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RESUMO GERAL

A cultura do milho ¢ responsavel por 40% dos graos produzidos no pais, sendo considerada
um dos segmentos mais importantes para a economia do agronegocio brasileiro. Devido ao
seu alto valor nutritivo, o milho possui grande suscetibilidade ao crescimento de fungos, com
destaque para Fusarium verticillioides, que além de causar danos nas raizes, colmos e espigas,
¢ responsavel por produzir fumonisinas, um grupo de micotoxinas termoestaveis e
possivelmente carcinogénico, a0 homem e animais. E sabido que apesar da importancia no
existem muitas informagdes associando a influéncia de diferentes fatores sobre a sua
producdo, principalmente nas condi¢des tropicais brasileiras. Desta forma, estudos foram
realizados com o objetivo geral de avaliar a influéncia de fatores ambientais, gendtipos e
métodos de inoculagdo de F. verticillioides na severidade da podriddo de espigas, qualidade
sanitaria das sementes, produtividade do milho, na producao de fumonisinas e histopatologia
em frangos de corte. As investigagdes aqui relatadas foram divididas em quatro capitulos. No
primeiro capitulo, avaliou-se o efeito de fatores ambientais, gendtipos e métodos de
inoculacdo de F. verticillioides na producdo de fumonisinas em graos de milho. No segundo
capitulo, comparou- se em locais diferentes métodos de inoculacdo artificial (spray, injetavel)
e natural de F. verticillioides em dez genotipos de milho pela quantificagdo da severidade da
doenca e produtividade. No terceiro capitulo, realizou-se um levantamento da populagdo de
F. verticillioides através de andlise sanitaria e transmissao do fungo a campo das plantas para
as sementes ¢ das sementes para as plantulas inoculados com diferentes métodos de
inoculacdo. Por fim, o quarto capitulo, avaliou-se na safra de 2015/2016, procedentes de
lavouras experimentais contendo cultura de milho, hibridos comerciais inoculados com F.
verticillioides e determinou-se os parametros zootécnicos e histopatologicos em frangos de
corte. O delineamento experimental para o primeiro e segundo capitulos, desenvolvidos em
campo, foi igualmente realizado nos quatros locais estudados, sendo o de blocos ao acaso em
fatorial de 10x3, com trés repeticdes, sendo dez gendtipos de milho e trés métodos de
inoculacdo. No terceiro capitulo, desenvolvido em laboratorio, os experimentos tiveram o
delineamento inteiramente casualizado, em fatorial de 10x3 com quatro repetigdes, sendo dez
gendtipos de milho e trés métodos de inoculagdo. Utilizou-se as sementes provenientes dos
hibridos que foram inoculados pelos trés métodos de inoculagdo. Cada unidade experimental
consistiu de um Gerbox contendo 25 sementes. No quarto capitulo, o experimento foi
conduzido no aviario experimental da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal do Tocantins, no campus de Araguaina-TO. Foram utilizados 160 pintos
de um dia, frangos de corte da linhagem Cobb 500, distribuidos em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com dois tratamentos (racdo basal de milho com
auséncia de fumonisina e a ragdo de graos de milho com fumonisina), com 10 repeti¢des
contendo 8 aves cada. Todas as analises da concentracdo fumonisinas foram realizadas no
Laboratorio de Micotoxologia (LAMIC), da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), e
utilizou-se a metodologia de quantificagdo denominada LC-MS/MS (Liquid Chromatography
Mass Spectrometry) POP 45. Com relagdo aos resultados obtidos, para o primeiro capitulo,
concluiu-se que ndo foi possivel assegurar que graos sintomaticos e assintomdticos quanto a
infeccdo de Fusarium verticillioides, estejam livres de contaminacao por fumonisinas € os
métodos de inoculagdo por aspersdo e o inoculado no centro da espiga ndo influenciaram em
diferentes concentracdes de fumonisinas. A producdo de fumonisinas nos graos de milho ¢
potencializada por condi¢des ambientais de temperatura elevada e pela susceptibilidade do
gendtipo e alta severidade de F. verticillioides. Nestas condi¢des, houve tendéncia de produzir
maiores teores de fumonisinas para a maioria dos genotipos avaliados. A produtividade de
graos foi reduzida pela incidéncia de F. verticillioides. Para o segundo capitulo, verificou-se
que o método de inoculacdo artificial através de aspersdo no estilo-estigma e o injetavel no
centro da espiga, proporcionaram maior intensidade da



podridao da espiga, possibilitando diferenciar do método natural. Em Planaltina, verificou-se
que o método de inoculagdo por aspersdo resultou em maior severidade da doenca, causada
por Fusarium verticillioides do que o método de inoculagdo injetavel no centro da espiga. Os
hibridos de milho P4285, DKB390PRO2 e¢ DKB310PRO2 foram os mais resistentes a
podridao da espiga, nos quatro ambientes, enquanto que o hibrido 32R48YH apresentou a
maior severidade da doenca. O método de inoculacdo artificial foi o mais eficiente em
ambientes de climas amenos ¢ esta informagao ¢ importante na padronizacao do método para
selecdo e caracterizacdo de gendtipos de milho em programas de melhoramento. Para o
terceiro capitulo, concluiu-se que as sementes oriundas de espigas inoculadas com spray
apresentaram maior grau de incidéncia do patdgeno, sendo este, o método mais eficiente de
inoculagdo artificial de F. verticillioides na fase R1 para a avaliacdo de emergéncia de
sementes. Os hibridos 32R48YH e o DKB240PRO2 tiveram o maior nivel de infec¢ao por F.
verticillioides pois obtiveram a maior incidéncia do fungo. Enquanto que os hibridos P3630H
e P4285H demostraram ser os mais resistentes, pois obtiveram as menores incidéncia do
patogeno. Os hibridos P3250, 32R48YH e 30K75Y apresentaram menor percentagem de
emergéncia quando a inoculagdo foi realizada pelo método injetavel enquanto que os hibridos
P4285H, 30K75Y e DOW30A37PW apresentaram menor percentagem de emergéncia quando
a inoculagdo foi realizada pelo método spray. A transmissdo da semente para a planta foi
confirmada pela andlise molecular. Verificou- se que, apesar das plantas ndo terem
apresentado sintomas visiveis, pode-se confirmar que houve infec¢do latente. A técnica de
PCR foi capaz de revelar a presenga do patdogeno nas sementes de milho em menor nivel de
incidéncia avaliado (1%). No quarto capitulo, foi concluido que a concentracao de 2,78ug/g
de fumonisina determinada na ra¢ao ndo foi suficiente para provocar alteragdes nos
parametros zootécnicos (peso das aves e no consumo de ragdo) e histopatologico (tecidos do
intestino, figado e coragdo) de aves da linhagem COBB 500, alimentadas até o 21° dia. As
analises dos parametros zootécnicos e histopatologicos permitiram revelar concentragdes
minimas e seguras de fumonisina que ndao provocaram danos toxicoldgicos em aves da
linhagem COBB 500. Este ¢ um importante parametro que pode contribuir nas etapas de
producao de carnes e de produtos avicolas.

Palavras-chave: Zea mays; podridao da espiga; micotoxinas; sanidade de sementes,
histopatologia.

ABSTRACT GERAL

The corn crop is responsible for 40% of the grains produced in the country, being considered
one of the most important segments for the Brazilian agribusiness economy. Due to its high
nutritional value, maize is highly susceptible to fungus growth, especially Fusarium
verticillioides, which besides causing damage to the roots, stalks and ears, is responsible for
producing fumonisins, a group of thermostable mycotoxins and possibly carcinogenic, to man
and animals. It is known that despite the importance, there is not much information
associating the influence of different factors on its production, mainly in Brazilian tropical
conditions. Studies were carried out with the general objective of evaluating the influence of
environmental factors, genotypes and methods of inoculation of F. verticillioides on the
severity of ear rot, seed quality, maize productivity, fumonisin production and histopathology
in broilers. The investigations reported here were divided into four chapters. In the first
chapter we evaluated the effect of environmental factors, genotypes and methods of
inoculation of F. verticillioides on the production of fumonisins in corn grains. In the second
chapter, was compared in different locations, methods of artificial (spray and injectable) and
natural inoculation of F. verticillioides



in ten maize genotypes by quantification of disease severity and productivity. In the third
chapter a population of F. verticillioides was carried out through sanitary analysis and
transmission of the fungus from plants to the seeds and from seeds to the seedlings inoculated
with different methods of inoculation. Finally, the fourth chapter evaluated the harvest of
2015/2016 coming from crops containing commercial hybrids corn inoculated with F.
verticillioides and the zootechnical and histopathological parameters were determined in
broilers. The experimental design for the first and second chapters, conducted in the field, was
also performed in the four localities studied, being a randomized block design in a 10x3
factorial scheme, with three replications, being ten maize genotypes and three inoculation
methods. In the third chapter the experiments had a completely randomized design, in a 10x3
factorial scheme with four replications, being ten maize genotypes and three inoculation
methods. Were used seeds from the hybrids that were inoculated by the three methods of
inoculation. Each replicate consisted of a Gerbox containing 25 seeds. In the fourth chapter,
the experiment was conducted in the experimental aviary of the School of Veterinary
Medicine and Animal Science of the Federal University of Tocantins, on the campus of
Araguaina-TO. A total of 160 broilers of Cobb 500 lineage (of one day old), were used in a
completely randomized experimental design with two treatments (basal corn meal with no
fumonisin and corn grain feed with fumonisin), with 10 replicates containing 8 broiler chicks
each. All fumonisin concentration analyzes were performed at the Laboratory of
Mycotoxology (LAMIC), Federal University of Santa Maria (UFSM), and the quantitative
methodology called LC-MS / MS (Liquid Chromatography Mass Spectrometry) POP 45 was
used. Regarding the results obtained, for the first chapter, it was concluded that it was not
possible to assure that symptomatic and asymptomatic grains for Fusarium verticillioides
infection are free from fumonisin contamination and the methods of inoculation by spraying
and inoculation in the center of the ear did not influence different concentrations of
fumonisins. Fumonisin production in maize grains is potentiated by high temperature
environmental conditions and the susceptibility of the genotype and high severity of F.
verticillioides. Under these conditions, there was a tendency to produce higher levels of
fumonisins for most genotypes evaluated. The grain yield was reduced by the incidence of F.
verticillioides. For the second chapter, it was verified that the method of artificial inoculation
by sprinkling in the style-stigma and the injectable in the center of the spike, provided a
greater intensity of the rot of the ear, allowing to differentiate of the natural method. In
Planaltina, it was verified that the spray inoculation method resulted in a greater severity of
the disease, caused by F. verticillioides than the injectable inoculation method in the center of
the spike. Hybrids of maize P4285, DKB390PRO2 and DKB310PRO2 were the most
resistant to ear rot in the four environments, while the hybrid 32R48YH showed the highest
severity of the disease. The artificial inoculation method was the most efficient in mild
climate environments and this information may be important in the standardization of the
method for selection and characterization of maize genotypes in breeding programs. For the
third chapter, it was concluded that the seeds from ears inoculated with spray presented a
higher level of incidence of the pathogen, being this the most efficient method of artificial
inoculation of F. verticillioides in the R1 phase for seed emergence evaluation. The hybrids
32R48YH and DKB240PRO2 had the highest level of infection by F. verticillioides because
they had the highest incidence of the fungus. While the hybrids P3630H and P4285H proved
to be the most resistant because they obtained the lowest incidence of the pathogen. Hybrids
P3250, 32R48YH and 30K75Y presented a lower percentage of emergence when the
inoculation was performed by the injectable method, while the hybrids P4285H, 30K75Y and
DOW30A37PW showed a lower percentage of emergence when the inoculation was
performed by the spray method. The transmission of the seed to the plant was confirmed by
molecular analysis. It was found that, although the plants showed no visible symptoms, it was
possible to confirm that there was a latent infection. The PCR technique was able to reveal
the presence of the pathogen in maize



seeds at a lower incidence level (1%). In the fourth chapter, it was concluded that the
concentration of 2.78 pg/g of fumonisin determined in the diet was not sufficient to cause
alterations in the zootechnical parameters (broilers weight and feed consumption) and
histopathological parameters (intestinal, liver and heart tissues) of broilers of the COBB 500
lineage, fed until the 21st day. Analyzes of the zootechnical and histopathological parameters
allowed to reveal minimum and safe concentrations of fumonisin that did not cause
toxicological damages in broilers of Cobb 500 lineage. This is an important parameter that
can contribute in the stages of production of meat and broiler chicks products.

