ISBN 978-85-8084-603-4

ENCONTROINTERNACIONAL DE 22/25L1
PRODUCAOCIENTIFICA  OUTUBRO ‘ %

IDENTIFICACAO E PRiEVALENCIA DE ESPECIES DE FUSARIUM
ASSOCIADAS A GRAOS DE MILHO NO ESTADO DO PARANA

Cleiltan Novais da Silva'; Jéssika Angelotti?;
Danilo Lima das Neves °, Dauri José Tessmann®*

RESUMO: Diversas espécies de Fusarium afetam a cultura de milho (Zea mays), causando a morte de
plantulas e podriddes em raizes, colmos e espigas, e adicionalmente, contaminacdo de grdos por
micotoxinas. Porém, informac¢des sobre principais espécies de Fusarium associados a doencas do milho no
Parana, sdo escassas. Desta forma, o objetivo deste estudo foi identificar as principais espécies de
Fusarium associados a podriddes da espiga do estado do Parani, bem como seu potencial
micotoxicogénico. Para isso, 191 isolados monospéricos foram obtidos das principais regiées produtoras do
estado do Parana. As espécies foram identificadas mediante o emprego de PCR com ‘primers’ espécie-
especificos. Verificou-se que a espécie predominante em todas as regides pesquisadas foi F. verticillioides
(88,4 % das amostras), seguida de F. graminearum (10,9%), e em menor frequéncia F. subglutinans. A
maior parte dos isolados de F. graminearum (72,5%) foi originado da regido Centro-Sul do Parana. Os
guimiotipos de isolados de F. graminearum encontrados foram nivalenol (NIV) (80,9%) e 15-
acetildesoxinivalenol (15-ADON), neste estudo néo foi encontrado o tipo 3-acetildesoxinivalenol (3-ADON).
Todos os isolados de F. verticillioides foram positivos para fumonisinas.

PALAVRAS-CHAVES: PCR; Micotoxinas; Graos ardidos.

1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa posicado de destaque em relagcdo ao milho, ocupando a terceira
posicdo dentre os principais produtores mundiais, atras dos Estados Unidos e China. O
milho é cultivado em praticamente todo o territorio brasileiro, no entanto os estados do
Sul, Sudeste e Centro-Oeste, regido denominada de Centro-Sul, responde por 88,5% da
producgéo nacional. Apesar da grande importancia econdomica do milho no Brasil, poucos
estudos encontram-se publicados sobre ocorréncia de espécies de Fusarium associados
as podriddes de espigas e graos nas diferentes regibes produtoras, bem como do seu
potencial micotoxicogénico.

Estudos de ocorréncia, prevaléncia, patogenicidade e perfil de micotoxinas de
espécies de Fusarium que afetam o milho sdo importantes para o desenvolvimento de
acOes que possam minimizar o impacto desses fungos na producdo e qualidade desse
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cereal. Porém, a realizacdo de estudos que envolvem a andlise de grande numero de
isolados de Fusarium sofre com a limitacdo decorrente da dificuldade para a identificagéo
de espécies. Nesse sentido, nos dultimos anos, foram disponibilizados métodos
moleculares de identificacdo de espécies utilizando a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), com os quais € possivel superar as dificuldades apresentadas pela taxonomia
tradicional deste género, baseada na observacao de caracteristicas morfo-fisiolégicas das
culturas. Assim, os métodos moleculares viabilizam a obtencdo de novas informacgdes
sobre a ocorréncia de espécies ou bidtipos de Fusarium nos mais diversos habitats.

