Penicillium oxalicum,
merecendo destaque para as espécies de Fusarium, em especial as espécies do complexo
Giberrela fujikuroi. As espécies do complexo, frequetemente associado a podridao de colmo e
espiga sdo: Fusarium verticillioides (Gibberella moniliformis), Fusarium proliferatum (G.
intermédia) e F. subglutinans (G. subglutinans). Outra espécie como F. thapsinum (G.
thapsina), foi constatado a cultura do milho, porém esta espécie causa grandes perdas a
cultura do sorgo. Recentemente, foi descrita uma nova espécie do complexo Gibberela
fujikuroi, associado a graos de milho, denominando F. theperatum. Estas espécies encontram-
se amplamente distribuidos em todo o mundo, sendo F. verticillioides, a espécie, mas
freqlientemente associado a cultura do milho e outras gramineas. A identificacdo de Fusarium
envolve trés conceitos de espécies, o de espécie morfolégica baseada na similaridade dos
caracteres morfoldgicos observaveis, denominados marcadores morfoldgicos; o de espécies
bioldgicas, baseado na compatibilidade sexual entre membros das mesmas espécies; e 0
conceito de espécies filogenéticas baseado na analise de sequéncias génicas. Fungos
pertencentes ao género sdo Fusarium potentes produtores de uma variedade de micotoxinas,
sendo as mais importantes os tricotecenos (vomitoxinas), fumonisinas, zearalenona,
moniliformina e acido fusarico. Estes metabolicos sdo substancias, causa edema pulmonar em
suinos, leucoencefalomalécia em eqiiinos e em humanos na Africa do Sul, observou-se alta
incidéncia de cancer de esdfago. Ao analisar os produtos a base de milho, que esta populacédo
estava consumindo, constatou altas concentragdes de micotoxinas. Espécies de Fusarium
verticillioides, possui movimento sisttmico em sementes, raizes e colmo, podendo ser

transmitido por sementes a longa distancia.
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ABSTRACT

Brazil is the thrid worldwide producer of corn kernel (Zea mays L.), only behind of the United
States of América and China. The causal agents of ears and stalk rot are fungi like
Stenocarpella maydis, Fusarium spp and Penicillium oxalicum, worth mentioning to the
Fusarium species, specially the complex Giberrela fugikuori species. These species, usually
related to ear and stalk rot are: Fusarium verticillioides (Gibberella moniliformis), Fusarium
proliferatum (G. intermédia) and F. subglutinans (G. subglutinans). Other species like F.
thapsinum (G. thapsina), were found in corn crop, however this specie causes high loses in
sorghum crops. Recently, was described a new specie of the complex G. fugikuri, associated
to corn kernels, called F. theparatum. These species are widely distributed all the world,
being F. verticillioides the most frequently associated to corn crop and other grasses. To
identify the Fusarium are necessaries three species concepts: morphological specie, based on
similarity of morphological characters nominated morphological markers; the concept of
biological specie, based on sexual compatibility between the member of the same specie; and
the concept of phylogenetic specie based on genic sequences analisys. Fungi of the Fusarium
gender are potential producers of many mycotoxins, being the most important the
tricothecenos (vomitoxin), fumonisins, zearalenona, moniliformin and fusaric acid. These
metabolites are substances that cause pulmonary edema in pigs, leukoencephalomalacia in
horses and, in humans in South Africa, it was observed high incidence of esophagus cancer.
When was analyzed the corn products that this population was feeding, it was found high
concentrations of mycotoxis. Fusarium verticillioides species have systemic movement in

seeds, roots and stalks, and can be transmitted for long distances by seeds.
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DETECCAO DE ESPECIES DE FUSARIUM POTENCIALMENTE PRODUTORAS
DE MICOTOXINAS EM GRAOS DE MILHO NO NORDESTE DO BRASIL

INTRODUCAO GERAL

1.1- A cultura do milho

O milho (Zea mays L.), em funcdo do seu potencial produtivo, composi¢do quimica e
valor nutritivo, € um dos principais graos produzidos e consumidos no Mundo. Independente
da tecnologia aplicada, a condicdo climéatica durante o cultivo do milho é um dos fatores
criticos na producdo. Dentre os elementos climaticos, a temperatura é um dos fatores de
producdo mais decisivos, juntamente com uma adequada disponibilidade de dgua no solo e
abundancia de luz. O impacto de deficiéncia hidrica durante seu cultivo, quando ocorre no
inicio do ciclo pode afetar o processo germinativo e, mais ao final do ciclo, paralisar o
crescimento (FACELLI; DORADO NETO, 2004).

Embora o milho seja considerado um insumo para producao de centenas de produtos,
cerca de 70% da producdo mundial e 80% do milho produzido no Brasil € destinado a cadeia
produtiva de suinos e aves (EMBRAPA, 2009), produtos alimenticios tanto in natura como
em componentes de paes, bolos, margarinas, oleos, polentas, fuba, amido, cereais matinais,
dentre outros (BUIATE et al. 2006).

A area de plantio deste cereal, em solo brasileiro, na safra 2009/2010 foi de
aproximadamente 12 milhdes de hectares. Quando comparados 0s numeros dessa safra com a
anterior, houve uma reducdo de 16,7% na area cultivada com milho de primeira safra. Essa
diminuicdo pode esta relacionada ao volume do produto no mercado, precos abaixo do
esperado pelos produtores e escassez de chuva na regido Nordeste na época da semeadura. Ja
a reducdo prevista para a segunda safra ndo foi observada e, ao contrario, ocorreu um
incremento de 6,3%. Segundo projecdes, a primeira safra foi de 34 milhGes de toneladas,
1,3% maior que a anterior e a segunda safra teve uma colheita de 22 milhdes de toneladas,
representando um crescimento de 10%. Em Pernambuco a producéo foi de 486.632 toneladas,
apresentando 118.119 toneladas na regido do Agreste, que é a segunda em importancia no
Estado, na safra de 2006 (IBGE, 2011).

No Brasil, o cultivo do milho é caracterizado por duas épocas de plantio. Os plantios
de verdo ou primeira safra ocorrem durante o periodo chuvoso, que varia entre fins de agosto,

na regido Sul, até os meses de outubro/novembro, no Sudeste e Centro-Oeste. No Nordeste,



este periodo ocorre no inicio do ano. A segunda safra, ou safrinha é plantada
extemporaneamente em fevereiro ou marco. O milho safrinha ndo deve ser plantado em
sucessdo ao milho, devido ao aumento do risco de problemas fitossanitarios, como por
exemplo, as podriddes de colmo, sendo entdo recomendado cultivar o milho safrinha ap6s a
soja precoce (EMBRAPA, 2009).

1.2- Sintomatologia da podridéo da espiga e do colmo do milho

Os agentes etiologicos de podriddes em milho sdo diversos: Stenocarpella maydis,
Fusarium spp e Penicillium oxalicum. Dentre estes merecem destaque & as espécies de
Fusarium, sendo que grande parte destas espécies se encontra dentro do complexo Gibberella
fujikuroi, excecdo feita a Fusarium graminearum e Fusarium crookwellense, Fusarium

culmorum e Fusarium poae.

O sintoma inicial da podridao é a presenca de uma coloragdo rosada na espiga ou na
sua base e geralmente esta doenca estd presente em todos os campos de milho, em todos os
anos. Os grdos afetados apresentam coloracdo que varia de rosado, rosa-salmdo a
avermelhada ou marrom escuro e em estados avangados de podriddo, pode-se notar um
crescimento cotonoso de cor branco-rosada, rosa-salmao ou arroxeada sobre os grédos. Graos
infectados tardiamente podem exibir estrias brancas no pericarpo. Mas frequentemente o
fungo se encontra no interior dos grdos como enddfito. Muitas das vezes estes danos estdo

associados a insetos e injarias mecanicas na espiga (FANTIM; DUARTE, 2009).

Outro sintoma predominante principalmente, em regides de clima sub-tropical é a
podridao de giberela, causado por G. zeae, doenca, também denominada podriddo vermelha
ou podriddo rosada da espiga, de ocorréncia mais freqiiente na Regides de clima Umido e
ameno, como no Sul do Brasil, onde é constatada na maioria das lavouras de milho devido a

grande quantidade de indculo do fungo produzida nos cereais cultivados e demais gramineas.

A podriddo do colmo do milho é causada por diferentes combinacdes de diversas
espécies de fungos e bactérias. Dentre 0s mais comumente associados a esta doenga encontra-
se varias espécies de Gibberella, Fusarium (F. verticillioides, F. proliferatum e F.
subglutinans), Stenocarpella (Diplodia), Colletotrichum graminicola e Macrophomina. O

complexo de podriddo do colmo frequentemente causa perdas entre 10-30% AGRIOS (2005).