Keywords: Zea mays; ear rot; mycotoxins; seed health, histopathology.
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INTRODUCAO GERAL

A produgdo brasileira de milho ¢ de cerca de 80 milhdes de toneladas de graos por ano,
classificando o pais como um dos maiores produtores mundiais e exportadores deste cereal
(FAO, 2017). O milho é um cereal com uma grande possibilidade de uso, tal como para
alimentacao animal, para uso industrial, e também, para o consumo humano. Estima-se que no
Brasil cerca de 70% a 80% do milho produzido ¢ dirigido a alimentacdo animal, tal como a
industria de racdes, 51% sao direcionados ao setor avicola, 33% a suinocultura, 11% a
pecudria, especialmente a leiteira, e 5% para outros animais. No Brasil, este cereal ¢ utilizado
para preparar pratos tipicos como bolo de milho, mingau de milho, "angu" (uma espécie de
mingau firme e salgado), "canjiquinha" (um prato salgado a base de grdos de milho
quebrados) dentre outros (QUEIROZ et al., 2012).

Diante de um consumo extremamente expressivo, a qualidade dos graos tem importancia
fundamental para a seguranga alimentar dos consumidores, e a baixa incidéncia de
micotoxinas nos graos representa uma caracteristica de grande relevancia para a cultura.
Devido a importancia econdmica desta cultura e adocao de tecnologias pelos produtores, a
demanda por sementes de milho de alta qualidade aumentou, fazendo com que as empresas de
sementes adotem muitas vezes padrdes de qualidade mais restritos do que os estabelecidos
somente pelo sistema de certificagdo (FANTAZZINI et al, 2016).

Dentre as doengas mais importantes e de dificil controle da cultura do milho, estdo as
podriddes de espiga que reduzem a quantidade e qualidade dos graos (WHITE, 1999; REID et
al., 1999; PRESELLO et al., 2008). As principais doencas associadas ao milho, no Brasil, sdo
causadas por fungos, sendo representado principalmente pelo género Fusarium, que além de
atacarem as raizes e colmo da planta, sdo os grandes causadores de graos ardidos que
comprometem a produgdo e na maioria dos casos sdo identificados apenas nos centros de
processamentos. Além disso, a espécie Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (teleomorfo
Giberella fujikuroi Sawada) (RHEEDER et al., 2002) sdo os maiores produtores de
fumonisinas.

A fumonisina ¢ um metabolico toxico secundario produzidas principalmente por F.
verticillioides, fungo predominante na cultura milho (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997;
THIEL et al., 1992). Essa espécie ¢ capaz de produzir niveis elevados de fumonisinas, possui
ampla distribuicdo geografica e ocorréncia frequente em graos de milho (RHEDDER;
MARASAS; VISMER, 2002). Mais de 28 diferentes tipos de fumonisinas ja foram isolados,
sendo a toxina predominante a fumonisina B1 (FB1 ), que também apresenta maior

toxicidade.



A FB1 tem sido associada com baixo desempenho, aumento do peso relativo de visceras e
hepatite toxica em aves domésticas (KUBENA et al., 1995).

O mecanismo de acdo das fumonisinas esta relacionado com o bloqueio na sintese dos
esfingolipideos, substancia importante para a integridade da membrana celular e transporte
i0nico através das células. Os esfingolipideos sdo predominantes no sistema nervoso central e
periférico, principalmente como lipideo da mielina, estando localizados nos oligodendrocitos
e células de Schwann (WANG et al., 1991).

Os produtos base das ragdes, como os graos, podem apresentar alto risco de

contaminagdo por micotoxinas nos diferentes estagios da produgdo, como na colheita,
processamento e armazenamento dos mesmos. Dependendo do nivel de contaminacdo dos
graos e do periodo de exposicao dos animais, as micotoxinas podem afetar seriamente a saude
e o seu desempenho, causando significativas perdas econdmicas na industria animal. Apesar
da importancia atribuida as fumonisinas, existem poucos relatos sobre o controle genético da
incidéncia de fumonisina testados em hibridos de milho plantados em diferentes ambientes
brasileiros, correlacionando diferentes niveis de severidades bem como formas de inoculacao
e ou sua transmissibilidade. Além disso, pouco se sabe quanto a concentragdo minima de
fumonisina em racao de milho capaz de causar danos, zootécnicos ou histopatologicos, em
aves.

Um importante ponto a ser considerado ¢ sobre os problemas acarretados por esta
classe de micotoxina, onde no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabeleceu os limites maximos (BUTRON et al., 2006) para: (i) milho em grio: 5ug/g; (if)
farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, canjica, canjiquinha: 1,5ug/g; e (iii) amido de
milho e outros produtos a base de milho: 1pg/g (BRASIL-ANVISA, 2012). Esses limites pré-
estabelecidos possuem grande importancia, pois sdo substancias de grande estabilidade
quimica e térmica, podendo persistir nos alimentos ou ragdes mesmo apos a inativagdo dos
fungos por meio de processos de industrializacdo e, ao serem metabolizadas pelos animais,
podem ocorrer em carne, ovos e leite, constituindo um risco para a saide humana (CAST,
2003). Desta forma, este trabalho teve como objetivo Avaliar a fumonisina produzida por
Fusarium verticillioides em graos de milho em diferentes ambientes, genotipos e métodos de

inoculagdo e histopatologia em frangos de corte.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliacdo de fumonisina produzida por F. verticillioides em grads de milho em
diferentes ambientes, genotipos € métodos de inoculagido;

Utilizacao de diferentes métodos de inoculagdo na avaliagao de hibridos de milho a
podridao de espigas causada por F. verticillioides em diferentes estados brasileiros.

Transmissao e incidéncia de Fusarium verticillioides em gen6tipos de milho em
fung¢do do método de inoculagdo nas espigas.

Estudo toxicoldgico e parametros zootécnicos de frangos de corte alimentados com

farelo de milho contaminado com fumonisina.



Capitulo 1

AVALIACAO DE FUMONISINAS PRODUZIDAS POR Fusarium verticillioides EM
GENOTIPOS DE MILHO CULTIVADOS EM DIFERENTES AMBIENTES

1.1 RESUMO

As micotoxinas sao substancias toxicas capazes de causar intoxica¢cdo aguda ou cronica em
humanos e animais. As fumonisinas sdo micotoxinas produzidas principalmente pelo fungo
Fusarium verticillioides, o principal patégenos do milho. At¢ o momento, 28 compostos
analogos foram identificados como fumonisinas, sendo a fumonisina B1 (FB1) o composto
mais toxigénico para animais ¢ humanos. Este andlago ¢ o mais freqiientemente encontrados
em alimentos, respondendo por cerca de 70% da contaminag¢ao natural da fumonisina e pouco
se sabe sobre a dinamica da producao destas micotoxinas por F. verticillioides. O objetivo
deste trabalho foi avaliar alguns fatores que podem levar a uma alta produciao de fumonisinas
por F. verticillioides em graos de milho, através do método de inoculagao de patogenos com
diferentes genoétipos cultivados em quatro estados brasileiros. Foram conduzidos
experimentos com a cultura do milho em 2015/2016, em campos experimentais de milho,
localizados em areas distintas do Brasil, nas cidades de Gurupi - TO, Toledo - PR, Planaltina -
DF e Itumbiara - GO. Os ensaios com a mesma metodologia foram implementados nos quatro
locais, elaborados com delineamento experimental de blocos ao acaso, em esquema fatorial
10 x 3, com trés repeticdes, sendo 10 genotipos de milho e 3 métodos de inoculagdo. De
acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que ndo foi possivel assegurar que os
graos sintomaticos e assintomaticos da infeccdo por F. verticillioides estejam livres de
contaminagdo por fumonisina. Alta severidade nos graos de F. verticillioides infectados nem
sempre mostram altas concentracdes de fumonisinas. Ambientes com temperaturas mais altas
podem favorecer a producao de altas concentracdes de fumonisina em hibridos de milho. Os
métodos de inoculagdo em spray e a inoculacdo no centro da espiga ndo apresentaram
diferenga na concentragdo de fumonisinas.

Palavra-chave: Zea mays; micotoxinas; temperatura.
1.2 ABSTRACT

Mycotoxins are toxic substances capable of causing acute or chronic intoxication in humans
and animals. Fumonisins are mycotoxins produced mainly by the fungus Fusarium
verticillioides, the main pathogens of maize. To the date, 28 analogous compounds have been
identified as fumonisins with fumonisin B1 (FB1) being the most toxigenic compound to
animals and human, most frequently found in food, accounting for about 70% of the natural
fumonisin contamination and little is known about the dynamics of the production of these
mycotoxins by F. verticillioides. The aim of this work was to evaluate some factors that may
lead to high fumonisin production by F. verticillioides in maize grains, correlating the
pathogen inoculation method with different genotypes grown in four Brazilian states.
Experiments were conducted in the corn crop in 2015/2016, in experimental corn fields,
located in distinct areas of Brazil, in the cities of Gurupi - TO, Toledo - PR, Planaltina -DF,
and I[tumbiara - GO. The trials with the same methodology were implemented in the four
locations described in the experimental design of a randomized block design, in a 10 x 3
factorial scheme, with three replicates, being 10 maize genotypes and 3 inoculation methods.
According to the results obtained it can be concluded that it was not possible to assure that
symptomatic and asymptomatic grains for F. verticillioides infection are free from fumonisin
contamination. High grain severity from F. verticillioides infected does not always show
high concentrations



of fumonisins. Environments with higher temperatures may influence the production of high
concentrations of fumonisin in maize hybrids. Spray inoculation methods and inoculation at
the center of the ear did not show different in the concentrations of fumonisins.

Keywords: Zea mays; mycotoxins; temperature.

1.3 INTRODUCAO

Atualmente o Brasil é o terceiro maior produtor de milho (Zea mays) no mundo,
gerando na safra de 2016/2017, mais de 92 milhdes de toneladas (CONAB, 2017). Apesar
disso ¢ uma cultura, que dentre varios fatores, ¢ afetada por muitas doengas que levam a uma
baixa produtividade e grande perda econdmica. As principais doengas associadas ao milho, no
Brasil, sdo causadas por fungos, sendo representados principalmente pelo género Fusarium,
que além de atacarem as raizes e colmos da planta, sdo os grandes causadores de graos
ardidos que comprometem a producdo e sao identificados apenas na entrega dos graos nos
centros de processamentos (DOOHAN et al., 2003). Fungos do género Fusarium, sobretudo a
espécie F. verticillioides, produzem micotoxinas, com destaque para a fumonisina, que sao
encontradas frequentemente em milho e derivados (WHO, 2002). Essas toxinas sao
encontradas em diferentes regides e predominam em climas tropicas e subtropicais como no
Brasil em que o desenvolvimento de fungos ¢ favorecido pelas condi¢cdes ambientais como
alta temperatura e elevada umidade (MALLMANN & DILKIN, 2007).

As principais classes de fumonisina sao FB1, FB2 e FB3 (YOCHIZAWA et al.,
1996). Até o presente, foram identificados 28 compostos andlogos designados por
fumonisinas, sendo a fumonisina B1 (FB1) o composto com maior toxigenicidade e mais
frequentemente encontrado em alimentos, constituindo cerca de 70% da contaminagdo natural
de fumonisinas (DOMIJAN, 2012). Essas toxinas provocam leucoencefalomalacia em cavalos
e coelhos (ROSS et al., 1992), inchaco e edema pulmonar em suinos (DESJARDINS et al.,
1998) e cancer hepatico em roedores (DESJARDINS, 2006). Os efeitos da exposi¢ao de seres
humanos as fumonisinas pela dieta ainda permanecem incertos, porém a ingestdo de FB1 vem
sendo correlacionado com a incidéncia de cancer esofagico em diversos locais do mundo
como China (CHU & LI, 1994), Africa (MUNKVOLD & DESJARDINS, 1997; RHEEDER
etal, 1992), Ira
(ALIZADEH et al., 2012), Argentina (SOLFRIZZO et al., 2004) e Brasil (WESTHUIZEN et
al., 2003). Além disso, a FB1 ¢ classificada pela International Agency for Research on
Cancer (IARC) como substancia pertencente ao grupo 2B, ou seja, possivel carcindgeno em

humanos (IARC, 2002).



Devido aos problemas acarretados por esta classe de micotoxina, Orgaos
internacionais estabeleceram limites maximos de concentragdo de fumonisinas no milho
destinado a producio de alimentos e ragdes (BUTRON et al., 2006). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu os limites maximos para: (i) milho
em grao: 5 pg/g; (if) farinha de milho, creme de milho, fub4, flocos, canjica, canjiquinha: 1,5
ug/g; e (iii) amido de milho e outros produtos a base de milho: 1 pg/g (ANVISA, 2011). Esses
limites pré-estabelecidos possuem grande importancia pois sdo substancias de grande
estabilidade quimica e térmica, podendo persistir nos alimentos ou ragdes mesmo apos a
inativagdo dos fungos por meio de processos de industrializagdo e, ao serem metabolizadas
pelos animais, podem ocorrer em carne, ovos e leite, constituindo um risco para a saude
humana (CAST, 2003).