Diante deste contexto e visando a obtencdo de mais informacdes sobre a
ocorréncia, prevaléncia e potencial de producdo de micotoxinas de espécies de Fusarium
que afetam a cultura de milho em regiées Parand, este estudo teve por objetivos: (i)
identificar as espécies dos isolados e determinar sua prevaléncia nas regides produtoras
do estado do Parana; e (ii) tipificar os isolados de F. graminearum em relacéo a presenca
de genes preditivos para a sintese de micotoxinas do tipo tricoteceno [nivalenol (NIV),
desoxinivalenol (DON) e suas formas acetiladas, 3-acetildesoxinivalenol (3-ADON) e 15-
acetildesoxinivalenol (15-ADON)] e isolados de F. verticillioides quanto a presenca de
genes para fumonisinas.

2. MATERIAL E METODOS

Obtencdo das amostras de grdos de milho: Amostras de grédos de milho foram
coletadas em lavouras de milho em 36 municipios produtores de milho no estado do
Parana. O isolamento foi realizado através do método de papel filtro com congelamento.
Para isso 0s graos passaram por um processo de desinfestacdo superficial com a imersao
em alcool 70% por 1 minutos, seguido por imersdo em hipoclorito de sodio 1% por 1
minutos e lavagem com agua destilada por 3 vezes e dispostos em gerbox sob trés folhas
de papel filtro. Incubados na temperatura de 25 °© C durante 5 dias. Apds periodo de
incubacdo, os graos foram examinados individualmente com auxilio de
estereomicroscopio, observando a presenca de estruturas do fungo Fusarium, de onde se
obteve a cultura monospdéricas.

Extracdo de DNA: Para extracdo de DNA gendmico utilizou-se o protocolo CTAB descrito
por Doyle e Doyle (1987), a partir de micélio do fungo previamente cultivado em meio
liquido BD (batata e dextrose). As amostras de DNA foram mantidas a — 4 °C. A qualidade
do DNA das amostras foi avaliada através de corrida em gel de agarose 1%.

Identificacdo das espécies por PCR: Para a identificacdo das espécies foram utilizados
‘primers’ especifico para F. verticillioides e F. subglutinans como descritos por Mulé et. al.
(2004). Para identificacdo dos isolados de F. graminearum foi utilizado ‘primers’
desenvolvido por Nicholson et al. (1998). O volume total das reacfes foi de 25 uL
contendo DNA gendmico, 10X PCR buffer, 50 mM MgCl,, 10mM dNTP’s (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP) , 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 1mM de cada ‘primers’. As
reagOes de PCR foram conduzidas em termociclador Tpersonal Whatman Biometra.

Identificacdo de genes preditos para sintese de micotoxinas: Para os isolados
previamente identificados como F. graminearum, determinou-se trés tipos de tricotecenos:
NIV (nivalenol), 3-acetildesoxinivalenol (3-ADON) e 15-acetildesoxinivalenol (15-ADON),
utilizando PCR-multiplex acessando regides dos genes Tri3 e Tril2. Os conjuntos de
‘primers’ foram: 3CON, 3NA, 3D15A e 3D3A para Tri3 e 12CON, 12NF,12-15F e 12-3F
para Tril2 (WARD et al., 2002). Para os isolados identificados como F. verticillioides foi
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analisado a presenca do gene precursor da sintese de fumonisina através de PCR, sendo
confirmado pelo ‘primers’ FUMS53F/FUM53R, acessando a regido do gene
FUM1(SANCHEZ-RANGEL et al., 2005). O volume total de todas as reacdes de
amplificacéo foi de 25 uL contendo DNA gendmico, 10X PCR buffer, 50 mM MgCl,, 10mM
dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) , 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 1mM de
cada ‘primers’. Todos os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose
2%.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

Foram identificados 191 isolados obtidos de grdos de milho oriundos de diferentes
regides do estado do Parana. A reacdo com os ‘primers’ VER1/VER2 permitiu a
amplificacdo de um produto de PCR com o tamanho 580 pb (Figura 1) para F.
verticillioides. A reagcao com os ‘primers’ SUB1/SUB2 permitiu a amplificacdo de um
produto de PCR 630 pb (figura ndo mostrada). A amplificagdo com o0s primers
Fgl6F/Fgl6R especifico para o complexo F. graminearum, gerou fragmentos com
tamanhos de 450 e 490 pb (Figura 2), concordando com o protocolo desenvolvido por
Nicholson et al. (1998). Neste caso, os tamanhos de fragmentos diferentes mostram a
ocorréncia de duas populacdes dentre os isolados do complexo F. graminearum.