1.3- Principais caracteristicas morfoldgicas do complexo Giberrella fujikuroi

Antes do inicio de 1980, a taxonomia morfologica de Fusarium da secdo Liseola
subdividiu este grupo em um pequeno nimero de espécies GERLACH & NIRENBERG
(1982), reconheceu sete espécies dentro desta secdo, enquanto (NELSON; TOUSSOUN;
MARASAS, 1983) reconheceu apenas quatro espécies. A partir desta data, cruzamentos
bioldgicos e marcadores moleculares tem sido utilizado para analisar espécies da secédo
Liseola e tém revelado uma abundancia de espécies biologicas e linhagens filogenéticas
(NIRENBERG; O’DONNELL, 1998; O’DONNELL et al. 1998; 2000; LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

O género Fusarium, segundo a classificacdo taxonOmica, constitui um estado
anamorfico da ordem Hypocreales do filo Ascomycota (SEIFERT, 1966). Dentro deste grupo
encontram-se as espécies Fusarium verticilioides (Saccardo & Neirenberg), Fusarium
proliferatum (Matsushima & Neirenberg) e Fusarium subglutinans (Wollenweber &
Reinking), que representam os anamdrfos das espécies Gibberella moniliformis (Winelland),
Gibberella intermedia (Kuhlman) Sumuels, Nirenberg & Seifert) e Gibberella subglutinans
(Nelson, Toussoun & Marasmas) Respectivamente. Atualmente, essas trés espécies
participam de um grupo de aproximadamente 20 espécies que compdem o complexo
Gibberella fujikuroi, antigamente secdo Liseola (LESLIE; SUMMERELL, 2006)

Fusarium verticilioides, foi primeiramente descrito associado com doenga em animal
em SHELDON (1904). Também patégeno do milho e encontrado em todas as regides onde
esta cultura é cultivada. Produz microconidios em cadeias longas, clamiddsporos ausentes e
macroconidios com caracteristicas tipicas do complexo Gibberella fujikuroi, como
caracteristicas violeta das colénias em meio BDA, formacdo de esporodoquios de coloracao

alaranjada e macrococonidios com 3-5 septos.

F. verticilioides é morfologicamente idéntico a F. thapsinum. Na década de 1990
novas espécies foram descritas no complexo de espécies Gibberella fujikuroi. Fusarium
thapsinum Kilittich, Leslie, Nelson & Marasmas, tendo como estadio sexual Gibberella
thapsina, possui caracteristicas morfoldgicas semelhantes a F. verticillioides, principalmente
em relagdo a formacgdo de esporos em cadeias. Muitos mas nem todos os isolados de F.
thapsinum produzem um pigmento amarelo que difunde no meio de cultura (KLITTICH et al.,
1997).



Fusarium proliferatum, estadio sexual de Gibberella intermedia, é uma espécie da
mating population D. Os macroconidios sdo tipicos daqueles formados pelo complexo de
espécies G. fujikuroi, sendo encontrado em esporodoquios alaranjado. Os microconidios sdo
formados em cadeias curtas e, menos freqlientemente, em falsas cabecas em monofialides e
polifialides. As cadeias de microconidios sdo curtas comparadas com as de F. verticillioides e
F. thapsinum. F. proliferatum também ndo produz clamiddsporos, assim como a as espécies
do complexo G. fujikuroi (LESLIE; SUMMERELL, 2006)

Fusarium subglutinans, € um patégeno do milho encontrado principalmente em
regides frias onde este cereal é cultivado. Os macroconidios, escassos, sao tipicos das espécies
do complexo G. fujikuroi. A célula basal ou célula pé é pouco desenvolvida (LESLIE;
SUMMERELL, 2006). A producdo de microconidios é apenas em falsas cabecas, sendo
possivel ser distinguido de F. proliferatum e F. verticillioides, que produzem microconidios
em cadeias. Um grande numero de espécies muito semelhantes a F. subglutinans tém sido
descritas, incluindo F. bulbicola, F. circinatum, F. gutiforme, F. mangiferae, F.
pseudocircinatum, F, sachari e F. sterilihyphosum (BRITZ et al. 2002). Tais espécies ndo sao
possiveis de serem diferenciadas de F. subglutinas a menos que se utilizem marcadores
moleculares ou cruzamentos com testadores das espécies biologicas do complexo G. fujikuroi
(LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Fusarium thapsinum, causa podriddo do colmo do milho. Possui macroconidios tipicos
do grupo complexo G. fujikuroi Os esporoddéquios séo raros ou dificeis de serem observados
em fungdo do espesso micélio e grande quantidade de cadeias de microconidios. Produzem
pouco ou nenhum esporodoquio e macroconidios. Os microconidios, geralmente em cadeias
longas, podem ocasionalmente ser encontrados em falsas cabegas. Clamiddsporos séo
ausentes. Forma abundante micélio branco e podendo escurecer, com a presenca de
pigmentos violeta com a idade da cultura. Esclerocios de coloragdo negra podem ser
produzidos por alguns isolados (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Fusarium nygamai, produz macroconidios abundantes em esporodoquios alaranjado,
curto-médio, geralmente com trés septos. Os microconidios sdo pequenos, asseptados, ovais a
elipticos e sdo formados predominantemente em monofidlides e falsas cabecas.
Clamiddsporos sdo formados, podendo esta producéo ter variacdo por isolado de raro a muito
abundante. Esta espécie possui caracteristicas morfoldgicas intermediarias entre F.
verticillioides, F. thapsinum e F. oxysporum. Todas essas espécies produzem pigmentacao



violeta em meio batata-dextrose-agar (BDA). Microconidios de F. nygamai sdo semelhantes
aos de F. verticillioides (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Segundo Wollenweber & Reinking
(1932) F. nygamai ndo pode ser colocado na secdo Liseola, devido a formacdo de
clamiddsporos.

Fusarium andiyazi Marasas, Rheeder, Lamprecht, Zeller & Leslie, tem macroconidios,
retos a ligeiramente curvos, formados em esporodoquio alaranjado. Os microconidios sao
produzidos em abundantes cadeias e em monifialides. Pseudoclamidédsporos sdo formados
em BDA, principalmente proximos a pedacos de folha de cravo. O micélio geralmente €
flocoso a pulverulento, inicialmente é branco podendo se tornar violeta (LESLIE;
SUMMERREL, 2006).

Fusarium temperatum, foi recentemente classificado como uma nova espécie do
complexo G. fujikuroi. Esta espécie € muito similar morfologicamente a F. subglutinans. Os
macroconidios sdo hialinos, apresentando 3-6 septos e formato falcado. Os microconidios
abundantes, sdo produzidos em falsas cabegas e monofialides cilindricas, que apresentado
formato elipséides-oval e de 0-2 septos. Assim, como as espécies pertencentes do complexo
G. fujikuroi, F. temperatum ndo produz clamiddsporos. Os autores sugerem que
provavelmente, esta espécie foi freqiientemente identificada como sendo F. proliferatum, em
funcdo das semelhancgas morfoldgicas. O epiteto temperatum é em funcdo de grande parte dos
isolados serem obtidos de regides sub-tropical e temperada (SCAUFLAIRE; GOURGUE;
MUNAUT, 2011).

1.4- Identificacdo de espécies de Fusarium do complexo G. fujikuroi

A identificacdo de Fusarium envolve trés conceitos de espécies: o0 de espécie
morfologica baseada na similaridade dos caracteres morfologicos observaveis, denominados
de marcadores morfoldgicos; o de espécies bioldgicas, baseado na compatibilidade sexual
entre membros das mesmas espécies; e 0 conceito de espécie filogenética baseada na analise

de seqliéncias génicas.

O conceito de espécies morfoldgicas tem muita importancia para uma classificagdo
inicial de biodiversidade. Caracteres estruturais e fisiologicos tém sido usados como
marcadores morfoldgicos para diferenciar espécies do género Fusarium, mas o problema é

gue G. fujikuroi consiste de sete espécies bioldgicas designadas por letras de A a G, com a



maioria pertencente as espécies da seccdo Liseola, estando F. verticillioides alocado no grupo
A. (LESLIE & SUMMERELL, 2006).

A sequiéncia génica é usada para auxiliar a classificacdo de espécie de Fusarium.
Alguns dos mais comumente utilizados s&o os genes que codificam para a beta-bubulina e
fator de elongagdo (O'DONNEL et al., 2000). A adogdo de novos modelos de classificagdo
afeta a taxonomia do género j& que por décadas foi baseada simplesmente em caracteres
morfologicos. Por outro lado também cria controvérsias, pois muitos patologistas de plantas
acreditam que tais modelos s6 acrescentam dificuldades para uma identificacdo pratica na
diagnose de agentes causais de doencas, portanto tais modelos estdo mais adaptados para os
estudos realizados por micologistas.

A espécie F. moniliforme é um exemplo dos problemas mencionados acima. Antes de
1996, a espécie englobava espécimes referidos a varios anamarfos hoje conhecidos como, F.
proliferatum. F. subglutinans e F. verticillioides e outras espécies recentemente descrita sob o
conceito de espécie bioldgica e filogenética. Neste ponto o critério bioldgico foi de muita
utilidade, pois foi confirmado que este grupo de espécie pertence aos grupos de
compatibilidade A ao H de Gibberella fujikuroi, também conhecido como secdo Liseola
(SEIFERT et al., 2003).

Diversos primers foram desenvolvidos para identificagdo molecular de espécies de
Fusarium, MULE et al., (2004) analisaram e seqiienciaram uma porcdo do gene calmodulina
e do espasador ribossomal e desenvolveram primers especificos para F. verticillioides, F.

subglutinans e F. proliferatum.