Regides de clima tropical como Brasil, Argentina e Africa do Sul, ha caréncia em
pesquisas que visem a resisténcia de gendtipos do milho a infec¢do causada por F.
verticillioides e ao acimulo de fumonisina, culminando em um limitado nimero de gen6tipos
resistentes tanto a infec¢dao do patdogeno como ao acumulo desta micotoxina (AFOLABI et al.,
2007; SAMPIETRO et al., 2009). No Brasil, a contaminagdo de alimentos por fumonisina tem
sido tratada por diversos autores, de maneira especial no milho e seus derivados
(BITTENCOURT et al., 2005; 2009; BORDIN et al., 2014). Contudo, pouco se sabe sobre a
dinamica da producao dessas micotoxinas por F. verticillioides, nao havendo até o momento
estudos que correlacionem tais niveis de fumonisina.

A falta de um eficiente monitoramento dos indices de micotoxinas nos graos fazem
com que altas concentragdes de fumonisina sejam passadas despercebidas e processadas junto
aos graos. Além disso, Fusarium ¢ um microrganismo que pode ser endofitico e pouco se sabe
sobre a relacdo entre a presenga do fungo em grdos de milho e seus indices previstos de
fumonisinas. Desta forma, podem-se adotar praticas de produgdo que diminuam os niveis
desta micotoxina nos graos de milho. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
dos fatores ambientais, genotipos € métodos de inoculacdo de F. verticillioides na produgao

de fumonisinas em graos de milho.

1.4 MATERIAL E METODOS

Locais dos experimentos e tratamentos:

Os experimentos foram conduzidos na safra de 2015/2016, em lavouras experimentais

de milho, localizados em areas distintas do Brasil, nos municipios de Gurupi, no Tocantins



(TO), Toledo, no Parana (PR), Planaltina, no Distrito Federal (DF) e [tumbiara, em Goias

(GO), conforme localiza¢ao demonstrada na Figura 1.

Mapa de Localizagdo e Coordenadas Geograficas dos Experimentos

Gurupi - TO

Legendas: Planaltina - DF

@ Gurupi-To
Latitude: 11°44'45"S
Longitude: 49°30'81"0

Itumbiara - GO

Planaltina - DF
Latitude: -15°3712"S

Longitude: -47°39'36"0
2 ' Toledo - PR °

@ itumbiara - GO
Latitude: 18°25'09"S
Longitude: 49°12'55"W

@ Toledo- PR
Latitude: -24°67'22"S
Longitude: -53°75'81"0

Figura 1. Mapa de localizagdo e coordenadas geograficas dos experimentos.

Gurupi esta inserido no Bioma Cerrado e segundo a classificacdo de Koppen & Geiger
(1928), o clima da regido ¢ Aw, definido como tropical quente e umido com estagdo chuvosa
no verdo e seca no inverno e altitude de 278 m. O periodo de instalagdo e conducdo do
experimento foi de fevereiro a junho de 2016. Toledo esta inserido no Bioma Mata Atlantica e
altitude de 550 m. O clima da regido ¢ Cfa, definido como clima subtropical, com verdes
quentes, geadas pouco frequentes, sem estacdo seca definida. O periodo de instalagdo e
conducao do experimento foi de fevereiro a julho de 2016. Planaltina est4 inserido no Bioma
Cerrado e tem altitude de 1175 m. O clima da regido ¢ Aw, definido como tropical quente e
umido com estagdo chuvosa no verdo e seca no inverno. O periodo de conducdo foi de
dezembro de 2015 a abril de 2016. Itumbiara esta inserido no Bioma Cerrado e tem altitude de
448 m; o clima da regido ¢ Aw, definido como tropical quente e imido com esta¢ao chuvosa
no verdo. O periodo de instalagdo deste experimento foi de dezembro de 2015 a abril de 2016.

Nos quatro locais experimentais realizou-se a implantacdo de uma miniestagdo
meteoroldgica capaz de registrar as variaveis climaticas e proporcionar um microclima
favoravel ao desenvolvimento da doenca nas espigas, sendo a sua instalagcdo iniciada a partir
da inoculagdo, indo do florescimento até a colheita. As variaveis climaticas de

temperaturas



maximas ¢ minimas (°C) e precipitagdes (mm) dos quatro locais foram monitoradas e
registradas durante o periodo que foi da inoculagdo do patogeno até a colheita dos graos
(Figura 2).
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Figura 2. Variaveis climaticas representadas pelas temperaturas maxima e minima (°C) e
precipitacao (mm) verificadas em Gurupi, Tocantins (TO); Itumbiara, Goias (GO); Planaltina,
Distrito Federal (DF); Toledo, Parana (PR), durante a conducao do experimento de milho.

O delineamento experimental foi igualmente realizado nos quatros locais estudados,
sendo o de blocos ao acaso em esquema fatorial de 10 x 3, com trés repeticdes, sendo dez
geno6tipos de milho e trés métodos de inoculagdo. Os dez hibridos de milho utilizados foram:
P30K75Y, P32R48YH, P3250, P3340YHR, P3630H, P4285H, DKB240PRO2,
DKB390PRO2, DKB310PRO2 e DOW30A37PW.

Os trés métodos de inoculagdo foram: (i) método injetavel da suspensdo de conidios no
centro da espiga, simulando a infec¢dao das espigas de milho pelo fungo a partir de danos
fisicos causados, em sua maioria, por insetos; (i) método da pulverizacdo da suspensdo de
conidios na forma de spray sob os estilo-estigmas, simulando a dissemina¢do natural dos
esporos que chegam até os estigmas das espigas; e (ii7) método natural, onde ndo houve
nenhum tipo de inoculagado artificial, sendo este a testemunha. Apods a inoculagdo, um pacote
de papel foi utilizado para cobrir a espiga com o objetivo de proporcionar um melhor
ambiente para o desenvolvimento do patégeno, bem como, servir de barreira para

interferéncia de outras parcelas.



Para inoculagdo de F. verticillioides nas espigas, uma suspensao desse fungo foi obtida
a partir do seu cultivo em meio de cultura BDA, sendo que em cada local utilizaram-se
isolados da espécie de sua propria regido. Padronizou-se a inoculagdo de suspensdo com
5x10° conidios mL™".

Cada unidade experimental (parcela) foi composta por 2 linhas de 4,5 metros e 30
plantas por cada linha. Nos tratamentos com inoculacdo todas as plantas das linhas foram
avaliadas, exceto as duas primeiras e duas ultimas plantas. Em ambos os métodos artificiais,
realizou-se a inoculacdo de 2 mL da suspensdo por espiga quando as plantas estavam em
estddio fenoldgico R1 (florescimento e polinizacdo), periodo de maior susceptibilidade a
infeccdo (MUNKVOLD & DESJARDINS, 1997). Parcelas de igual tamanho foram

destinadas a testemunhas (infec¢ao natural).

Isolamento do patogeno, Postulados de Koch e identificacio molecular:

Para o isolamento do patdgeno, sementes sintomaticas de cada local estudado foram
analisadas quanto a presenca de F. verticillioides. Procedeu-se a repicagem do fungo em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200 g batata, 20 g de dextrose e 20 g de agar
em 1 L de agua destilada). Os isolados foram identificados com base em sua morfologia
tipica, que se caracterizou pela presenca de longas cadeias de microconidios produzidos em
monofialides (TAPIA & AMARO, 2014). Para purificagdo das colonias dos isolados, foi
utilizada a técnica da cultura monosporica (MENEZES, 2011), em que uma suspensdo de
conidios do fungo foi colocada em 5 mL de dgua destilada e esterilizada, em placas de Petri
contendo meio de cultura adgar-agar (AA: 20 g de agar em 1 L de 4gua destilada). Apos 24
horas de incubagdo em temperatura ambiente, foi realizado a observagcdo dos conidios
germinados, em microscopio Otico. Os conidios que germinaram, isoladamente foram
repicados para tubos de experimento e placas de Petri contendo meio de cultura BDA, para
posteriores trabalhos de inoculagdes. Os Postulados de Koch foram feitos com inoculagdes da
suspensdo do fungo contendo 5x10° conidios mL™ em plantas sadias do hibrido 32R48YH. As
inoculacdes foram realizadas de duas formas, uma nos estilo-estigmas e a outra no centro da
espiga, quando as plantas estavam em estadio fenologico R1 e apods 25 dias da inoculacao,
todas as espigas foram colhidas para identificacdo do patdgeno presente nos graos.

A partir dos isolados fungicos crescidos em meio BDA foi feita a extracdo do DNA,
de acordo com o protocolo descrito por Doyle & Doyle (1990). Foi utilizada um total de oito

amostras para a analise molecular, sendo, duas procedéncias por cada local, nos municipios de



Gurupi, Itumbiara, Planaltina e Toledo. Cerca de 1 mg de micélio do Fusarium foi
homogeneizado em um microtubo de centrifuga de 2,0 mL com auxilio de um pistilo na
presenga de 600 puL do tampdo de extragdo CTAB 2% (NaCL 1,4 M; EDTA 20 mM; Tris-
HCL pH 8-100 mM e Polyvinylpyrrolidone 1%), acrescido de 0,2% de B -mercaptoetanol.
Depois de homogeneizado, a suspencao foi incubada a 65 °C por 30 min. Em seguida, foram
adicionados 50 pL de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) e a mistura foi centrifugada a
14000 RPM, por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e
foi adicionado 500 pL de cloroférmio e alcool isoamilico. Em seguida, foi realizado uma
nova centrifugacdo a 14000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo de 1,5mL e logo depois foi adicionado igual volume de isopropanol gelado a -20
°C. A mistura foi homogeneizada e mantida a -20°C por 30 minutos e apos este periodo foi
centrifugada a 14000 RPM por 15 minutos para a precipitagdo do DNA. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70% e diluido em 50uL de agua Mili-Q. O
DNA foi armazenado a -20°C até ser utilizado em reagdo de PCR.

A reacdo de PCR para deteccdo do F. verticillioides foi feita com uma mistura de
5,0puL do tampao (100 mM TrisHCI pH 8,5; - 500 mM KCI 1X), 1,0 uL de dNTPs (0,2 mM),
1, SuL de MgCLa, 2,5 uL dos oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso (0,5 mM), 1,0
uL da enzima TagDNA polimerase (LGC) (5U/uL), 5,0 uL de DNA total ¢ o volume final da
reacdao foi ajustado com agua Mili-Q para 50,0 pL. Foram utilizados os primers VERI e
VER?2, descritos por Mul¢ et al. (2004). O regime do termociclador para essa reacao foi de
95°C por 5 minutos, € 25 ciclos de 1,5 minutos a 95°C, 1,5 minutos a 62°C, 1,5 minutos a
72°C, com uma etapa final para extensdo de 72°C por 10 minutos. O produto desta
amplificacdo foi submetido a eletroforese convencional em gel de agarose 1% e visualizado
em transluminador UV. Isolados da mesma amostra submetida a analise de PCR foram
enviados para o Laboratério Agrondmica, para uma segunda andlise de PCR e

sequenciamento, para confirmagdo da espécie.

Avaliacio dos experimentos:

Quando os gendtipos estavam na fase fenologica R6, caracterizada como maturacao
fisioldgica, iniciou-se 0 monitoramento da umidade dos graos até atingir o nivel de 17%. Em
seguida, foi colhido um total de 150 espigas, sendo coletadas 50 espigas por cada tratamento
de inoculacdo. Posteriormente, as espigas foram dispostas no secador automatizado para que
os grdos atingissem umidade de 13%, para em seguida, proceder-se a debulha. Antes da

debulha,



as espigas foram avaliadas quanto a severidade do fungo e na sequéncia, os graos foram
debulhados e submetidos a analises da massa de graos e do teor da micotoxina fumonisinas
B1 e B2.

A avaliacdo da severidade da doenga foi feita de forma visual e comparativa onde foi
atribuida uma nota de acordo com os aspectos das espigas (AGROCERES, 1996) e os
hibridos que receberam notas de 1 a 3 foram classificados como de alta a mediana resisténcia.
Os que receberam notas de 4 a 6 foram classificados como de mediana susceptibilidade e os
hibridos que receberam notas de 7 a 9, foram classificados como de mediano a altamente
susceptiveis. A avaliacdo da massa de mil graos, em gramas, foi realizada logo ap6s a debulha
das espigas, contabilizando mil graos de cada linha do tratamento, para todas as repetigoes e
pesado em balanga calibrada. J& a quantificagdo de fumonisina (FB1 e FB2) foi realizada no
Laboratério de Micotoxologia (LAMIC), da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
em LC-MS/MS (Liquid Chromatography Mass Spectrometry) POP 45.

Analises estatisticas:

Anteriormente a analise de variancia, os dados foram verificados quanto ao
atendimento dos pressupostos do modelo matematico de normalidade dos erros pelo teste de
Shapiro-Wilk (Shapiro-Wilk, 1967), e homogeneidade de variancia dos erros pelo teste de
Batlett (Batlet, 1937). Quando os dados ndo atenderam algum destes pressupostos, foram
transformados pela metodologia de Box-Cox. Em seguida, os dados foram submetidos a
analise de varidncia para cada local e posterior analise de variancia conjunta de todos os
locais, e em seguida, ao teste Skott e Knott (Skott e Knott, 1974) para a comparacao de
médias para os fatores e desdobramentos de interagdes significativas. Os dados de fumonisina
foram correlacionados com os valores de massa de mil graos, severidade, temperatura maxima

€ minima.