Verificou-se que a espécie predominante em todas as regides pesquisadas foi F.
verticillioides (88,4 % das amostras), seguida de F. graminearum (10,9%), e em menor
frequéncia F. subglutinans. A maior parte dos isolados de F. graminearum (72,5%) foi
originado da regido Centro-Sul do Parana (Tabela 1).

Tabela 1. Ocorréncia das espécies F. verticillioides, F. graminearum e F. subglutinans em diferentes regifes
do Parana.

Regiao N° de isolados EspeC|.e_ — , ,
F. verticillioides F. graminearum F. subglutinans
Norte 76 76 0 0
Noroeste 58 54 4 0
Oeste 27 24 3 0
Sudoeste 16 10 5 1
Centro-Sul 14 5 9 0
Total 191 169 21 1

A amplificagdo com os ‘primers’ FUM53F/FUM53R que gerou fragmentos com 350
pb, revelou que todos isolados de F. verticillioides analisados foram positivos para o gene
FUMZ1 do cluster génico responsavel pela producéo de fumonisinas (Tabela 2).

Para isolados do complexo F. graminearum analisou-se o potencial para sintese de
tricotecenos dos grupos DON e NIV a partir dos genes Tri3, Tril2 e Tril3. Tanto o PCR
convencional, baseado na amplificacdo de Tril3, como o PCR multiplex, baseado na
amplificacdo dos genes Tril2 e Tri3, confirmaram que 88,4 % dos isolados possuiam
genes para a sintese de nivalenol (NIV) e os demais 11,6 % para o tipo desoxinivalenol
(DON)/15-acetildesoxinivalenol  (15-ADON). N&o foi encontrado o tipo 3-
acetildesoxinivalenol (3-ADON) para nenhum dos isolados estudados (Tabela 2).
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Figura 2. Produtos de PCR utilizando ° Figura 3. Produtos de PCR utilizando com ‘primers’
primers’ VER1/2 para F. verticillioides. Em Fgl6F/Fgl6R para F. graminearum. Em que, M.
que, M. marcador 100 pb; CP, controle marcador 100pb; 1 a 10 isolados.

positivo; 1 a 8, isolados.

Tabela 2. Ocorréncia de micotoxinas do tipo fumonisina e de gendétipos tricotecenos 15 acetildesoxinivalenol
(15ADON) e nivalenol (NIV) de F. verticillioides e F. graminearum, respectivamente, em diferentes regides
do estado do Parana.

N° de isolados N° de isolados N° de Tricotecenos
Regido de F. positivos para isolados de F.

verticillioides gene Fum 1 graminearum NIV 15ADON
Norte 76 76 0 0 0
Noroeste 54 54 4 4 0
Oeste 24 24 3 3 0
Sudoeste 10 10 5 5 0
Centro-Sul 05 05 9 5 4
Total 169 169 21 17 4

Este trabalho permitiu gerar informacBes sobre a ocorréncia de espécies de
Fusarium em milho, podendo desta forma, contribuir para implantacdo de estratégias de
manejo e controle da doenca voltado para um ambito regional.

4. CONCLUSAO

Dentre os 191 isolados analisados nas regides pesquisadas F. verticillioides foi
predominante, seguida de F. graminearum, e em menor frequéncia F. subglutinans.
Observou-se entre os isolados de F. graminearum o gene precursor para tricotecenos do
tipo nivalenol (NIV) e 15-acetildesoxinivalenol (15-ADON). Todos os isolados de F.
verticillioides foram positivos para fumonisinas.
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