Além de seqliéncia génica, outro marcador molecular pode ser utilizado, ndo sé no
auxilio de classificacdo de Fusarium. Mas, principalmente, na avaliacdo do grau de
diversidade entre e dentro de populagdo. Este € 0 caso de marcadores AFLP (amplified
fragment length polymorphism) (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

1.5- Distribuicdo geografica e ecologia de algumas espécies do complexo Gibberella

fujikuroi

Fusarium verticillioides é amplamente distribuido em todo o mundo e esta

particularmente associado a cultura do milho, onde pode causar podriddo do colmo, raiz e



deterioracdo dos grdos armazenados, resultando em perdas significativas no campo e
reduzindo a qualidade dos grdos. Rahjoo et al (2008) ao caracterizarem uma populacédo de
191 isolados de Fusarium associados ao milho, por morfologia e testes moleculares,
identificaram 140 destes como sendo F. verticillioides. Alta freqliéncia da ocorréncia desta
espeécie, é atribuida ao fato de trata-se de um patdgeno polifago e cosmopolita, com ampla
capacidade de adaptacdo em diversos ambientes que se estende desde regibes de clima
temperado a tropical Umido a subtropical. A maior freqliéncia, contudo é observada em
regides tropicais e subtropicais (ONO et al., 2006). Dentre as espécies do complexo G.
fujikuroi, F. verticillioides ¢ a mais estando comumente associado a grdos de milho e seus
subprodutos, em paises europeus, como a Franca, Espanha e Itadlia (FADOHAN et al., 2003).
Segundo Hussein et al. (2002) as espécies predominantes em alguns paises africanos é F.
verticillioides. Em analises de grdos de milho de procedentes da Nigéria, F. verticillioides foi
a espécie com maior predominancia, seguida por F. graminearum (ADEJUMO et al., 2007).
Além do milho, esta espécie encontra-se associada ao milheto e gramas nativas da América do
Norte (LESLIE et al., 2004). Também observado em Bananas, beterraba agucareira, aveia,
algoddo e em vérias forrageiras (BACON; NELSON, 1994), F. verticillioides foi relatado
causado podriddo no apice de cana de agUcar, podriddo do pé de arroz e podriddo da coroa do
aspargo (STEPHENS; VRIES; SINK, 1989).

Fusarium subglutinans (Gibberella subglutinans), é encontrado principalmente em
regides temperadas onde o milho é cultivado. E uma espécie que causa podriddo do colmo e
da espiga do milho e pode ser transmitida por sementes (KABEERE; HILL; HAMPTON,
1997). F. subglutinans lato sensu tambem ja foi obtido de gramas nativas na América do
Norte (LESLIE et al. 2004). Estes complexos infectos outros hospedeiros como: Banana
(JIMENEZ; LOGRIECO; BOTALICO, 1993), milheto (ONYIKE; NELSON; MARASAS,
1991), orquidea (BENYON; SUMMERELL; BURGESS, 1996), sorgo (ONYIKE; NELSON,
1992) e em arroz selvagem (NYVALL; PERCICH; MIROCHA, 1999). Por outro lado, F.
subglutinans stricto sensu, G. fujikuroi “mating population E”, aparentemente, tem o milho

como principal hospedeiro.

Segundo Cotten & Munkvold (1998), F. subglutinans pode persistir em detritos de

milho na superficie do solo ou enterrado no campo por no minimo 21 meses.

Fusarium proliferatum, outra espécie do complexo G. fujikuroi merece atencdo em

funcdo das grandes perdas acarretadas em diversas culturas em especial as gramineas. Possui



uma distribuicio mundial em uma variedade de substratos agricolas e ndo agricolas. E
patogénico ao milho, sorgo e aspargo (LESLIE; SUMMARELL, 2006); causando ainda
podriddo da coroa do aspargo e declinio da palma tamara (ABDALLA et al., 2000).
Associado a rizosfera de Livistona em regides aridas da Australia (NEUMANN et al., 2004).
Outros relatos de hospedeiros para F. proliferatum incluem banana (JIMENEZ; LOGRIECO;
BOTTANICO, 1997); frutos de citros (HYUN et al., 2000); orquideas (BENYON;
SUMMRELL; BURGESS, 1996); arroz (DESJARDINS et al., 2000). Segundo Bishop
(2002), F. proliferatum pode ser end6fito em aveia, alterando a resposta de defesa neste grupo

de planta.

Fusarium thapsinum causa a podriddo do colmo em sorgo, tendo sido encontrado
causando podriddo em banana, milho e amendoim (KLITTICH; LESLIE; NELSON
MARASAS, 1997). Pode causar podriddo do colmo do milho sob condi¢bes de casa de
vegetacdo, mas ndo €& comum a cultura em condigdes de campo. Esta espécie é

geograficamente dispersa e tem sido relatada na Africa, Asia e América do Norte.

Fusarium nygamai, foi identificada inicialmente como sendo F. moniliforme, em
funcdo de ndo produzir clamidésporos e formacdo de microconidios em cadeias. Pode ser
encontrada em regifes quentes e freqlentemente em locais aridos. Foi primeiramente
constatada em colmo de sorgo, causando podriddo. F. nygamai, pode ser encontrado em
regibes umidas da peninsula da Malasia (SALLEH; STRANGE, 1988) e em arquipélagos da
Indonésia. Pode causar podridao de raizes em Vicia faba no Suddao (KURMUT et al., 2002);
aspargo (ELMER et al., 1997); arroz (ONYIKE; NELSON; MARASAS, 1991) e sorgo
(ONYIKE; NELSON, 1992).

1.6- Bioecologia do Complexo Fusarium graminearum

Por muitos anos F. graminearum foi colocado dentro de dois taxa conhecido como F.
graminearum grupo 1 e F. graminearum grupo 2. Morfologicamente é muito dificil

diferenciar os dois grupos pelos caracteres morfoldgicos (LESLIE; SUMMARELL, 2006).

F. graminearum, geralmente causa doencas areas em trigo e milho e produz seu estado
sexual geralmente homotalicamente (Gibberella zeae). Enquanto, F. pseudograminearum (G.

coronicola), causa doenca da espiga do trigo € heterotalico e pobremente fértil.
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Francis e Burgess (1997), definiu como grupo 1 (F. pseudogramnearum) e Grupo 2 (F.
graminearum). Fusarium pseudograminearum, ¢é inicialmente confundido com F.
graminearum em funcdo de ser morfologicamente idénticos. Muitos isolados de F.
graminearum produz o teleomorfo G. zeae em CLA ou cenoura-4gar (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Muitos isolados forma muitos peritécios naturalmente e liberam os ascosporos causando
doencgas nas partes aéreas das plantas como giberela do trigo e aveia (GIBB; WALSH, 1980).
Morte descendente do cravo (BROADHURST, 1990). Os peritécios liberam ascosporos apds
a chuva ou em condigdes de alta umidade (REIS, 1990).

Peritécios podem permanecer viaveis ate 16 meses em grdos de milho (REIS, 1990) ou
23 meses em residuos de palha de trigo (PEREYRA et al., 2004), sob condi¢des de campo,
com viabilidade geralmente duradoura, com longa capacidade para esporular. A temperatura
Otima para formacdo do peritécio e 29 °C. Ambos, ascdsporos e macroconidios podem
eficientemente iniciar infeccBes em plantas (STACK, 1989). Ascosporos e macroconidios,
ambos sdo dependentes de umidade, mas 0s ascOsporos sdo capazes de germinarem em baixa
umidade relativa (BEYER et al., 2004).

Segundo Reid et al. (1992) as InfeccBes causada por F. graminearum ocorrem do canal
da seda (estigma) € dependente do gendtipo do hospedeiro. Gréos de milho infectado por F.
graminearum sao significamente menos provavel de ser infectado por F. verticillioides
(RHEEDER et al., 1985).

Espécies de F. graminearum, geralmente ndo estdo associadas como patdégenos em

humanaos e é resistente a muitos produtos antifungicos (PUJOL et al., 1997).

1.7- Micotoxinas produzidas por Fusarium spp. na cultura do milho

Fungos do género Fusarium destacam-se como uns dos mais importantes em termos
de perdas globais devido as micotoxicoses (SMITH; SEDDON, 1998). Isso se deve ao fato
desse género ter a capacidade de produzir uma variedade de micotoxinas, sendo as mais
importantes os tricotecenos (vomitoxinas e T-2 entre outras), as fumonisinas, a zearalenona, a
moniliformina e o &cido fusarico. Os cereais que constituem a dieta das aves, certamente, é a

principal fonte dessas toxinas para 0s animais, uma vez que servem de substrato para o
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crescimento dos fungos e a conseqiiente producdo de micotoxinas. Porém, nem todo o cereal
infestado por fungos esta necessariamente contaminado por micotoxinas, uma vez que a
producdo e concentracdo dessas substancias sdo determinadas por efeitos combinados das
espécies de fungos presentes, temperatura e da umidade do grdo (RAMAKRISHNA et al.,
1996)