1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises de variancia:

De acordo com a andlise de variancia (Tabela Suplementar 1) observou-se
significAncia na interacdo entre tratamentos e ambientes. Sendo assim, realizou-se em cada
ambiente, de forma separada para severidade e massa de mil grdos. A interacdo entre
inoculagcdo e gendtipo nao foi significativa para severidade e massa de mil graos, desta

forma, ndo foram realizadas



analises especificas considerando-se a separacdo de cada uma das inoculacdes. Embora a
interacdo entre genotipos e inoculacdo ndo tenha sido significativa, o efeito isolado de cada

um desses fatores foi significativo.

Identificacio dos isolados:

Na Figura 3 pode-se observar o peso molecular das amostras de DNA dos isolados
fingicos obtidos de espigas contendo sementes sintomaticas. A amostra resultou na
amplificacdo de um produto de 658 nucleotideos para regido EF e esta sequéncia apresentou
99% de identidade com F. verticillioides (Acesso n° FN179338.1), respectivamente, cobrindo
99% da sequéncia, de acordo com consulta ao BLAST/NCBI. Em relacdo a analise
morfologica do isolado também foram visualizadas estruturas ao microscopio tipicas do
patogeno (Figura
3) em que se verificou conidiéforos com microconidios formados em longas cadeias ¢ em

monofialides. Baseado nos resultados obtidos nas analises moleculares, bem como nas

caracteristicas morfoldgicas, o isolado avaliado trata-se de Fusarium verticillioides (Sacc.)
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Figura 3. Estruturas morfologicas de Fusarium verticillioides produzidas em monofialides,
sendo, A: Conidiéforos com microconidios em cadeia; B: Longa cadeia de microconidios. E
peso molecular de amostras de isolados fungicos obtidos de milho (C), sendo, isolados 01 e
02: procedentes de Gurupi-TO; isolados 03 e 04: procedentes de Itumbiara-GO; isolados 05 e
06: procedentes de Planaltina-DF; isolados 07 e 08: procedentes de Toledo-PR; Controle
negativo (Controle -): Folha de milho sadia; Mix: Controle relativo, sem adi¢gdo de DNA;
Controle positivo (Controle +): Isolado de Fusarium verticillioides.



Producao de fumonisinas em func¢ao do local e métodos de inoculacao:

Com relagdo a infec¢ao natural dos hibridos, verificou-se uma grande quantidade de
amostras com altos niveis de fumonisinas em trés dos quatro municipios avaliados (Tabela 1).
Levando em consideragdo que isso ocorreu no tratamento com infeccdo em que ndo houve
inoculacdo artificial, ¢ preocupante ver indices muito elevados decorrentes de infecgdo

natural.

Tabela 1. Percentual de amostras em graos de milho, procedentes de inoculagao artificial (IA)
e infeccdo natural (IN) encontradas com a concentracdo de fumonisinas acima do limite de
tolerancia (1,5 pg/g e 1 ng/g), em diferentes estados brasileiros.

Gurupi-TO Itumbiara-GO Planaltina-DF Toledo-PR

%)Z?altgiiixlqﬁngf 1A IN IA IN 1A IN A N
Fm. Ch}{,’slgxgg’/% lc. Cnj) 100 70 60 90 100 50 70 0
( A;{%ﬁm) 100 90 70 90 100 50 80 0

Fm, CM, Fb, Flc, Cnj: Farinha de milho, creme de milho, fub4, flocos e canjica.
Am, Opm: Amido de milho e outros produtos a base de milho.

Cerca de 70% das amostras do municipio de Gurupi - TO apresentaram teores de
fumonisina Bl (FB1) e 40% das mostras apresentaram teores de fumonisina B2 (FB2),
considerados acima do tolerado, caso fossem destinados ao consumo humano (farinha de
milho, creme de milho fuba, flocos, canjica e canjiquinha), onde o limite de tolerancia para
fumonisina ¢ atualmente de 1,5 ug/g. Da mesma forma, se o destino fosse para produgao de
amido de milho cerca de 90% das amostras estariam acima do nivel de tolerancia para FB1 e
50% estaria acima do nivel de tolerancia para FB2, pois neste caso, o limite para fumonisina ¢é
de 1 ng/g.

A média de severidade das testemunhas deste experimento foi de 3,44; em que esta
nota representa 18,8% da area da espiga exibindo sintomas visiveis de infec¢dao pelo fungo.
Nestas condi¢des, o teor de fumonisina FB1 encontrado foi de 0,4 pg/g a 16,2pg/g,
considerando uma média deste teor de 5,48ug/g, ¢ quase 4 vezes maior do que o limite
oficialmente estabelecido pela ANVISA. Resultados semelhantes também foram verificados
por Hirooka et al. (1996), analisando 48 amostras de milho do Parand, Mato Grosso e Goias,
detectaram fumonisinas B1 e B2 na totalidade das amostras, com niveis de 0,6 a 18,52 pg/g
de FB1 e de 1,2 a 19,13 pg/g de FB2; por Yoshizawa et al. (1996), analisando 18 amostras de
milho tailandés, safra 92/93, detectaram FB1 em 89% das amostras (0,063 a 18,8 ng/g) e FB2
em 67% (0,05 a 1,40 pg/g).



Nas analises de micotoxina FB1 em graos procedentes de Itumbiara - GO, verificou-se

que 90% das amostras de testemunha apresentaram teores acima do tolerado. Desta forma, os



graos seriam inadequados, caso fossem destinados a fabricag@o de farinha de milho, creme de
milho fub4a, flocos, canjica e canjiquinha e para amido de milho e outros produtos a base de
milho. Almeida et al. (2002) verificaram contaminagdo em 57 amostras de graos de milho,
provenientes das regides de Capao Bonito e Ribeirdo Preto nos diferentes estadios de
maturidade da planta por FB1 e FB2. Os resultados de Capao Bonito mostraram 92,3% de
contaminagdo das amostras por FB1 (50 a 10,87 pg/g) e 61,5% por FB2 (0,05 a 0,521 pg/g).
Nas amostras provenientes da regido de Ribeirdo Preto essa andlise revelou que 96,8% das
amostras estavam contaminadas por FB1 (50 a 17,69ug/g) e 74,2% por FB2 (0,05 a
5,24pg/g). Em graos produzidos em Planaltina - DF, as anélises de FB1 revelaram que 50%
das amostras da testemunha apresentaram teores acima do tolerado e 10% das amostras
estaria também acima deste mesmo nivel de tolerancia para FB2, caso os graos fossem
processados para os mesmos derivados do milho descritos anteriormente. Orsi ef al. (2000),
estudando 195 amostras de trés hibridos de milho recém-colhido e armazenado,
provenientes de Ribeirdo Preto, Estado de Sdo Paulo, verificaram que 90,2% das amostras
apresentaram-se contaminadas

por FB1 (0,87 a 49,3 pg/g) e 97,4% por FB2 (1,96 a 29,16 pg/g).

Para as andlises em grdos advindos de Toledo - PR, altos indices de FB1 foram
verificados apenas nos gendtipos inoculados. Neste municipio, 70% das amostras de graos
inoculados apresentaram teores acima do tolerado, caso os mesmos fossem destinados a
fabricacdo de farinha de milho, creme de milho fub4, flocos, canjica e canjiquinha, e 80%
estariam acima do limite tolerado se fossem destinados a amido de milho. Na testemunha,
onde as espigas ndo tiveram inoculagdo artificial, ndo encontrou nenhum analogo de
fumonisina FB2 e apenas dois hibridos apresentaram fumonisina na mesma concentracao, de
0,27ug/g de FBI1. Possivelmente os baixos niveis podem ter sido influenciados pelo clima

mais ameno, conforme Tabela 2 e Figura 2.

Tabela 2. Concentracdo média de fumonisina B1 em graos de milho oriunda de genétipos que
receberam inoculagdo artificial (IA) influenciados pela temperatura média de diferentes
municipios brasileiros.

Gurupi-TO Itumbiara-GO Planaltina-DF Toledo-PR
1A 1A 1A 1A
Teores de Fumonisina B1 24,84 ug/g 6,58 ng/g 4,74 ng/g 3,38 ug/g
Temperatura 27,43°C 23,1°C 22,13°C 13,64°C

Na Tabela 2 pode-se verificar os valores de concentracao de fumonisina nos genotipos
inoculados de cada local, bem como as médias de temperaturas. A maior média de

concentracao



de FB1 ocorreu no municipio de Gurupi, sendo o de 24,84 pg/g, acima de 24 vezes o limite de
tolerancia caso os graos fossem destinados a amido de milho e outros produtos a base de
milho. Neste local a média de temperatura foi de 27,43°C. A menor concentragao de FBI1
ocorreu em Toledo, com a concentragdo média de 3,38 pg/g, mais de trés vezes acima do
limite de tolerancia caso os graos fossem destinados a amido de milho e outros produtos a
base de milho e neste local a média de temperatura foi de 13,64°C. Os resultados demonstram
um nivel crescente onde as maiores concentracdes de fumonisinas ocorreram nos locais que
tiveram maiores temperaturas.

Verificou-se que a proporc¢ao da concentragdo de FBI foi de 3 a 4 vezes maior do
que a concentragdo de FB2 (Tabela 3). Este fato foi constatado em praticamente todas as
amostras dos locais analisados. Nas analises de correlacdo geral obteve-se correlacao positiva
significativa (0,99), entre FB1 e FB2, demonstrando que apesar da diferenca na concentragao,
estes tipos de fumonisinas sdo produzidas associadas, de modo que quando uma aumenta, a

outra também.

Tabela 3. Resultados das severidades (escala diagramatica de 1 a 9), das massas de mil graos
(gramas) e concentragdes de fumonisinas Bl e B2 (ug/g) dos dez hibridos comerciais de
milho plantados em Gurupi - TO, Itumbiara - GO, Planaltina - DF e Toledo - PR.

Gurupi-TO

Hibrido SEV MMG Fum. Bl  Fum. B2 Fum. BL- Fum. B2

Test. Test.

DKB310PRO2 2,56 a 338,00 a 2,69 0,65 0,40 0,13
DKB390PRO2 2,78 a 25833 b 12,99 2,89 1,29 0,45
P3340YHR 344 a 258,56 b 5,62 1,16 2,76 0,86
P3630H 3,78 a 295,22 ab 86,70 30,45 9,33 3,44
P4285H 389 a 296,56 ab 9,13 3,46 1,15 0,39
P3250 400 a 296,33 ab 32,40 11,43 5,03 1,39
DKB240PRO2 411 ab 25856 b 16,17 4,41 2,74 0,41
30K75Y 4,11 ab 283,56 ab 16,17 4,77 6,45 1,54
DOW30A37PW 456 ab 25456 b 1,68 0,49 9,44 521
32R48YH 6,56 ¢ 319,89 ab 64,80 25,05 16,20 4,20
Média 3,98 285,96 24,84 8,48 5,48 1,80

Itumbiara - GO

Fum. Bl Fum. B2
Hibrido SEV MMG Fum. B1 Fum. B2
Test. Test.

P4285H 2,89 a 279,89 a 0,57 0,00 12,78 5,49

Continua




Hibrido SEV MMG Fum.Bl  Fum. B2 Fum. BI Fum. B2
Test. Test.
DKB390PRO2 433 a 230,67 abc 1,11 0,32 4,41 1,61
32R48YH 467 ab 258,67 ab 0,32 0,00 0,00 0,00
P3630H 4,67 ab 246,44 ab 0,71 0,13 6,48 2,52
P3250 533 ab 217,44 abc 18,81 5,61 37,45 9,10
DOW30A37PW 544 b 190,11 be 9,93 3,32 14,16 5,55
30K75Y 6,11 b 19233 be 12,00 4,11 32,40 8,31
DKB240PRO2 611 b 15989 ¢ 5,66 1,30 24,84 10,44
P3340YHR 622 b 23344 ab 8,04 2,80 1,79 0,35
Média 5,03 228,09 6,58 1,98 13,78 4,46
Planaltina - DF
Hibrido SEV MMG Fum.Bl  Fum. B2 Fum. BI Fum. B2
(2) Test. Test
P4285H 267 a 368,67 a 4,00 0,80 0,65 0,40
DKB310PRO2 2,78 a 35233 ab 5,79 1,67 0,33 0,13
DKB240PRO2 300 a 28500 b 3,11 0,76 1,60 0,52
P3630H 322 ab 312,89 ab 6,95 2,63 1,59 0,45
P3340YHR 333 ab 341,89 ab 3,29 0,90 2,59 0,96
P3250 344 ab 37744  a 1,68 0,62 0,31 0,00
DKB390PRO2 3,67 ab 329,56  ab 1,79 0,47 0,30 0,16
DOW30A37PW 3,67 ab 31344  ab 5,13 1,53 0,00 0,00
30K75Y 400 ab 32544  ab 4,60 0,99 2,53 0,70
32R48YH 533 b 381,78 a 11,07 3,45 5,58 1,95
Média 3,51 338,34 4,74 1,38 1,55 0,53
Toledo - PR
Hibrido SEV MMG Fum.Bl  Fum. B2 Fum. BI Fum. B2
Test. Test
DKB240PRO2 2,11 a 302,67 ab 1,48 0,30 0,00 0,00
DKB390PRO2 244 a 26733 ab 4,45 2,12 0,27 0,00
30K75Y 2,56 a 301,00 ab 2,39 0,47 0,00 0,00
P4285H 278 a 32122 a 4,56 1,34 0,00 0,00
DOW30A37PW 289 a 290,89 ab 6,87 2,02 0,00 0,00
P3630H 300 a 307,00 ab 7,57 2,27 0,00 0,00
DKB310PRO2 3,11 a 288,56 ab 2,30 0,80 0,27 0,00
P3340YHR 333 a 27133 ab 0,00 0,00 0,00 0,00
32R48YH 356  a 240,56 b 0,20 0,00 0,00 0,00
P3250 378 a 28833 ab 4,01 1,09 0,00 0,00
Média 2,96 287,89 33,83 1,04 0,055 0,00




M¢dias seguidas pela mesma letra na coluna nfo diferem significativamente pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Influéncia dos genétipos sobre a massa de graos, severidade da doenca e concentracdes de

fumonisinas:

No municipio de Gurupi - TO durante o periodo de condugdo do experimento obteve-
se a temperatura minima média de 19,9°C e méaxima de 34,9°C (Figura 2). Neste ambiente,
conforme apresentado na Tabela 04, o hibrido DKB310PRO2 apresentou o menor nivel de
severidade, sendo de 2,56 (5,82% da area da espiga exibindo sintomas visiveis de infec¢do
pelo fungo), a maior massa de mil grios (338g), e também um dos menores teores de
Fumonisina FB1 (2,69ug/g) do experimento.

As analises de correlacdes de hibridos (Tabela Suplementar 2) demonstraram
correlacdo negativa entre massa de mil grios e severidade de -0,68 para o hibrido
DKB310PRO2, em que quanto maior a massa de mil graos, menor foi a severidade. Houve
correlagdo positiva de 0,75 entre severidade e fumonisinas FB1 e FB2. Assim, pode-se
afirmar que niveis baixos de severidade, resultaram em baixos valores de fumonisinas para
este hibrido. Resultados semelhantes foram encontrados por Afolabi et al. (2007), que
verificaram que menores niveis de severidades, resultaram em baixos valores de fumonisinas.

O hibrido 32R48YH apresentou alta severidade, de 6,56 (75,6% da area da espiga
exibindo sintomas visiveis de infec¢ao pelo fungo) e alta massa de mil graos (319,89 g). Neste
hibrido também foi evidenciado o segundo maior teor de fumonisina do experimento, de 64,8
ug/g, o que corresponde a quase 65 vezes maior que o limite tolerado desta toxina para alguns
derivados de milho (ANVISA, 2011). Este hibrido apresentou a maior severidade da doenga e
o segundo maior teor de fumonisina nas plantas. Na andlise de correlagdes (Tabela
Suplementar
2) obteve-se o valor de 0,73, em que quanto maior foi a severidade, maior foi o teor da
micotoxina. Ambos analogos, FB1 e FB2 apresentaram correlagdo positiva quando
correlacionados com altas temperaturas. Assim, a medida que a temperatura aumentou, maior
foi a concentracdo da micotoxina, observando-se os valores de 0,70 para FB1 e de 0,66 para
FB2. Resultados semelhantes foram encontrados por Afolabi et al. (2007) em que relatam que
a concentracdo de fumonisinas apresentou correlacdo significativa com a severidade de
podriddo da espiga e com a incidéncia de graos sintomaticos. O mesmo ocorreu em estudos
realizados por Desjardins et al. (1998) e por Kleinschmidt et al. (2005), na Nigéria e em

diferentes estados Americanos.



O hibrido DOW30A37PW apresentou uma das maiores severidades e a menor massa
de mil graos (254,56g) do experimento, o que pode ter sido influenciado pela infeccdo nas
espigas e consequentemente resultando em menor massa de graos. Verificou-se correlagao
negativa de -0,6, onde, quanto maior a severidade, menor a massa de mil graos. Neste hibrido
também se encontrou o menor teor de fumonisina B1 (1,68ug/g) do experimento, podendo
levantar a hipdtese de que teores de fumonisina podem ser influenciados pelo genoétipo, ja que
para este hibrido, severidade relativamente alta ndo expressaram altos teores de fumonisina,
como foi observado no hibrido 32R48YH. Segundo Sanchez-Rangel et al. (2005), esses
resultados podem estar relacionados a duas hipdteses: (i) parte dos sintomas causados na
espiga foi provocado por isolados diferentes dos inoculados de F. verticillioides nao
produtores de fumonisinas ou que produzem niveis abaixo do limite detectdvel e (ii) a baixa
relacdo entre intensidade da doenga e niveis de fumonisinas seja fator inerente desse
patossistema. Essa ultima hipotese pode ser reforcada por outros trabalhos, como o de Afolabi
et al. (2007) em que sugerem que fatores genéticos que afetam a infeccdo no grao podem
atuar de forma independente daqueles que afetam a producdo de fumonisinas, ou por
Munkvold & Desjardins (1997), sendo explicado em parte, pela natureza quantitativa dessas
duas caracteristicas.

O hibrido P3630H apresentou baixa a intermedidria severidade, de 3,78 (25,56% da
area da espiga exibindo sintomas visiveis de infeccao pelo fungo) e massa de mil graos de
295,22 g, sendo o maior teor de FBI encontrado em Gurupi - TO, com teor de 86,7 pg/g.
Houve correlacdo positiva da alta concentracdo de fumonisina neste hibrido com altas
temperaturas (Tabela Suplementar 2). A baixa severidade da doenga e uma producao de altos
teores de fumonisina também ja foi verificado por Saunders et al. (2001), o qual comentaram
que geralmente ndo ha nenhuma diferenca na aparéncia visual de milho com baixas ou altas
concentracdes de fumonisinas em relagdo aos niveis de severidade. Por outro lado, podemos
comparar ao outro hibrido, como 32R48YH, onde a alta severidade nas espigas correlacionou
com altos teores desta micotoxina (correlagao de 0,73). O hibrido P3630H demonstrou que,
além do nivel de severidade, outras varidveis podem estar relacionadas com a produgio de
micotoxinas, dentre elas, a genética pode influenciar.

Os hibridos P3630H e 32R48YH tiveram os maiores indices de fumonisina do local
(Figura 4). Efeito possivelmente relacionado a genética de cada genétipo também foi
verificado no hibrido P3250, o qual se observou que mesmo com valores medianos de
severidade, foram encontrados altos teores de fumonisina (mais de 30 vezes acima do limite
de tolerancia determinado pela ANVISA). Assim, este resultado nos leva a crer que o teor de

fumonisina nem sempre esteja associado a alta severidade da podridao da espiga.
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Figura 4. Valores de concentracdo de fumonisina (ng/g), severidade (%) e de massa de mil
graos (g) de hibridos de milho no municipio de Gurupi, Tocantins (TO); Itumbiara, Goias
(GO); Planaltina, Distrito Federal (DF); Toledo, Parana (PR).

No presente trabalho, hibridos como P3630H e P3250 tiveram niveis medianos de
severidade da doenca nas espigas, massa de mil grdos semelhantes e altos teores de
fumonisinas. Por outro lado, o hibrido DOW30A37PW, que possuiu mediana a alta
severidade (a segunda maior severidade do experimento), apresentou indices bem baixos de
FBI1 (o menor teor de FB1 do experimento). Estes resultados mais uma vez demonstram que
altas severidades podem nao resultar em altos indices de micotoxinas, mas também, ser uma
caracteristica intrinseca de cada hibrido, destacando-se a influéncia da genética de cada
genotipo. Neste sentido, Eller et al. (2008) e Butrén et al. (2006), relatam que esfor¢os devem
ser direcionados na busca de material genético resistentes a ambos os parametros, uma vez
que nem sempre hd correlacdo entre infeccdo de grdos e niveis de fumonisinas. Ainda,
conforme descrito por Munhoz et al. (2015) foi observado que grdos assintomaticos a
podriddo da espiga, ndo garantem a auséncia de contaminagdo por fumonisinas ou niveis
abaixo dos limites maximos de tolerancia. Segundo Afolabi et al. (2007), Desjardins et al.
(1998) e Picot et al. (2010), neste modelo de patossistema, ha pelo menos trés interagdes

possiveis entre sintomas e toxinas: () presenca de



sintomas nos graos acompanhados de elevados teores de fumonisinas; (i7) presenga de
sintomas nos graos com baixos teores de fumonisinas e (iif) producdao de toxinas em graos
sem sintomas visiveis de infecg¢ao.

No municipio de Itumbiara - GO, durante o periodo de condugdo do experimento,
registrou-se a temperatura minima média de 18,30 °C e maxima de 27,85 °C (Figura 2). Neste
ambiente, o hibrido P4285H apresentou a menor severidade da doenga e a maior massa de mil
graos, de 279,89 g, e ainda, a segunda menor concentragdo de fumonisina, de 0,568 ng/g
(Tabela 3). O hibrido DKB310PRO2 apresentou intermedidria severidade da doenca e a
segunda maior massa de mil graos, de 272 g, e intermedidria concentracdo de fumonisina
(8,67 pg/g) quando comparado com outras concentragdes dos outros hibridos. No entanto,
este valor representa cerca de nove vezes acima do limite de tolerancia determinado pela
ANVISA (2011), caso o grao fosse destinado a producdo de amido de milho.

O hibrido P3250 apresentou alta severidade da doenca, de 5,33 (56,5% da area da
espiga exibindo sintomas visiveis de infec¢do pelo fungo), intermediaria massa de mil graos,
de 217,44 g, e ainda, a maior concentra¢ao de fumonisina do experimento, que correspondeu
a 18,81 pg/g (Tabela 3). Resultados semelhantes foram encontrados para o hibrido 30K75Y o
qual também apresentou alta severidade, de 6,11 (71,1% da area da espiga exibindo sintomas
visiveis de infec¢do pelo fungo) e o segundo maior nivel de fumonisina do experimento (12
ng/g). Estudos desenvolvidos por Eller ef al. (2008), em diferentes estados americanos,
revelaram que as altas concentragdes de fumonisinas correlacionaram-se com a presenga de
graos sintomaticos e com as altas severidades de podridao de espiga. Os hibridos P3250H e
30K75 possuiram os maiores indices de fumonisina do local avaliado (Figura 5).

O hibrido DKB240PRO2 (Tabela 3) apresentou alta severidade da doenga, de 6,11
(71,1% da area da espiga exibindo sintomas visiveis de infec¢ao pelo fungo) e baixa massa de
mil graos (159,89 g), e ainda, uma concentragdo de FB1 quase 6 vezes maior que o limite de
tolerancia determinado pela ANVISA (2011) (5,66 ng/g). Conforme evidenciado no Tabela
Suplementar 2, na analise de correlagdo, houve correlagao negativa (-0,81), entre a severidade
e a massa de grdos, assim, quanto maior foi a severidade, menor foi a massa de mil graos.

O hibrido P3340YHR apresentou a maior severidade do experimento, intermedidria
massa de mil graos e concentracdo de fumonisina de 8,04 ug/g, que correspondem a 8 vezes
maior que o limite de tolerancia indicado pela ANVISA (2011). Apesar da severidade da
doenga neste hibrido ter sido maior (6,22) do que no hibrido P3250, a maior concentracao da
micotoxina foi encontrada neste ultimo, sendo respectivamente de 8,04 pg/g e 18,81 ug/g.

Com



isso, mais uma vez, pode ser observado que nem sempre altas severidades representam as
maiores concentracdes de fumonisinas nos hibridos de milho.

No municipio de Planaltina - DF, durante o periodo de conducdao do experimento,
obteve-se a temperatura minima média de 17,72 °C e maxima de 26,54 °C (Figura 2). Neste
ambiente, o hibrido 32R48H apresentou o maior nivel de severidade da doenca, de 5,33
(56,6% da area da espiga exibindo sintomas visiveis de infec¢do pelo fungo), o maior teor de
fumonisina (11,07 pg/g), e ainda, a maior massa de mil graos (381,78 g). Foi verificada uma
correlacdo de 0,73 entre a severidade e a concentracdo de fumonisina para este hibrido
(Tabela Suplementar 2). Ambos andlogos, FB1 e FB2, também apresentaram correlagdo
positiva quando correlacionados com altas temperaturas. Assim, para este hibrido, & medida
que a temperatura aumenta, maior a concentracdo da micotoxina, evidenciado pelos valores
de 0,70 para FBI e de 0,66 para FB2. Performance similar deste hibrido foi verificado no
experimento em Gurupi - TO em que severidade da doencga relativamente alta e indices
elevados de fumonisina, apresentaram estar associados neste hibrido. O hibrido 32R48YH
apresentou o maior indice de fumonisina do local e pode ser melhor observado na Figura 4.