A contaminagdo por micotoxinas € afetada por fatores climaticos como: temperatura e
umidade relativa em pré e ou pés- colheita (PATERSON; LIMA, 2010). As condicdes
climaticas no Brasil sdo, de maneira geral, favoraveis ao desenvolvimento de fungos
toxigénicos. Entretanto, apesar da area territorial para producdo de alimentos no pais ser
muito extensa, a implantacdo de padrbes nacionais e medidas de fiscalizagdo para o controle
de micotoxinas € dificultado (FURLONG et al., 1995). Em um estudo sobre micoflora e
contaminacdo com fumonisinas em milho no Brasil, Ono et al. (1999), os mesmos detectaram
que a combinacdo de alta umidade relativa- temperatura era fator chave para o crescimento
fangico e a posterior contaminagdo com micotoxinas no campo. No Brasil, existem poucos
relatos sobre a incidéncia de micotoxinas de Fusarium, entretanto (CASTRO et al. (1995)
mostraram que a micoflora dos grdos de milho do estado de S&o Paulo constitui-se,
predominantemente, de fungos do género Fusarium; tendo este género incidéncia muito maior
que o género Aspergillus. ( ORSI et al. 2000) demonstraram que dentre as espécies de
Fusarium, Fusarium moniliforme (F. verticillioides) é a mais freqliente. Estudos realizados
por Stumpf (2011), no Rio Grande do Sul, foi mostrado que de 304 isolados obtidos no
estado, 264 isolados foram identificados como sendo F. verticilioides. Todos os isolados de F.
verticcilioides apresentaram o gene FUM, sugerindo a contaminagdo por micotoxinas do tipo
fumonisinas. No Meéxico, a producdo de fumonisinas foi avaliada em isolados de F.
verticilioides, mostrando que 11 de 13 isolados do Noroeste do pais produziram altos niveis
(acima de 500 pg.g™), uma apresentou valores médios com 500 pg.g™ e uma apresentou valor
abaixo de 50 pg.g™*. Em contraste, isolados do México central, consistiram em baixa producéo
de fumonisinas. Nenhum isolado de outra espécie de Fusarium produziu fumonisinas
(SANCHEZ-RANGEL et al., 2005). Este resultado estd de acordo com outras anélises
realizadas no norte do México, como o estudo de (DESJARDINS; PLATTNER; NELSON,
1994). Na Espanha e em outros paises F. verticillioides foi a espécie mais frequentemente
associada a graos de milho (ARINO et al.,2007). No estudo realizado por (ARINO et al.,
2007), dos 10 isolados de milho convencional, 80% produziram FB1 e FB2. Para os isolados
de milho orgénico, 80% produziram FB1 e 70% produziram FB2. Houve um elevado grau de
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variabilidade na concentracdo de fumonisinas produzidas pelos isolados de F. verticillioides
do plantio convencional quando comparado com o cultivo organico. Porém, essas diferencas

n&o foram significativas entre os tipos de cultivo.

Dentre as espécies de Fusarium produtoras de micotoxinas, as mais importantes sao:
F. verticillioides, F. graminearum, F. culmorum, F. equiseti, F. roseum, F. subglutinans e F.
proliferatum (LESLIE; SUMMERELL, 2006)

Fumonisinas é um grupo de micotoxinas produzidas principalmente por F.
verticillioides, causando diversos problemas veterinarios, em frangos de cortes. Pesquisas
realizadas por Ledoux et al. (1992) demonstraram que a fumonisinas Bl pode causar
diminuicdo do ganho de peso, aumento no tamanho do figado, proventriculo e moela,
causando atrofia cortical timica. Em frangos de corte, a intoxicacdo por fumonisinas pode
revelar aumento nas concentragdes séricas de célcio, colesterol e da enzima aspartato amino
transferase (ESPADA et al., 1994). J& Henry e Wyatt (1994) relatam que 80 ppm de

fumonisinas puras ndo afetam o desempenho de franco de cortes.

Em suinos, o consumo de milho contaminado por F. moniliforme na safra de 1989, nos
EUA, levou ao aparecimento de uma doenca caracterizada por severo edema pulmonar e do
hidrotérax. Foram colhidos grdos de milho de duas fazendas, onde 34 suinos adultos
morreram de edema pulmonar, cinco dias ap6s o consumo do alimento contaminado
(HARRISON et al., 1990).

1.8- Micotoxinas produzidas por F. graminearum.

Tricotecenos, um grupo de sesqueterpenos, sdo comumente detectados em gréos de
aveia, trigo, cevada e milho (DESJARDINS et al., 2000). Estdo fortemente relacionados as
toxicoses cronicas fatais em humanos e animais, devido a seus efeitos imunosupressivos e
inibidores da sintese protéica em eucariontes (BRYDEN, 2007). Evidéncias historicas
associam surtos de toxicoses no Japdo relacionados ao consumo de graos contaminados por F.
graminearum em 1900 e também apds 1945, o caso conhecido como akakabi-byo
(DESJARDINS; HUHN; MCCORMICK, 1993).

Nivalenol (NIV) e desoxinivalenol (DON) s&o tricotecenos mais frequentemente

produzidos por F. graminaearum e esses tém sido relatados em amostras de milho
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naturalmente contaminado nos Estados Unidos, Canada, Japdo, Nova Zelandia e outros
paises. Na Nova Zelandia, a contaminacdo do milho com micotoxinas de Fusarium tém
apresentado consequéncias graves para 0s suinos quando os niveis de DON e NIV alcangcaram
um nivel de 0,4 a 0,5 mg/Kg na dieta animal. (HUSSEIN et al., 2002).

No Brasil, como consequéncias das dimensfes continentais do pais e niveis distintos de
tecnificacdo dos produtores, existe a possibilidade de que a presenca e o teor de micotoxinas
em alimentos produzidos e consumidos sejam desiguais entre as diversas regides
(KAWASHIMA; SOARES, 2006). Pesquisa realizada por Ono et al. (1998), onde analisaram
113 amostras de milho recém-colhido, provenientes das regides Centro-Sul e Centro-Oeste do
Estado do Parand, na qual se constatou a predominancia de colénias com caracteristicas
morfologicas de Fusarium spp. Em relacdo a andlise de micotoxinas, observou-se que
amostras da regido Centro-Oeste apresentaram teores de fumonisinas (FB1 e FB2) mas
elevados em relacdo as amostras da regido Centro-Sul do Parand. Isto provavelmente se deve
as diferencas das condicdes climaticas entre as duas regides.

As toxinas da classe dos tricotecenos sdo divididas nos grupos A, B, C e D, em fungéo
da presenca ou auséncia de grupos funcionais caracteristicos e dos fungos que os produzem
(UENO et al., 1973). Alguns desses grupos tém maior relevancia para os cultivos de cereais,
no caso, os tipos A e B. Tricotecenos-A incluem a toxina T-2, HT-2 E diacetoxiscirpenol
(DAS), com mais alta toxicidade em relagéo aos tricotecenos-B, que incluem desoxinivalenol
(DON), suas duas formas acetiladas (3- e 15-acetildesoxinivalenol) e nivalenol (NIV). No
entanto, o tipo B destaca nesta classe devido a maior prevaléncia e altos niveis detectados em
grdos de diversos cereais. Apesar de serem produzidos por outras espécies do género, como F.
sporotrichioides, F. poae e F. equiseti (DESJARDINS et al., 1993). Tricotecenos-B tem sido
principalmente utilizado como forma de distinguir e identificar representantes do Complexo
Fg, uma vez que diferentes fungicas apresentam um perfil toxicogénico caracteristico
(FRISVAD; ANDERSEN; THRANE, 2008).

A Dbiossintese de tricotecenos deriva de uma molécula precursora denominada
tricodieno, um produto natural isolado pela primeira vez em 1948 de Trichotecium roseum
(DESJARDINS et al., 1993). Sua sintese compreende uma seqiiéncia de oxigenacoes,
isomerizaces, ciclizacdes e esterificacdes que levam a molécula basica tricodieno a formar

complexas estruturas como diacetoxiscirpenol (DAS), toxina T-2, desoxininavelol e nivalenol
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(DESJARDINS, 2007). Esta rota metabolica requer a expressdo de inimeras enzimas, sendo

gue mais de 50% destas sdo expressas por um cluster, o cluster tri (KIMURA et al., 2003).

1.9- Principais vias de infec¢cao de Fusarium spp. em milho

A infeccdo do grdo de milho pode ser conseqiiéncia da inoculacdo do estigma com
suspensdo de esporos de Fusarium (MUNKVOLD et al., 1997). F. verticillioides possuem
movimento sistémico em sementes, raizes e colmos, e ja foi documentado com o uso de
varios metodos. Podendo ser transmitido através das sementes infectadas (WILKE et al.,
2007). Estudos realizados por Ducan e Howard (2009), revelaram que esporos de F.
verticilioides aderem sobre o grdo e polen, formando um emaranhado de hifas. Varios estudos

mostram que o fungo ganha acesso para o grao via canal do estigma (WOLF et al., 1952).

Segundo Bacon e Hinton (1996), Fusarium moniliforme (sin.: F. verticillioides) é um
fungo que se comporta como endofito ndo somente em gréos, mais também em folhas, caule e
raizes. Observaram que durante o periodo de colonizagéo, ndo houve mudanca na integridade
na célula e organelas do hospedeiro, sugerindo que o fungo ndo produziu toxinas responsaveis
pela desintegracdo da célula do hospedeiro. Ja em variedades suscetiveis em tecidos com
expressdo de sintomas observaram inicio da separacdo da lamela média das células atacadas,
seguido de colonizacédo intracelular e formacdo de papilas na parede da célula. Em estadio
avancado de colonizacao foi observada destruicdo da integridade das organelas do hospedeiro,
seguido da auséncia da integridade da membrana citoplasmatica e presenca de citoplasma
granulado. A proporc¢éo de infecgdes assintomaticas em grdos de milho pode ser em funcéo do
gendtipo e hospedeiro (KING; SCOTT, 1981).
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Resumo

Os agentes de podriddes de milho séo diversos sendo que 0 grupo que merece destaque o as
especies de Fusarium, grande parte dessas espécies encontra-se dentro do complexo
Gibberella fujikuroi. Os sintomas iniciais das podriddes é a presenca de uma coloracdo rosada
na espiga ou na sua base. Os graos afetados apresentam coloracdo que variam de rosado, rosa-
salmdo a avermelhada ou marrom escuro no estado avancado de podriddo. Este estudo
objetivou identificar as espécies de Fusaruim potencialmente produtoras de fumonisinas em
grédos de milho de procedéncia do Nordeste brasileiro. Foram, avaliadas as caracteristicas
morfologicas, molecular, biologica e de patogenicidade. De um total de 35 isolados utilizados
no teste de patogenicidade, todos foram patogénicos, sendo que 33 isolados apresentaram
colonizacdo sistémica e 2 colonizacao localizada. Em Relacdo a caracterizacdo morfoldgicas,
90% apresentaram caracteristicas morfoldgicas de F. verticillioides, com a predominancia de

microconidios em longas cadeias, a coloracdo dos isolados variaram de branco, salmao,
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violeta e alaranjado. Na andlise bioldgica (inducéo sexual), utilizando testadores bioldgicos de
F. verticillioides. De um total de 95 isolados de procedéncia do Agreste Pernambucano, 72
isolados foram férteis como fémeas e 32 como hermafroditas. 190 isolados foram
caracterizados moleculamente, com a utilizacdo de primers especifico, 142 desde foram
confirmado como F. verticillioides. Selecionaram 120 isolados de F. verticillioides, para
quimiotipagem, 87 isolados apresentaram o gene VERTF e 49 o gene FUM 53F. Pesquisa,
realizada no Rio Grande do Sul confirmaram alta frequéncia de ambos 0s genes para F.

verticillioides.

Introducéo

O Brasil é o terceiro produtor mundial de grdos de milho (Zea mays L.), ficando atras
dos Estados Unidos e China. Utilizado extensivamente na alimentacdo humana e racdo
animal. Esta € uma cultura de importancia econémica e social produzido em praticamente
todas as regifes do Brasil, sobretudo Nordeste onde é considerado alimento basico da
populacdo, sendo fonte de energia para muitas pessoas que vivem no semi-arido. Pela sua
versatilidade de uso, ¢ um dos mais importantes produtos do setor agricola no Brasil (Castro

et al, 2009).

Doencas em milho ocasionadas por espécies de Fusarium ocorrem mundialmente,
acarretando varios danos (Ares et al, 2004), significativas perdas em campo (Logrieco et al,
2002) além de perda da qualidade dos produtos em decorréncia da contaminagdo com
micotoxinas (Wu, 2007). Dentre todos os produtos agricolas, o0 milho é o que apresenta o0s
mais altos niveis de contaminacdo por micotoxinas produzidas por Fusarium (Munkvold,

2003).
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As espécies Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum e Fusarium subglutinans
sdo agentes causais de doencas em plantulas, raiz, colmo, espiga e em grédos de milho.
Infecgbes assintomaticas podem ocorrer em toda planta e a transmissdo do patogeno via
semente, podera acarretar infecgdes sistémicas que irdo posteriormente afetar os graos.

(Munkvold & Desjardins, 1997).

As micotoxinas produzidas por espécies de Fusarium incluem representantes dos
tricotecenos, zearalenona e fumonisinas. Diversos trabalhos realizados no Brasil e no mundo
relatam um grande nimero de amostras de milho contaminadas com micotoxinas, sendo as
fumonisinas as de maior ocorréncia (Kawashima & Soares, 2006). A producdo destes
metabdlicos € influenciada por fatores bioldgicos, quimicos e fisicos. Dentre os bioldgicos
destacam-se a viruléncia do patégeno e a susceptibilidade do hospedeiro. Como fator
quimico, destaca-se 0 uso de fungicidas, que ao atuarem controlando a doenga contribuem
para a diminuicdo na contaminagdo por micotoxinas. Entre os fatores fisicos temos a
temperatura, umidade, infestagcdo por insetos e armazenamento (Ramos, 2008). A presenca de
fumonisinas em milho tem sido relacionada ao céncer de esdfago em habitantes na zona de
Transkei, Africa e China (FAO, 2003), edema pulmonar em suinos (Colvin & Harrison, 1992)

e em eqinos causa leucoencefalomalécia (Brabet et al., 2005).

A taxonomia de fungos baseada em critérios morfologicos esta sofrendo mudancas
apoiadas em resultado da aplicacéo de técnicas moleculares na caracterizacéo de populagdes e
na reconstrugdo das relagdes filogenéticas entre as espécies. O género Fusarium é um
exemplo que ilustra o crescente ndmero de espécies ainda em descoberta ou sendo
reconhecidas. A maioria dos fitopatologistas estdo familiarizados com a controvérsia
taxonébmica desse género e com os diferentes conceitos aplicados no reconhecimento de
especies, que explicam em parte a disparidade em namero de espécies no periodo de 1935 a

1983. Trés complexos de espécies sdo os exemplos mais especificos dessa mudanca. O
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complexo Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenn, o complexo Fusarium solani (Mart) Sacc e

o complexo F. graminearum (Seifert, 2006).

As espécies de Fusarium patogénicas e produtoras de micotoxinas em milho estdo
contidas no complexo G. fujikuroi, o qual encerra grande parte das espécies da Secao Liseola.
Estas espécies eram identificadas como Fusarium moniliforme J. Sheld. até a década de 1990.
Porém, com os estudos de filogenia com base na analise de genes (O’Donnell et al., 1998;
2000) e os estudos de compatibilidade sexual ( Leslie & Summerell, 2006), est4d morfo-
espécie foi subdividida em vérias espécies biolégicas e ou filogenéticas. Dentre estas
espécies, F. verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans, ocorrem comumente em milho,
sendo a primeira a mais freqiiente. Em 2003, os principais pesquisadores no género Fusarium
publicaram uma nota ressaltando a importancia social, cientifica e econémica de ndo se

utilizar mais o nome F. moniliforme (Seifert et al 2003).

A identificacdo de espécies de Fusarium envolve conceitos de caracterizacao
morfologica, baseada na similaridade de fatores denominados morfoldgicos; de espécie
morfoldgica, baseada na similaridade dos caracteres morfoldgicos; a de espécie bioldgica,
baseada na compatibilidade sexual entre membros da mesma espécie; e o conceito de espécie
filogenética, baseada na analise de seqiiéncias génicas (O’Donnel et al., 2000; Summerell et
al. 2003; Leslie & Summerell, 2006). O reconhecimento de espécies de Fusarium,
especialmente as que ocorrem associadas ao milho, realizado somente pelas caracteristicas
morfolégicas ndo é suficiente, podendo levar a identificacdo errénea quando utilizado como
unico critério. Isto decorre da grande plasticidade e similaridade dos marcadores morfoldgicos
entre as espécies, sendo necessario o emprego de técnicas complementares como métodos
moleculares e cruzamentos, para as espécies que tém fase sexuada, e 0 uso de protocolos
baseados em PCR, que utilizam primers especificos, para a identificacdo de F. verticillioides,

F. proliferatum e F. subglutinans (Mule et al., 2004; Leslie & Summarell, 2006).
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Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivo identificar as espécies de
Fusarium potencialmente produtoras de micotoxinas associadas a grdos de milho no Nordeste
do Brasil, por técnica de PCR, cruzamentos com isolados testadores de espécies biologicas e
complementacdo com caracteres morfoldgicos, seguido da identificacdo de gene codificante
para fumonisinas das espécies de F. verticillioides e teste de patogenicidade em plantas de

milho.

Material e Métodos

Coleta das amostras

Foram analisadas 50 amostras, com grdos assintomaticos, compostas de
aproximadamente de 1 Kg cada, obtidas da safra 2009/2010/2011, foi obtido, sendo cada
amostra de aproximadamente 1 kg. Procedentes dos Estados de Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranh&o, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Piaui. As mesmas foram armazenadas em

saco de papel e acondicionadas a 4°C até o isolamento de Fusarium.

Teste de sanidade

Cem gréos de cada amostra foram selecionados ao acaso e desinfestados com alcool
etilico a 70% e hipoclorito de sodio a 2%. Em seguida, dispostos de maneira eqidistante em
placas de Petri contendo trés folhas papel de filtro autoclavado e umedecido com agua
destilada e esterilizada e incubadas em bancada a temperatura ambiente (23 a 28°C). Apds
24h de incubacdo, as sementes foram colocadas em freezer -20 °C por 24h e finalmente

depositadas a bancada para incubagéo por mais oito dias.



119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

Isolamento de Fusarium spp.

O isolamento foi realizado a partir de grdos com crescimento de aspecto cotonosa.
Fragmentos de micélio caracteristicos de Fusarium foram transferidos para meio batata-
dextrose-a4gar (BDA), utilizando-se uma agulha metalica previamente esterilizada. As placas
foram incubadas em camara de crescimento tipo BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12h por sete
dias. De cada isolado realizou-se prepara¢do microscopica, para confirmar se o referido fungo

se tratava de Fusarium.

Para obtencdo de culturas monosporicas, por¢bes do isolamento fungico em BDA
foram transferidas para um tubo de ensaio com 5 mL de &gua destilada e esterilizada e agitada
em vortex. Uma pequena aliquota foi transferida para meio agar-agua e espalhada com uma
alca de Drigalski. Ap6s 24 h as placas foram observadas em microscopio estereoscopio,
retirando conidio com a presenca de um tubo germinativo, tranferindo-o para meio BDA,

seguido de incubagdo em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 h por sete dias.

Preservacdo dos isolados e Caracterizacdo morfoldgica

Os isolados obtidos neste estudo foram preservados em agua destilada esterilizada a 10
°C (Castellani, 1939) na Colegdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Profa. Maria
Menezes” - CMM, do Programa de Pds-Graduagdo em Fitopatologia, Setor de Fitossanidade,

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife - PE.