O hibrido P3250 apresentou baixa severidade da doenca, de 3,44 (18,8% da area da
espiga exibindo sintomas visiveis de infec¢do pelo fungo) e a menor concentragdo de
fumonisina do experimento (1,68 ng/g). Verificou-se que para este genotipo, neste local, a
baixa severidade refletiu em baixo teor de fumonisina. Resultado semelhante foi encontrado
por Afolabi ef al. (2006), em estudos na Nigéria, relatam que a concentracdo de fumonisinas
apresentou correlagdo significativa com a severidade de podriddo da espiga e com a
incidéncia de graos sintomaticos.

O hibrido P3630H, em Planaltina - DF, também teve resultados semelhantes ao
encontrado em Gurupi - TO, severidade intermedidria da doenga e altos teores de
fumonisinas, sendo o segundo maior teor desta micotoxina (6,95 nug/g). Estes valores estdo em
quase sete vezes acima do limite de tolerancia de fumonisina estabelecido pela ANVISA
(2011), caso os graos fossem destinados a produgdo de amido de milho. Correlacionando
severidade com concentragdo de fumonisina, percebe-se a correlagdo positiva igual a 0,60
(Tabela Suplementar 2); ou seja, neste local, para este hibrido, existe uma tendéncia de altas
concentracdes da micotoxina estar associado a altas severidades.

No municipio de Toledo-PR, durante o periodo de condugao do experimento, obteve-
se a temperatura minima média de 9,03°C e maxima de 18,25°C (Figura 2). Neste municipio,
os hibridos P4285H, DOW30A37PW e P3630H, apresentaram comportamentos similares, em

que as severidades da doenga foram medianas seguidos das maiores concentragdes de



fumonisina do local, sendo respectivamente, 4,56 pg/g, 6,87 ug/g e 7,57 pg/g. Valores que
corresponderam de 4,5 a 7,5 vezes maior que o limite de tolerdncia determinado pela
ANVISA (2011), caso os graos fossem destinados a producdao de amido de milho.
Caracteristicas de baixa severidade da doenga e poucos sintomas visiveis foram encontradas
nas hipoteses de Afolabi et al. (2007), Desjardins et al. (1998) e Picot et al. (2010), que
relatam poucos sintomas visiveis nos genotipos testados, porém, com alto teores de
fumonisina. Os hibridos P4285H, DOW30A37PW e P3630H possuiram os maiores indices de
fumonisina do local e podem ser melhor observados na Figura 4.

O hibrido P3630H repetiu o resultado encontrado nos municipios de Gurupi - TO e
Planaltina - DF. Em Toledo - PR, mais uma vez, apresentou baixa a intermediaria severidade
da doenca, de 3,0 (10% da area da espiga exibindo sintomas visiveis de infec¢ao pelo fungo) e
o maior teor de fumonisina do local (7,57 ng/g).

J& com relacdo ao hibrido 32R48YH, diferentemente dos resultados obtidos nos
outros locais, apresentou baixissima concentragdo de fumonisina B1 (0,2 pg/g), possivelmente
influenciado pelo clima temperado do local, onde se registrou temperatura amena de 13,64°C.
A correlacdo entre os teores de fumonisina e temperatura foi positiva, de 0,70. Provavelmente,
este fator tenha influenciado na baixa concentracdo da micotoxina neste hibrido. Situagdo
semelhante foi relatada por Herrera et al. (2010) e Munkvold & Desjardins (1997), em que as
condigdes ambientais como baixas temperaturas € umidade relativa contribuem para o menor
desenvolvimento da doenca e possivelmente resultando no baixo acimulo de fumonisinas.
Em outro trabalho, Blandino et al. (2008), afirmam que baixas temperaturas reduzem o ataque

de insetos que culmina na redugdo da infec¢do de F. verticillioides e niveis de fumonisinas.

1.6 CONCLUSAQO

Nao foi possivel assegurar que graos sintomaticos e assintomaticos quanto a infecgao
de Fusarium verticillioides, estejam livres de contaminagdo por fumonisinas € os métodos de
inoculacdo por aspersdo e o inoculado no centro da espiga ndo influenciaram em diferentes
concentragdes de fumonisinas.

A produgdo de fumonisinas nos graos de milho ¢ potencializada por condigdes
ambientais de temperatura elevada e pela susceptibilidade do gendtipo e alta severidade de F.
verticillioides tende a proporcionar maiores teores de fumonisinas para a maioria dos

gendtipos avaliados.



Os hibridos de P4285, DKB390PRO2 ¢ DKB310PRO2 foram os mais resistentes a
podriddo da espiga, nos quatro ambientes, enquanto que o hibrido P3630H, 32R48 ¢ P3250
apresentaram a maior severidade da doenca. Os hibridos P3630H, 32R48 e P3250
apresentaram na maioria dos locais com as maiores concentracdes de fumonisinas.

A produtividade de graos € reduzida pela incidéncia de F. verticillioides. Programas de
melhoramento devem ser direcionados na busca de gendtipos resistentes a infec¢do do

patogeno e a producao de fumonisinas independente da severidade nos graos.

1.7 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

AFOLABI, C. G.; BANDYOPADHYAY, R.; LESLIE, J.; EKPO, E. J. A. Effect of Sorting on
Incident and Occurrence of Fumonisins and Fusarium verticillioides on Maize from Nigeria.
Journal of Food Protection. v. 69, n §, p. 2019-2023, 2006.

AFOLABI, C. G.; OJIAMBO, P. S.; EKPO, E. J. A.; MENKIR, A.; BANDYOPADHYAY, R.
Evaluation of maize inbred lines for resistance to Fusarium ear rot and fumonisin accumulation
in grain in tropical Africa. Plant Disease, v. 91, n. 3, p. 279-286, 2007.

AGROCERES - Guia de Sanidade Agroceres. Sao Paulo. v. 2 p. 34-36, 1996.

ALIZADEH, M.A.; ROSHANDEL, G.; ROUDBARMOHAMMADI, S.; ROUDBARY, M,;
SOHANAKI, H.; GHIASIAN, S.A.; TAHERKHANI, A.; SEMNANI, S.; AGHASI, M.
Fumonisin B1 contamination of cereals and risk of esophageal cancer in a high-risk area in
Northeastern Iran. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v.13, n.6, p.2625-2628,
2012.

ALMEIDA, A.; FONSECA, H.; FANCELLI, A.L.; DIREITO, G.M.; ORTEGA, EM.;
CORREA, B. Mycoflora and Fumonisin Contamination in Brazilian Corn from Sowing to
Harvest. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.50, n.13, p. 3877-3882, 2002.

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria. Dispoe sobre limites maximos
tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos - Diario Oficial da Unido, Republica
federativa do Brasil, Brasilia-DF. N° 46 — 09/03/11 — Segao 1 — p.66. Resolucao n® 7, de 18 de
Fevereiro de 2011.

BITTENCOURT, A.B.F.; OLIVEIRA, C.A.F.; DILKIN, P.; CORREA, B. Mycotoxin
occurrence in corn meal and flour traded in Sao Paulo, Brazil. Food Control, v.16, n.2, p.117-
120, 2005.

BLANDINO, M.; REYNERI, A.; VANARA, F.; PASCALE, M.; HAIDUKOWSKI, M.;
SAPO—RITI, M. Effect of sowing date and insecticide application against European corn
borer (Lepidoptera: Crambidae) on fumonisin contamination in maize kernels. Crop
Protection, v.27, n.11, p. 1432-1436, 2008.



BORDIN, K.; ROSIM, R.E.; NEEFF, D.V.; ROTTINGHAUS, G.E.; OLIVEIRA, C.A.
Assessment of dietary intake of fumonisin B1 in Sao Paulo, Brazil. Food Chemistry v.155,
p.174-178, 2014.

BUTRON, A.; SANTIAGO, R.; MANSILLA, P.; PINTOS-VARELLA, C.; ORDAS, A_;
MALVAR, R.A. Maize (Zea mays L.) genetic factors for preventing fumonisin contamination.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.54, n.16, p.6113-6117, 2006.

CAST - Council for Agricultural Sciences and Technology - Task Force Report. Mycotoxins:
risks in plant, animal, and human systems. Ames, lowa., n.139, 2003, 191p.

CHU, F.S.; LI, G.Y. Simultaneous occurrence of fumonisin B1 and other mycotoxins in
mouldy corn collected from the Republic of China in regions with high incidences of
esophageal cancer. Applied and Environmental Microbiology, v.60, n.3, p.847-852, 1994.

CONAB — Companhia Nacional de Abastecimento. 2017. Acompanhamento da Safra
Brasileira de Graos 2016/2017: agosto de 2017. V. 4,n. 11, 2017.

DESJARDINS, A.E.; PLATTENER, R.D.; LU, M.; CLAFLIN, L.E. Distribution of
fumonisins in maize ears infected with strains of Fusarium moniliforme that differ in
fumonisins production. Plant Disease, v. 82, n.8, p.953-958, 1998.

DESJARDINS, A.E. Fusarium mycotoxins: chemistry, genetics and biology. Saint Paul:
The American Phytopatological Society, 2006. 268 p.

DOOHAN, F. M.; BRENNAN, J.; COOKE, B. M.. Influence of climatic factors on Fusarium
species pathogenic to cereals. Eur J Plnat Pthol 109:755-68, 2003.

DOMIJAN, A.M. Fumonisin B1: a neurotoxic mycotoxin? Archives of Industrial Hygiene
and Toxicology, v.63, n.4, p.531-544, 2012.

DOYLE, J.J.; DOYLE J.L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, v.12, p.13-15,
1990.

ELLER, M.S., HOLLAND, J.B., PAYNE, G.A. Breeding for improved resistance to
fumonisin contamination in maize. Toxin Reviews, v.27, p.371-389, 2008.

HERRERA, M.; CONCHELLO, P.; JUAN, T.; ESTOPANAN, G.; HERRERA, A.; ARINO,
A. Fumonisins concentrations in maize as affected by physico-chemical, environmental and
agronomical conditions. Maydica, v.55, n.1, p.121-126, 2010.

HIROOKA, E.Y.; YAMAGUCHI, M.M.; AOYAMA, S.; SUGIURA, Y.; UENO, Y. The
natural occurrence of fumonisins in Brazilian corn kernels. Food Additives and
Contaminants, v.13, n.2, p.173-183, 1996.

IARC — International Agency for Research on Cancer. Some traditional herbal medicines,
some mycotoxins, naphthalene and styrene. Monographs on the evaluation of carcinogenic
risks to humans, v.82, p.171-274, 2002.



KLEINSCHMIDT, C.E.; CLEMENTS, M.J.; MARAGOS, C.M.; PATAKY, J.K.; WHITE,
D.G. Evaluation of food-grade dent corn hybrids for severity of Fusarium era rot and fumonisin
accumulation in grain. Plant Disease, v.89, n.3, p. 291-297, 2005.

KOPPEN, W.; GEIGER, R. Klimate der Erde. Gotha: Verlag Justus Perthes. 1928.

MALLMANN, C.A.; DILKIN, P. Micotoxinas e mitoxicose em suinos. 1* ed. Santa Maria:
Editora Palotti, 2007. 240p.

MENEZES, V. O.; PEDROSO, C. D.; PIVETA, G; MUNIZ, M. F. B.; MENEZES, N. L.;
GARCIA, D. C.; ETHUR, L. Z.; SANTOS, R. F. S.; TUNES, L. M. Detec¢ao de ifluéncia de
Fusarium spp. na qualidade fisiologica de sementes de pepino. Cienc. Rural. v.41 no.2 Santa
Maria Feb. 2011 Epub Feb 11, 2011

MULE, G.; SUSCA, A.; STEA, G.; MORETTI, A. A species-specific assay based on the
calmodulin partial gene for identification of Fusarium verticillioides, Fusarium
proliferatum and Fusarium subglutinans. Eur. J. Plant Pathol. 2004;110:495-502.

MUNHOZ, A.T.; CARVALHO, R.V.; QUERALES, P.J., GONCALVES, F.P., CAMARGO,
L.E.A. Relagao entre resisténcia de linhagens tropicais de milho a podridao de espiga e ao
acumulo de fumonisinas provocadas por Fusarium verticillioides. Summa Phytopathologica,
v.41,n. 2, p. 144-148, 2015.