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados foi realizada de acordo com Lima et al
(2009), sendo estes cultivados nos meios BDA e agar pobre em nutrientes (SNA). O BDA, foi
utilizado para avaliacdo da taxa de crescimento micelial e a pigmentagdo da coldnia. Para
determinacdo da taxa de crescimento micelial, um disco de micélio foi transferido para o

centro de uma placa de Petri contendo BDA, seguido de incubacédo a 25°C no escuro, por trés
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dias. ApoOs esse periodo foram tomadas medicdes do didmetro ortogonal das culturas
crescidas. Para a avaliacdo da pigmentacdo da colonia um disco de micelio foi transferido
para 0 centro de uma placa de Petri contendo BDA, seguido de incubacdo a 20°C com

fotoperiodo de 12 h de luz branca mais luz negra e 12 h no escuro, por 10 al4 dias.

Em SNA foram observados caracteristicas micromorfologicas, com fragmentos secos
e esterilizados de folhas de cravo (Dianthus caryophyllus L.). Apos 10 a 14 dias de incubacao
a 20°C, fotoperiodo de 12 horas sob luz branca fluorescente mais luz negra e 12 horas no
escuro, registrou-se a presenca ou ndo e cor de esporodoquios; freqliéncia, tamanho, formato e
origem de microconidios e macroconidios; tipos de fialides, presenca ou ndo de

clamiddsporos, presenca ou ndo de microgonidios em falsas cabegas.

Extracao de DNA, identificacédo das espécies por PCR e amplificacédo de gene codificante

das fumonisinas

A extracdo do DNA gendmico dos isolados de Fusarium obtidos neste estudo foi
realizada utilizando-se o kit “AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep”, fornecido pela
empresa Axygen Biosciences, Union City, CA, Estados Unidos. A biomossa para extragdo de
DNA foi produzida por meio da inoculacdo de suspensdo de esporos em 4 mL do meio agua
pobre em nutrientes (SNA sem &gar) + 1 mL do complexo vitaminico Revitan® (SNV), em
tubo de ensaio de vidro de 10 x 1,6 cm. A incubag&o foi realizada com agitagdo manual (2
vezes ao dia), por trés dias a 25°C, periodo apds o qual a biomassa foi transferida para um
microtubo de 1,5 mL utilizando-se uma pipeta automatica de 1000 uL de capacidade com a
extremidade da ponteira cortada. A amostra foi centrifugada a 10.000xg por 1 min, para
formacgéo de precipitado e sobrenadante. O sobrenadante (meio de cultura) foi descartado,
ficando apenas o precipitado (biomassa fungica). Ao final da extragdo de DNA, as amostras

foram analisadas por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com SYBR Safe,
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Invitrogen Brasil, e a quantificacdo e mensuracdo do tamanho do DNA gendmico foram
realizadas por comparacao de altura e intensidade de banda com o marcador 1 Kb Ladder
(Invitrogen, Brasil). As imagens do DNA genémico no gel foram capturadas com o sistema
Gel Logic 112 (Kodak), acoplado a um transiluminador UV. A concentragdo de DNA

gendmico foi ajustada para 4-20 ng.pL™.

A identificagdo dos isolados foi realizada utilizando-se o protocolo de PCR de Mulé et
al (2004), com os primers VER1(5-CTTCCTGCGATGTTTCTCC-3) e VER2 (5'-
AATTGGCCATTGGTATTATATATCTA-3"), para F. verticillioides, e PRO1 (5-
CTTTCCGCCAAGTTTCTTC-3") e PRO2 (5"-TGTCAGTAACTCGACGTTGTTG-3") para
F. proliferatum. O primeiro par de primers amplifica um fragmento de 578 pb e o segundo
amplifica um fragmento de 585 pb do gene da calmodulina. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para cada isolado conteve um volume total de 20 pL, com as seguintes
concentragdes finais dos reagentes: Tampéo da PCR (1X), MgCI2 (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM
de cada dNTP), Primers (15 pmol de cada primer), Taq DNA polimerase (0,5 U por reacéo) e
DNA gendmico (4-20 ng). A PCR foi realizada utilizando-se as seguintes condigdes:
desnaturacdo a 95°C por 5 min; 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 50 s, anelamento a 56°C
por 50 s, extensdo a 72°C por 1 min; extensao final a 72°C por 7 min, seguido de refrigeracédo
a 4°C até a retirada das amostras do termociclador (modelo MasterCycler, Eppendorf). A

visualizacdo do resultado da PCR foi feita como citado anteriormente para 0 DNA gendmico.

A amplificacdo de parte de gene envolvido na producdo de fumonisinas foi realizada
utilizando-se o protocolo de PCR de Patifio et al (2004), com os primers VERTF-1(5"-
GCGGGAATTCAAAAGTGGCC-3) e VERTF-2 (5"-GAGGGCGCGAAACGGATCGG-
3), e de Sanchez-Rangel et al (2005), com os primers FUM53F (5'-
CTTGAACGCGGAGCTAGATTAT-3") e FUMS53R (5°-

ATCCGTGTATGCATATGTCGAG-3"). O primeiro par de primers amplifica um fragmento
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de 400 pb do gene FUM5/FUMBS, e o segundo amplifica um fragmento de 354 pb do gene
FUML1. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para cada isolado conteve um volume total
de 20 uL, com as seguintes concentracdes finais dos reagentes: Tampéo da PCR (1X), MgCI2
(1,5 mM), dNTPs (0,2 mM de cada dNTP), Primers (15 pmol de cada primer), Tag DNA
polimerase (0,5 U por reacdo) e DNA genémico (4-20 ng). A PCR foi realizada utilizando-se
Para os primers VERTF-1/VERTF-2: A PCR foi realizada nas seguintes condigdes:
desnaturacao a 94°C por 1 min e 25 s; 25 ciclos de desnaturacao a 95°C por 20 s, anelamento
a 62°C por 20 s, extensdo a 72°C por 45 s; extensdo final a 72°C por 5 min, seguido de
refrigeracdo a 4°C até a retirada das amostras do termociclador (modelo MasterCycler,
Eppendorf). J& para os primers FUM53F/FUM53R, as condi¢des da PCR foram: desnaturacao
a 94°C por 3 min; 27 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 40 s, anelamento a 56°C por 40 s,
extensdo a 72°C por 40 s; extensdo final a 72°C por 7 min, seguido de refrigeracdo a 4°C até a
retirada das amostras do termociclador (modelo MasterCycler, Eppendorf). A visualizacdo do

resultado da PCR foi feita como citado anteriormente para o DNA gendmico.
Cruzamentos com testadores de Gibberella moniliformis

Para avaliar a taxa de fertilidade de isolados do Agreste de Pernambuco, isolados
testadores de Gibberella moniliformis Wineland de tipos opostos com mating types
conhecidos (KSU 00149 MATA-1 e KSU 00999 MATA-2) foram cruzados com isolados
obtidos do campo. Os isolados do parental masculino (isolados do campo) foram cultivados
em tubo de ensaio contendo BDA com 1 mL de polivitaminico Revitam®, enquanto que os
hermafroditas (testadores) foram cultivados em placas de Petri (60x15 mm) contendo meio
cenoura-agar. A incubacéo foi realizada a 20-22 °C sob 12h de luz fluorescente combinada
com luz negra e 12h de escuro por 7 dias. Apés este periodo obteve-se uma suspensdo de
esporos do parental masculino, pela adi¢do de 2 mL de solucdo de Tween 80 a 2,5%. Sendo a

liberacdo dos esporos feita pela friccdo da superficie da colénia. Em seguida, a suspensdo foi
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adicionada a superficie da colonia do parental feminino. Com uma al¢a de Drigalski,
espalhou-se a suspensdo de forma uniforme para umedecer o micélio. O papel dos parentais
foi invertido posteriormente em cruzamentos reciprocas e o0s isolados que produziram
cruzamentos férteis (com exsudacdo de um cirro de ascdsporos), quando utilizado como
parental masculino e feminino, foram considerados hermafroditas (Leslie & Summerell,

2006).

Teste de patogenicidade

Os testes para de patogenicidade em colmo de milho foram realizados segundo o
protocolo de Damicone et al. (1988) com algumas adaptacbes. Sementes previamente
submetidas a desinfestacdo ou termoterapia foram semeadas em vasos perfurados com a
capacidade de 1 L, contendo solo do tipo (latossolo amarelo distrocoeso humico, textura
argilosa). A desinfestagdo foi feita pela imersdo das sementes em &lcool 70% por 30s, solucdo
de hipoclorito de sédio 1% por um min e enxagle duplo com agua destilada. O tratamento
termoterapico seguiu a metodologia de (Coutinho et al., 2007) em que as sementes foram
imersas em agua quente (60°C) por um periodo de 10 min. e secas em papel filtro em camara
de fluxo laminar por duas horas. Ap6s semeadura 0s vasos, cada um contendo duas sementes
a 1 cm de profundidade, foram mantidos em casa de vegetacao e distribuidos ao acaso sobre
bancadas. A avaliacdo da patogenicidade dos isolados de Fusarium foi determinada pela
inoculacdo do colmo de plantas de milho, pelo emprego de palitos de dentes esterilizados,
apos o contato de uma das pontas com a superficie do meio para retirada de um pouco de
micelio. A inoculacdo foi realizada em plantas de milho, 20 dias apds a germinacédo, pela
insercdo das pontas dos palitos que continham estruturas fangicas. A perfuragdo do colmo foi
a aproximadamente 1 cm da linha do solo e os palitos foram mantidos no local por um
periodo de 48 h. Dez dias apds inoculacdo procedeu a avaliacdo. O delineamento

experimental foi em blocos casualizados com quatro repeti¢cbes por tratamento, sendo cada
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repeticdo constituida de um vaso com duas plantas. No total, foram avaliados 36 tratamentos,
sendo 35 isolados e uma testemunha nao inoculada. Os isolados para teste de patogenicidade
foram selecionados baseados nas caracteristicas de coloracdo em BDA, taxa de crescimento

micelial e pela estruturas formadas em SNA.

Resultados e Discussao

De 190 isolados analisados por critérios morfologicos, 150 foram identificados como
sendo F. verticillioides. Ja através de critérios moleculares, primers especifico VER 1/2 houve

amplificacdo de 142 isolados.

A predominéncia de espécies de F. verticillioides confirma resultados (Munkvold,
2003), que rela F. moniliforme, posteriormente denomino F. verticillioides, é a espécie
dominante associada a podriddo da base da espiga, juntamente com F. proliferatum e F.

subglutinans.

Rahjoo et al (2008), em estudos realizados no Ird, obteveram uma populacéo de 191
isolados, 140 dos quais confirmados como F .verticillioides, com base nas caracteristicas
morfoldgicas. Segundo o autor, a identificacdo morfolégica pode ndo ser suficiente para
identificar espécies de Fusarium, especialmente quando se trata do complexo G. fujikuroi.
Algumas espécies desse complexo sdo muito similares, podendo ser identificadas
erroneamente. F. verticillioides e F. thapsinum s&o muito similares, ambos produzem

microconidio em longas cadeias.

Estudo realizado por Querales, (2010), em 18 amostras de sementes de milho hibridos
coletados nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia, Parana, Rio Grande do Sul e Mato

Grosso do Sul da safra 2001 a 2006. Obteve-se 100 isolados, com a utilizagdo de primers
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especificos, sendo que destes noventa e trés isolados amplificaram para F. verticillioides,

quatro para F. proliferatum e dois F. subglutinans e um como Fusarium sp.

Trabalhos, recentes realizados na Argentina, Sampietro et al (2010) apresentaram
incerteza em 30% das identificacdes morfoldgicas realizadas para determinacdo de isolados

do complexo Gibberella fujikuroi.

Doencas em milho causadas por espécies de Fusarium ocorrem mundialmente,
causando varias danos Ares et al, (2004), significativas perdas em campo Logrieco et al,
(2002) e perda da qualidade dos produtos colhidos através da contaminacdo com micotoxinas
Wu (2007). De todos os produtos agricolas, milho é o que mostra altos niveis de

contaminacgdo por micotoxinas produzidos por Fusarium Munkvold (2003)

Stumpt (2011) ao realizar levantamento de Fusarium associado a grédo de milho no Rio
Grande do Sul, obteve uma populacdo de 304 isolados de Fusarium spp, sendo trés do
complexo Gibberrela fujikuroi (F. verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans) e F.
graminearum. Dessa populacdo 264 isolados foram identificados como F. verticillioides, 21

como F. graminearum, quatro de F. subglutinans e dois isolados F. proliferatum.

Observa-se em grande parte dos trabalhos realizados com o patossistema milho x
Fusarium spp, existe uma predominancia de F. verticillioides, isto provavelmente é em
funcdo de tratar-se de um patégeno com ampla distribuicdo geogréfica, especifico do milho,
causando podriddo do colmo e espiga resultando em significativas perdas no campo Leslie &

Summerell (2006).

Ja no México Rodrigues-Moralez et al (2007), obtiveram uma alta diversidade de
espécies de Fusarium associadas a cultura do milho. Dentre estas destacam F. verticillioides,

F. poae, F. subglutinans, F. solani, F.napiforme e F. pseudonygamai. Provavelmente, esta
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diversidade de especie ¢ em funcdo da coevolucdo Zea mays L e Fusarium spp, uma vez que

0 milho possui seu centro de origem na regido do México.

Na Suica (Dorn et al, 2009), obtiveram um grande nimero de espécies de Fusarium
associado a gréos e colmos, totalizando 5620 isolados. Desse total 2385 obtidos de gréos e
3235 de colmos. Nos grédos F. verticillioides, F. graminearum, F. proliferatum, F.
subglutinans e F. crookwellense foram as espécies predominantes. A ocorréncia de F.
crookwelense e F. subglutinans com uma significativa prevaléncia foi favorecida,
provavelmente, por de regides temperadas. Para os isolados obtidos do colmo F. equiseti, F.
verticillioides, F. graminearum, F. crookwellense e F. subglutinans foram as mais
prevalentes. A possivel explicacdo pela prevaléncia da maior incidéncia de Fusarium equiseti
no colmo, provavelmente é em funcdo de tratar-se de um patégeno cosmopolita, seguido de

caracteristicas de saprofitismo e invasor secundario Leslie & Summerell (2006).

Para um numero de 120 isolados de F. verticillioides obtidos de graos assintomaticos
48 apresentaram o gene FUM, sendo a PCR realizada com primers FUM 53 R/F e 83
amplificaram quando utilizou-se o primer VERT F. A n&o amplificacdo dos outros isolados
foi provavelmente em funcéo do baixo rendimento na extracdo de DNA. A primeira pesquisa
realizada no Brasil, quanto a presenca do gene FUMS foi realizado por Otoni (2008), onde
observou a presenga do gene em 80% das avaliacBes, sendo a freqtiéncia dos isolados que
tiveram identificagdo positiva variou de safras e anos. Esta variagdo pode ser atribuida a

interferéncia dos fatores ambientais na biossintese.

Pelas caracteristicas morfologicas 95% dos isolados formaram microconidios em
cadeias longas e em falsas cabecas. Pela descricdo de Leslie & Summerell (2006),
F.verticillioides produz microconidios em cadeias longas, ndo sendo observado “falsa cabega”

para a referida espécies. Portanto, Querales (2010), contrariamente observou que de 100
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isolados de Fusarium spp, setenta e sete produziram em SNA microconidios em cadeias
longas ¢ em “falsa cabega”, em estudos utilizando critérios moleculares os mesmos setenta e

sete isolados foram identificados como F. verticillioides.

Em relacdo a formacdo de macroconidios apenas cinco isolados produziram
esporodoquios com coloracdo alaranjada. Os macroconidios apresentaram formato falcado
com 3-5 septos. Segundo Leslie & Summerell, (2006) a auséncia da formacgdo de
esporodoquios € uma caracteristica do complexo de espécies Gibberella fujikuroi, seguido do
namero de septos do macroconidio e coloragdo do esporodoquios. Nenhum dos isolados
apresentaram presenca de clamiddsporos, estrutura presente nas espécies F. nygamai, este
patogeno foi identificado como agente causal de lesGes em raizes de sorgo, mas também
podem ser obtido de algoddo, milho, gramas nativas, arroz e solo Leslie & Summerrel,
(2006). Provavelmente, F. nygamai, pode ser confundido com F. oxysporum, espécie esta
pertencente a se¢do Elegans. No entanto, F. nygamai, pode ser distinguido pela formagéo de
microconidios apenas em “falsa cabe¢a” e formagao de clamidosporos tnicos ou em pares,

mas nunca em cadeias Burgess & Trimboli (1986).

Segundo Querales (2010), é necessaria a combinacdo de diferentes critérios para
identificacdo de espécies do género Fusarium, principalmente quando se trata do complexo de

espécie Gibberella fujikuroi.

Dos 35 isolados utilizados nas inoculagcfes, todos foram patogénicos, com evidéncia
de coloracdo amarronzada no centro do colmo, trinta e trés apresentaram colonizagéo
sisttmica (Fig 1. B-C) e dois apresentaram colonizagéo localizada (Fig. D). Para os isolados
CMM 3378 e CMM 3321 foram observado presenca de estrias marron a vermelha nas folhas
(Fig 1.E). O isolado CMM 3324 além de possuir colonizacéo sistémica, teve a capacidade de

causar podriddo-mole n medula do colmo (Fig 1. H). O re-isolamento do patdgeno confirmou
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gue os sintomas eram ocasionados pelas espécies inoculadas. Estd caracteristica de
sistematicidade ja foi confirmada em sementes, raizes, colmo e espigas por diversos autores
Brown et al (2001), Munkvold & Carlton (1997), Munkvold et al (1997), Reid et al, (2002) e

Yates et al (1999).

De uma populacgéo de 95 isolados de procedéncia do Agreste pernambucano, obteve-se
72 cruzamentos férteis de fémea estéreis e 32 cruzamentos de hermafroditas. A partir de uma
semana ap0s 0 cruzamentos observaram os primeiros sinais de protoperitécios de coloracao
negra sobre o meio. Ao completar 3 semanas do cruzamentos iniciaram as primeiras
evidéncias de exsudacao de cirros ascosporos de coloracdo amarela . Os isolados CMM 3324,
CMM 3331, CMM 3434, CMM 3326, CMM 3442, CMM 3435, CMM 3376, CMM 3354 e
CMM 3374 (Figs. 3), foram altamente férteis com uma intensa producdo de peritécios

seguido dos primeiros sinais de exsudacao de ascOsporos com apenas 2 semanas.
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CAPITULO FIGURAS

FIGURA 1. Principais sintomas resultante teste de patogenidade. A- Sintoma reflexo no
ponto de inoculagdo, B- Seta Indicando sinais de Fusarium verticilioides, C- Estrias na

nervura principal, colonizagdo causada por F. Verticillioides, D- Colmo evidenciando
colonizacdo localizada, E- Colmo evidenciando colonizagdo sistémica, F- Descoloragdo em
resposta a colonizagao, G- enrolamento da folha central e H- Sintomas de podriddao mole .
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FIGURA 2: Coloragdo em de Fusarium spp realizada em BDA. A-B-G coloragdo Salmao, C-H

coloracao violeta e E- coloracdo branca e | Coloragao alaranjada.
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FIGURA 3. Resultado de cruzamentos (inducdo sexual) de Fusarium verticillioides, utilizando

meio de cenoura-agar, note estruturas de coloracao negra sobre a superficie do meio,
correspondente a presenca de peritécios de Gibbrella moniliformis.
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FIGURA 4: Principais eventos observados na inducdo sexual de Gibberella moniliformis . A- Presenca de

protoperitécios, B- Peritécios de coloragdo negra, C- seta indicando os primeiros sinais de exsudagdo de
ascosporos e D- Seta indicando presenca de cirros de ascésporos.