MUNKVOLD, G.P.; DESJARDINS, A.E. Fumonisins in maize: can we reduce their
occurrence? Plant Disease, v. 81, n. 6, p. 556-565. 1997.

ORSI, R.B.; CORREA, B.; POZZI, R.C.; SCHAMMASS, E.; NOGUEIRA, J.R.; DIAS,
S.M.C. Mycoflora and occurrence of fumonisins in freshly harvested and stored hybrid maize.
Journal of Stored Products Research, v.36, p.75-87, 2000

PICOT, A.; BARREAU, C.; PINSON-GADALIS, L.; CARON, D.; LANNOU, C.; RICHARD-
FORGET, F. Factors of the Fusarium verticillioides - maize environment modulating fumonisin
production. Critical Reviews in Microbiology, v. 36, p. 221-231, 2010.

RHEEDER, J.P.; MARASAS, W.F.O.; THIEL, P.G.; SYDENHAM, E.W.; SHEPHARD, G.S.;
VAN SCHALWYK, D.J. Fusarium moniliforme and fumonisins in corn in relation to human
esophageal cancer in Transkei. Phytopathology, v.82, p.353-357, 1992.

ROSS, P.F.; RICE, L.G.; OSWEILER, G.D.; NELSON, P.E.; RICHARD, J.L.; WILSON, T.M.
A review and update of animal toxicoses associated with fumonisin—-contaminated feeds and
production of fumonisins by Fusarium isolates. Mycopathologia, v.117, n.1, p.109-114,1992.

SAMPIETRO, D.A.; VATTUONE, M.A.; PRESELLO, D.A. FAUGUEL, C.M.; CATALA,
C.AN. The pericarp and its surface wax layer in maize kernels as resistance factors to
fumonisin accumulation by Fusarium verticillioides. Crop Protection, v. 28, n.2, p.196-200,
2009.

SANCHEZ-RANGEL D.; SANJUAN-BADILLO A.; PLASENCIA J. Fumonisin production
by Fusarium verticillioides strains isolated from maize in México and development of a



polymerase chain reaction to detect potential toxigenic strains in grains. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n.22, p.8565-8571, 2005.

SAUNDERS, S.D.; MEREDITH, F. I.; VOSS, K. S. Control of Fumonisin: Effects of
Processing. Environ Health Perspect. v.10, p.333-336, 2001.

SOLFRIZZO, M.; CHULZE, S.N.; MALLMANN, C.; VICONTI, A.; GIROLAMO, A.; ROJO,
F.; TORRES A. Comparison of urinary sphingolipids in human populations with high and low
maize consumption as a possible biomarker of fumonisin dietary exposure. Food Additives &
Contaminants, v.21, n.11, p.1090-1095, 2004.

TAPIA, C.; AMARO, J. Género Fusarium. Rev. chil. infectol. v.31 no.1 Santiago feb. 2014.

WESTHUIZEN, L.; SHEPARD, G.S.; SCUSSEL, V.M.; COSTA, L.L.F.; VISMER, H.F.;
RHEEDER, J.P.; MARASAS, W.F.O. Fumonisin contamination and Fusarium incidence in

corn from Santa Catarina, Brazil. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.51, n.18,
p.5574-5578, 2003.

WHO — World Health Organization. Evaluation of certain mycotoxins in food. Fifty-sixth
report of the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives. Evaluation of certain
mycotoxins in food. Geneva: World Health Organization, 2002. World Health Organ Tech
Rep Ser. 2002

YOCHIZAWA, T.; YAMASHITA, A.; CHOKETHAWORN, N. Occurrence of fumonisins
and aflatoxins in corn from Thailand. Food Additives Contaminants, v.13 n.2, p.163-168,
1996

1.8 TABELAS SUPLEMENTARES

Tabela Suplementar 1: Analise de variancia conjunta para massa de mil graos e severidade
considerando dois métodos de inoculacdo de Fusarium verticillioides em 10 hibridos
comerciais de milho plantados em quatro locais diferentes no Brasil.

MMG Severidade
FV GL QM Fc  Ftab QM Fc  Ftab
BLOCO/AMBIENTE 8 753,64 205,67 1,98 * 013 1,13 1,98 ns
INOCULACAO 2 13290,95 498 3,03 * 121,97 4125 3,10 *
GENOTIPO 9  16437,67 6,16 1,92 * 12,18 4,12 1,99 *
INOCULACAO*GENOTIPO 18 863,66 0,32 1,65 Ns 1,76 060 1,72 ns
AMBIENTE 3 184416,19 5391 2,72 * 6990 2272 2,70 %
AMBIENTE*TRATAMENTO' 87  2667,55 72797 133 * 296 2672 133 *
ERRO MEDIO 232 3,66 0,11
Média: 285,2 CV: 19,82 Média: 6,13 CV: 543

*Significativa ao nivel de 5%, pelo Teste F.
! Tratamento: Combinacio dos niveis dos fatores: inoculagio e genotipos.



Tabela Suplementar 2. Correlagdes linear de Pearson abaixo da diagonal principal e p-valor
de teste T para correlagdo acima da diagonal principal entre as varidveis Fumonisina B1
(FB1), Fumonisina B2 (FB2), massa de mil graos (MMGQG), severidade (SEV), temperatura

maxima (°C Max) e temperatura minima (°C Min) de hibridos de milho.

30K75Y FBI FB2 MMG SEV. °C Max °C Min Media
FBI1 1 0 0 0,017 0,001 0,001 0,001
FB2 0,99* 1 0 0,003 0 0 0
MMG -0,56*  -0,63N8 1 0 0,228 0,118 0,169
SEV. 0,40% 0,49* -0,61% 1 0,029 0,004 0,012
°C Max 0,52% 0,56*  -0,21%  0,36* 1 0 0
°C Min 0,54* 0,58%  -027N  0,47* 0,95* 1 0
Media 0,54 0,57 0,23 0,42  0,990195745 0,981625806 1
32R48YH

FBI1 1 0 0,098 0 0 0,002 0
FB2 0,99* 1 0,14 0 0 0,004 0
MMG 0,28N 025N 1 0,003 0,013 0,002 0,005
SEV. 0,73* 0,71* 0,47* 1 0,00 0 0
°C Max 0,70% 0,66* 0,41% 0,75% 1 0 0
°C Min 0,50% 0,47* 0,50% 0,68* 0,95% 1 0
Media 0,61 0,59 0,45 0,728 0,99 0,982 1
DKPDKB240PRO2

FBI 1 0 0,056 0,066 0,001 0,002 0,001
FB2 0,969 1 0,118 0,193 0,016 0,015 0,014
MMG 20,32 -0,27™8 1 0 0,04 0,006 0,017
SEV. 0,31 0,222  -0,81* 1 0,005 0,001 0,002
°C Max 0,54* 0,40% -0,35%  0,46* 1 0 0
°C Min 0,51%* 0,40%* -0,45%  0,53* 0,95% 1 0
Media 0,54 0,41 0,394 0,498 0,99 0,982 1
DKPDKB390PRO2

FBI1 1 0 0,227 0,372 0,006 0,144 0,026
FB2 0,919% 1 0,287 0,158 0,289 0,903 0,572
MMG -0,21N  .0,18N8 1 0,654 0,511 0,889 0,658
SEV. -0,15N  -0,24™  -0,08™ 1 0,301 0,032 0,13
°C Max 0,45* 0,18%  -0,11%  0,18MS 1 0 0
°C Min 0,25 -0,0288  -0,02%  0,36* 0,96* 1 0
Media 0,37 0,10 -0,076 0,257 0,99 0,982 1
DOW30A37P

w

FBI1 1 0 0 0,002 0,731 0,382 0,565
FB2 0,95% 1 0 0,016 0,222 0,138 0,177
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DOW30A437PW FBI FB2 MMG SEV. °C Max °C Min Media
MMG -0,67%  -0,63* 1 0 0,039 0,029 0,032
SEV. 0,51*  0,399*  -0,60% 1 0,004 0,002 0,003
°C Max 0,06 021N  -035%  0,463* 1 0 0
°C Min 0,158 0,258 -0,36*  0,508* 0,945% 1 0
Media 0,10 0,23 -0,358 0,489 0,99 0,982 1
MFRDKB310PRO2

FBI1 1 0 0,022 0 0,463 0,06 0,22
FB2 0,988* 1 0,013 0 0,712 0,112 0,373
MMG -0,38%  -0,41% 1 0 0,067 0,082 0,069
SEV. 0,75%  0,755%  -0,68* 1 0,607 0,909 0,801
°C Max 0,126™  0,064™  0,309NS  -0,09N 1 0 0
°C Min 0317 027 0,204 0,028 0,945NS 1 0
Media 0,21 0,153 0,307 -0,043 0,99 0,982 1
P3250

FBI1 1 0 0,003 0,048 0 0,001 0
FB2 0,976* 1 0,009 0,043 0 0,001 0
MMG -0,49%  -0,43* 1 0,003 0,884 0,944 0,956
SEV. 0,332*  0,339%  -0,48* 1 0,581 0,461 0,523
°C Max 0,582* 0,637  -0,03 0,095 1 0 0
°C Min 0,52%* 0,541*% 0,012 0,127™ 0,945% 1 0
Media 0,563 0,604  -0,009 0,11 0,99 0,982 1
P3340YHR

FBI1 1 0 0,063 0 0 0 0
FB2 0,954 1 0,098 0 0,003 0 0,001
MMG -0,31N 0,288 1 0 0,472 0,88 0,628
SEV. 0,606*  0,66* -0,55% 1 0,53 0,206 0,364
°C Max 0,66* 0,49*  -0,12% 0,108 1 0 0
°C Min 0,76* 0,60*  -0,03%  0,216™ 0,945%* 1 0
Media 0,697 0,544  -0,084 0,156 0,99 0,982 1
P3630H

FBI1 1 0 0,727 0,949 0 0,019 0,001
FB2 1 1 0,718 0,943 0 0,015 0,001
MMG 0,06 0,06™ 1 0,001 0,373 0,234 0,303
SEV. 0,01N 0,01  -0,52*% 1 0,06 0,026 0,038
°C Max 0,60*  0,603*  -0,15N  0,32MS 1 0 0
°C Min 0,391*%  0,402%  -0,24N  0,37* 0,96* 1 0
Media 0,514 0,525 0,177 0,347 0,99 0,982 1
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P4285H FB1 FB2 MMG SEV. °C Max °C Min Media
FB1 1 0 0,06 0,008 0,07 0,167 0,099
FB2 0,98%* 1 0,023 0,041 0,05 0,13 0,071
MMG -0,32N8 -0,38* 1 0,026 0,102 0,33 0,171
SEV. 0,44* 0,342* -0,37* 1 0,017 0,121 0,04
°C Max 0,305* 0,332*  -0,28"8 0,394* 1 0 0
°C Min 0,235 0,26™ -0,17N8 0,265 0,945%* 1 0
Media 0,279 0,305 -0,233 0,344 0,99 0,982 1




Capitulo 2:

AVALIACAO DE DIFERENTES METODOS DE INOCULACAO NA AVALIACAO DE
HIBRIDOS DE MILHO A PODRIDAO DE ESPIGAS CAUSADA POR Fusarium
verticillioides EM DIFERENTES ESTADOS BRASILEIROS

2.1 RESUMO

Dentre os principais danos na cultura do milho estdo as podriddes de espiga, principalmente
as causadas pela espécie Fusarium verticillioides. Um dos mais importantes métodos para
evitar o ataque deste fungo ¢ a utilizacdo de plantas resistentes ao patdgeno. Desta forma, um
dos passos essenciais para o desenvolvimento de hibridos pelos programas de melhoramento é
a identificacdo de fontes de resisténcia através de métodos de inoculagdo eficazes para uma
boa caracterizagdo de gendtipos. Apesar de outros autores terem avaliado alguns métodos de
inoculagdo, ndo foi realizado nenhum ensaio avaliando locais com climas diferentes, em
condi¢des de campo e utilizando diferentes genotipos. Devido as caréncias de informagdes
obtidas em areas tropicais relacionando a inoculagdo com severidade e produtividade desses
genotipos, o objetivo deste trabalho foi comparar métodos de inoculagao artificial e natural de
F. verticillioides em espigas de milho pela quantificagdo da severidade da doenga e avaliar o
seu efeito na produtividade de grdaos. Os experimentos foram conduzidos na safra agricola de
2015/2016, em lavouras experimentais de milho, localizados em areas distintas do Norte,
Centro Oeste e do Sul do Brasil, nos municipios de Gurupi, Estado do Tocantins, [tumbiara,
Goias, Planaltina, Distrito Federal e Toledo, Parand. O delineamento experimental foi
igualmente realizado nos quatro locais estudados, sendo o de blocos ao acaso, em fatorial de
10 x 3, com trés repeti¢des, sendo 10 gendtipos de milho e trés métodos de inoculagdo. Para
comprovar a espécie do patdogeno, apds a coleta de amostras de espigas com o fungo, realizou-
se analises de extragdo de DNA com primer especifico de F. verticillioides. Em condigdes de
campo, cada unidade experimetal dos genotipos foi composta por 2 linhas de 4,5 metros e 30
plantas por cada linha. Cada método de inoculacdo (spray, injetdvel e natural) foi composto
por duas linhas. Nos tratamentos com inoculagdo todas as plantas das linhas foram inoculadas,
exceto as duas primeiras e as duas ultimas plantas. A avaliagdo ocorreu quando as espigas
apresentaram umidade de 13%, e entdo, as mesmas foram dispostas uma ao lado da outra para
a avaliacdo de severidade. Para quantificacdo da massa de mil graos, as espigas de todas as
repeticdes, foram debulhadas para a pesagem em balanca digital. Os dados de todos os locais
foram submetidos a analise de variancia e posterior analise de varidncia conjunta de todos os
locais, e em seguida, ao teste de Tukey para a comparagdo de médias e desdobramentos de
interagdes significativas. Conclui-se que o método de inoculagdo artificial através de aspersao
no estilo-estigma e o injetdvel no centro da espiga apresentaram resposta consistente a
intensidade de Fusarium permitindo diferenciar do método natural. Em Planaltina verificou-se
que o método de inoculagdo por aspersdo resultou em maior severidade de F. verticillioides.
Os hibridos P4285, DKB390PRO2 ¢ DKB310PRO2 foram os mais resistentes nos quatro
ambientes, enquanto que o hibrido 32R48YH apresentou a maior severidade. O método de
inoculagdo artificial foi mais eficiente em ambientes de climas amenos e pode ser uma
importante ferramenta na selecdo e caracterizagdo de genotipos de milho em programas de
melhoramento.