23

FIGURA 5: Gibberella moniliformes com peritécios apigmentados: A- Presenca de peritécios de

coloragdo alaranjada, B- Seta indicando primeiras evidéncias de exsudacdo e C- Seta indicando
cirro de ascésporos.
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FIGURA 6: Seta indicando amplificacdo espécie- especifica com os primers

VERT % para Fusarium verticillioides (600 pb).
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Tabela 1: Relagdo de isolados utilizados no estudo

ISOLADOS MUNICIPIO ESTADO ID. MOLECULAR QUIMIOTIPAGEM
CMM 3601 FRANCISCO SANTOS  PI F. VERTICILLIOIDES + +
CMM 3408 FRANCISCO SANTOS PI F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3392 FRANCISCO SANTOS PI F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3424 JOAO DOURADO Pl F. VERTICILLIOIDES -
CMM 3388 PICOS PI F. VERTICILLIOIDE S -
CMM 3475 PICOS Pl F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3494  PICOS Pl F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3321 CAETES PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3502 CAETES PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3317 CAETES PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3319 CAETES PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3333 CAETES PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3321 CAETES PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3328 CAETES PE F. VERTICILLIOIDES -
CMM 3332 CAETES PE F. VERTICILLIOIDES +-
CMM 3573 LAJEDO PE F. VERTICILLIOIDES -
CMM 3568 LAJEDO PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3550 LAJEDO PE F. VERTICILLIOIDES _
CMM 3562 LAJEDO PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3546 LAJEDO PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3563 LAJEDO PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3570 LAJEDO PE F. VERTICILLIOIDES
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ISOLADOS MUNICIPIO ESTADO ID. MOLECULAR  QUIMIOTIPAGEM
VERT F FUM 53F
CMM 3320 LAJEDO PE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3442 LAJEDO PE F. VERTICILLIOIDES ~ _ _
CMM 3378 SAO JOAO PE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3374 SAO JOAO PE F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3598 SAO JOAO PE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3394 SAO JOAO PE F. VERTICILLIOIDES ~ _ +
CMM 3316 SAO JOAO PE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3591 SAO JOAO PE F. VERTICILLIOIDES  + +
CMM 3344 ANGELIM PE F. VERTICILLIOIDES ~ _ _
CMM 3363 ANGELIM PE F. VERTICILLIOIDES  + _
CMM 3330 ANGELIM PE F. VERTICILLIOIDES  + +
CMM 3358 ANGELIM PE F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3328 CANHOTINHO PE F. VERTICILLIOIDES  + _
CMM 3326 CANHTINHO PE F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3592 CANHOTINHO PE F. VERTICILLIOIDES  + _
CMM 3588 CANHOTINHO PE F. VERTICILLIOIDES  + _
CMM 3436 CANHOTINHO PE F. VERTICILLIOIDES  + +
CMM 3597 CANHOTINHO PE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3352 CANHOTINHO PE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3354 CANHOTINHO PE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3357 CANHOTINHO PE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3446 TERESINHA PE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3587 TERESINHA PE F. VERTICILLIOIDES ~ _ _
ISOLADOS MUNICIPIO ESTADO IDEN. MOLECULAR QUIMIOTIPAGEM

VERT F

FUM 53F




CMM 3323

CMM 3324

CMM 3327

CMM 3314

CMM 3377

CMM 3329

CMM 3335

CMM 3349

CMM 3365

CMM 3435

CMM 3325

CMM 3315

CMM 3331

CMM 3438

CMM 3375

CMM 3376

CMM 3517

CMM 3370

CMM 3322

CMM 3456

CMM 3517

CMM 3526

CMM 3464

CMM 3462

CMM 3514

CHA-GRANDE
CHA- GRANDE
CHA-GRANDE
CHA-GRANDE
CHA-GRANDE
CORRENTES
CORRENTES
CORRENTES
CORRENTES
CORRENTES
LAGOA OURO
LAGOA OURO
GARANHUNS
GARANHUNS
JUCATI
JUCATI
JUCATI
CAMUCI S. FELIX
VITORIA S’ ANTAO
S. Uiz

S. Uiz

S. Uiz

S. LuIZ

S. Uiz

S. LUIZ

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

MA

MA

MA

MA

MA

MA

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F.VERTICILLLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

27

ISOLADOS

MUNICIPIO

ESTADO

IDEN. MOLECULAR

QUIMIOTIPAGEM

VERT F FUM 53F
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CMM 3533 S.LUIZ MA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3450 S. LUIZ MA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3530 S. LuIz MA F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3515 s. LIz MA F. VERTICILLIOIDES ~ _ +
CMM 3524 s. LIz MA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3525 s. LIz MA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3528 s. LIz MA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3529 5. LUIZ MA F. VERTICILLIOIDES ~ _ _
CMM 3531 5. LUIZ MA F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3452 BARRA CORDA  MA F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3519 BARRA CORDA  MA F. VERTICILLIOIDES ~ _ _
CMM 3527 BARRA CORDA  MA F. VERTICILLIOIDES ~ _ _
CMM 3509 BARRA CORDA  MA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3586 BARRA CORDA  MA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3429 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES  + +
CMM 3477 ED. MAGALHAES  BA F. VERTICILLIOIDES  + _
CMM 3559 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES  _ _
CMM 3540 ED. MAGALHAES  BA F. VERTICILLIOIDES  + _
CMM 3555 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES  _ _
CMM 3493 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES  + +
CMM 3432 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES  + +
CMM 3467 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES  + _
CMM 3507 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES _ _
CMM 3539 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES _ _
CMM 3506 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES  + _
ISOLADOS MUNICIPIO  ESTADO IDEN. MOLECULAR  QUIMIOTIPAGEM




29

VERT F FUM 53F

CMM 3537 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3384 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3513 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES _
CMM 3491 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES _
CMM 3486 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES _
CMM 3478 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES _
CMM 3518 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES +
CMM 3428 ED. MAGALHAES ~ BA F. VERTICILLIOIDES ~ _ +
CMM 3545 JUAZEIRO BA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3404 JUAZEIRO BA F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3415 JUAZEIRO BA F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3511 JUAZEIRO BA F. VERTICILLIOIDES ~ _ +
CMM 3512 J. DOURADO BA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3423 J. DOURADO BA F. VERTICILLIOIDES  + _
CMM 3424 J. DOURADO BA F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3425 J. DOURADO BA F. VERTICILLIOIDES ~ _ _
CMM 3425 J. DOURADO BA F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3426 J. DOURADO BA F. VERTICILLIOIDES ~ _ +
CMM 3427 J. DOURADO BA F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3519 FORTALEZA CE F. VERTICILLIOIDES ~ + _
CMM 3457 FORTALEZA CE F. VERTICILLIOIDES ~ + +
CMM 3459 FORTALEZA CE F. VERTICILLIOIDES ~ _ +
CMM 3460 FORTALEZA CE F. VERTICILLIOIDES e .
ISOLADOS MUNICIPIO ESTADO IDEN. MOLECULAR  QUIMIOTIPO

VERTF FUMS53F




CMM 3468

CMM 3466

CMM 3399

CMM 3400

CMM 3401

CMM 3381

CMM 3498

CMM 3403

CMM 3585

CMM 3580

CMM 3581

CMM 3582

CMM 3583

CMM 3585

CMM 3589

CMM 3590

CMM 3604

FORTALEZA

FORTALEZA

FORTALEZA

FORTALEZA

FORTALEZA

FORTALEZA

FORTALEZA

PENTECOSTES

MOSSORO

MOSSORO

MOSSORO

MOSSORO

MOSSORO

MOSSORO

MOSSORO

MOSSORO

MOSSORO

CE

CE

CE

CE

CE

CE

CE

CE

RN

RN

RN

RN

RN

RN

RN

RN

RN

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICIILIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES

F. VERTICILLIOIDES
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+ Isolados com o gene preditivo para fumonisinas

_ Isolados sem o gene preditivo para fumonisinas

¢ |solados onde ndo foram realizados quimiotipagem para fumonisinas
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CONCLUSOES

A partir dos resultados deste estudo conclui-se que a espécie predominante no
Nordeste do Brasil associadas a graos de milho é Fusarium verticillioides. Todos 0s
isolados utilizados no testes de patogenicidade foram patogénico, com a predominancia
de colonizagéo sistémica. Alguns isolados identificados possuem o gene FUM, sendo
potencialmente produtores de fumonisinas. A maior parte dos isolados de F.
verticillioides de origem no Agreste pernambucano séo do mating type MATA-2, sendo
altamente férteis em cruzamentos com o mating type MATA-1. Existe uma taxa
significativa de hermafroditismo na populacdo do Agreste de Pernambuco e alta
probabilidade de geracdo de variabilidade genética por hibridacdo. O isolado CMM
3316 apresentou formacdo de peritécios de coloracdo amarela, a possivel hipdtese € a

auséncia do gene de pigmentagéo.