Palavras chave: Zea mays, infecgdo, podridao de espigas, sanidade.



2.2 ABSTRACT

Among the main damages of the corn crop are spike rot, especially those caused by the
species Fusarium verticillioides. One of the most important methods to avoid the attack of
this fungus is the use of plants resistant to pathogen, therefore, one of the essential steps for
the development of hybrids by breeding programs is the identification of resistance sources
through effective inoculation methods for a good characterization of genotypes. Although
other authors evaluated some inoculation methods, no test was performed evaluating sites
with different climates under field conditions and using different genotypes. Due to the lack
of information obtained in tropical areas relating the inoculation with severity and
productivity of these genotypes, the objective of this work was to compare methods of
artificial and natural inoculation of F. verticillioides in ears of corn by quantifying the severity
of the disease and to evaluate its effect in grain yield. The experiments were conducted in the
2015/2016 crop, in maize experimental farms located in distinct areas of North, Midwest and
Southern Brazil, in the county of Gurupi, Tocantins state, [tumbiara, Goias state, Planaltina,
Federal District state and Toledo, Parana state. The experimental design was also carried out
at the four sites studied, with a randomized block design, in a 10 x 3 factorial scheme, with
three replicates, being 10 corn genotypes and three methods of inoculation. To verify the
species of the pathogen, after the collection of ear samples with the fungus, DNA extraction
analyzes with specific primer of

F. verticillioides were performed. Under field conditions, each experimental unit of the
genotypes consisted of 2 rows of 4.5 meters and 30 plants per row. Each method of
inoculation (spray, injectable and natural) was composed of two lines. In the treatments with
inoculation all the plants of the lines were inoculated, except the first two and the last two
plants. The evaluation occurred when the ears had a moisture content of 13%, and then they
were arranged side by side for severity evaluation, then each treatment line, for all replicates,
was threshed for the thousand grains and weighing. The quantify the mass of thousand grains,
the ears of all replicates were threshed for weighing in a digital scale. The data of all locations
were submitted to analysis of variance for each site and subsequent analysis of joint variance
of all sites, and then to the Tukey test for the comparison of means for the factors and
unfolding of significant interactions. It was concluded that the artificial inoculation method
through stilo-stigma and the injectable method in the center of the cob showed a consistent
response to the intensity of Fusarium, allowing to differentiate from the natural method. In
Planaltina, it was verified that the spray inoculation method resulted in a higher severity of
Fusarium verticillioides. The hybrids P4285, DKB390PRO2 and DKB310PRO2 were the
most resistant of the four environments, while the hybrid 32R48YH showed the highest
severity. The artificial inoculation method was more efficient in environments with mild
climates and can be an important tool for selection and characterization of maize genotypes in
breeding programs.

Keywords: Zea mays, infection, rot ear, sanity.



2.3 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ plantado em todas as regides do Brasil ¢ do mundo, sendo
cultivado sob uma ampla gama de clima e condi¢des de cultivo. A producao brasileira ¢ de
cerca de 80 milhdes de toneladas de graos por ano, classificando o pais como um dos maiores
produtores mundiais e exportadores deste cereal (FAO, 2017). Este cereal tem destacada
importdncia também na alimentacdo humana, na producdo de combustivel etanol
principalmente nos Estados Unidos, além de ser matéria prima para a fabricacdo dos mais
variados produtos (EMBRAPA, 2011; EMYGDIO et al., 2013).

No campo, o milho muitas vezes tem seu potencial produtivo comprometido pela
ocorréncia de doengas que provocam danos em varias partes da planta causando muitos
prejuizos, por isso, varios fatores devem ser levados em consideragdo de forma a garantir as
melhores condi¢des para o desenvolvimento do hibrido.

Dentre as doengas mais importantes e de dificil controle, estdo as podriddes de espiga
que reduzem a quantidade e qualidade dos graos (WHITE, 1999; REID et al., 1999;
PRESELLO et al., 2008). As principais doengas associadas ao milho, no Brasil, sdo causadas
por fungos, sendo representado principalmente pelo género Fusarium, que além de atacarem
as raizes e colmo da planta, sdo os grandes causadores de graos ardidos (Chagas et al., 2018)
que comprometem a producao e na maioria dos casos sao identificados apenas nos centros de
processamentos.

As principais vias de infec¢do desse patdgeno em espigas de milho sdo através do
estilo-estigma e por ferimentos nos graos (REID et al., 1996). Estes patdgenos podem ainda
produzir micotoxinas, que sdo substancias toxicas capazes de causar intoxicagdes agudas ou
cronicas nos homens e animais, sendo a fumonisina, a principal micotoxina encontrada em
graos de milho.

Um dos mais importantes métodos para evitar o ataque deste fungo ¢ a utilizagdo de
plantas resistentes ao patogeno, desta forma, um dos passos essenciais para o
desenvolvimento de hibridos pelos programas de melhoramento ¢ a identificagdo de fontes de
resisténcia (SCHAAFSMA et al., 1997) através de métodos de inoculacdo eficazes para uma
boa caracterizagdo de genotipos. Para esta caracterizagdo, diversas técnicas de inoculacao
artificial foram descritas, dentre elas podem ser citadas pulverizagdes de suspensdo de
conidios sobre os estilo-estigmas (WARREN, 1978; GULYA et al., 1980); injecao de esporos
dentro do canal do estilo-estigma através da palha (REID et al.,1992a); inser¢do de palitos
colonizados pelo patogeno e colocados entre os estilo-estigmas (SUTTON & BALIKO,
1981); graos infectados



através de ferimentos com pinos de aco imersos em suspensdo macronidial; ou infectados
através de injecao de inoculo dentro dos graos (REID & HAMILTON, 1996). No Brasil,
NASCIMENTO et al. (2010) testou 12 métodos de inoculagao artificial que demonstraram
haver diferencas estatisticas significativas entre os métodos para alguns dos hibridos avaliados.
Foi verificado na literatura que apesar de outros autores terem avaliado alguns
métodos de inoculagdo, ndo foi feito nenhum ensaio avaliando locais com climas diferentes,
em condi¢des de campo e utilizando diferentes gendtipos. Portanto, existem caréncias dessas
informagdes devido poucos trabalhos terem sido desenvolvidos em 4reas tropicais
relacionando a inoculagdo em regides diferentes e os efeitos sobre a severidade e
produtividade desses genotipos.
Desta forma, o objetivo geral do trabalho foi comparar em locais diferentes métodos
de inoculagdo artificial e natural de F. verticillioides em diferentes genétipos de milho pela

quantificagdo da severidade da doenca e produtividade.

2.4 MATERIAI E METODOS

Isolamento do patégeno, producio de indculo e Postulados de Koch:

Para o isolamento do patéogeno, sementes sintomaticas foram analisadas quanto a
presenca de F. verticillioides. Em seguida, procedeu-se a repicagem do fungo para placas de
Petri contendo meio de cultura BDA (200g batata, 20g de dextrose, 20g de dgar e 1000mL de
agua destilada). Os isolados foram identificados com base em sua morfologia tipica, que se
caracterizou pela presenca de longas cadeias de microconidios produzidos em monofialides
(LESLIE & SUMMERELL, 2006).

Na purificagdo das colonias dos isolados, foi utilizada a técnica da cultura
monosporica (FERNANDEZ, 1993), em que uma suspensdo de conidios do fungo foi
colocada em 5SmL de agua destilada e esterilizada, em placas de Petri contendo meio de
cultura agar-agar (AA: 20g de agar e 1000mL de dgua destilada). Apds 24 horas de incubagado
em temperatura ambiente, foi realizado a observacdo dos conidios germinados, em
microscopio otico. Os conidios que germinaram, isoladamente foram repicados para tubos de
experimento e placas de Petri contendo meio de cultura BDA, para posteriores trabalhos de
inoculagdes. Os Postulados de Koch foram feitos em plantas sadias do hibrido 32R48YH, em

estadio fenoldgico R1, com inoculagdes da suspensdo do fungo nos estilo-estigmas contendo

5x 10° conidios.mL .



Decorridos 25 dias da inoculagdo, todas as espigas foram colhidas para plaqueamento e

identificacdo do patdégeno presente nos graos.

Identificacio molecular dos isolados e amplificacio do DNA por PCR:

O DNA de F. verticillioides foi extraido no laboratorio de Fitopatologia da DuPont
Pioneer S.A., situada na cidade de Porto Nacional-TO, de acordo com o protocolo descrito
por Doyle e Doyle (1990). Para a amplificagdo do DNA por PCR, os pares de primers usados
na reacdo foram os iniciadores VER-1 (5’-CTT CCT GCG ATG TTT CTCC-3’) e VER-2 (5°-
AAT TGG CCA TTG GTA TTA TAT ATCTA-3’) para amplificar o gene especifico
calmodulina de isolados de F. verticillioides.

Isolados da mesma amostra submetida a analise de PCR foram enviados para o
Laboratério Agrondmica, credenciado pelo Ministério da Agricultura para uma segunda

analise de PCR e confirmagdo por meio de sequenciamento.

Locais dos experimentos:

Os experimentos foram conduzidos na safra agricola de 2015/2016, em lavouras
experimentais de milho, localizados em éareas distintas do Norte, Centro Oeste e do Sul do
Brasil, nos municipios de Gurupi, no Tocantins (TO), Toledo, no Parana (PR), Planaltina, no
Distrito Federal (DF) e Itumbiara, em Goias (GO). O municipio de Gurupi, no estado do
Tocantins, Brasil, estd inserida no Bioma Cerrado e segundo a classificacdo de Koppen-
Geiger, 1928, o clima da regido ¢ Aw, definido como tropical quente e umido com estagao
chuvosa no verdo e seca no inverno e altitude de 278. O periodo de instalacdo e conducdo do
experimento foi de 20 de fevereiro a 15 de Junho de 2016. O municipio de Toledo, no estado
do Parand, esta inserido no Bioma Mata Atlantica e altitude de 550 m. O clima da regido ¢
Cfa, definido como clima subtropical, com verdes quentes, geadas pouco frequentes, sem
estacdo seca definida. O periodo de instalagdo e condug¢do do experimento foi de 19 de
fevereiro a 25 de julho de 2016. O municipio de Planaltina, no estado do Distrito Federal, esta
inserido no Bioma Cerrado e tem altitude de 1175 m. O clima da regido ¢ Aw, definido como
tropical quente e umido com estagdo chuvosa no verdo e seca no inverno. O periodo de
condugdo foi de 23 de dezembro 2015 a 29 de abril 2016. O municipio de Itumbiara, no
estado do Goias, esta inserido no Bioma Cerrado e Mata Atlantica e tem altitude de 448m; o

clima da regido ¢ Aw, definido como tropical quente



e umido com estacdo chuvosa no verdo. O periodo de instalacdo deste experimento foi de 14
de dezembro de 2015 a 16 de abril de 2016.

Foram avaliadas as temperaturas maximas e minimas (°C) e precipitagdes (mm) dos
quatro locais durante o periodo compreendido entre a inoculagdo do patégeno até a colheita

dos graos.

Delineamento experimental e tratamentos:

Genotipos:

O delineamento experimental foi igualmente realizado nos quatro locais estudados,
sendo o de blocos ao acaso, em esquema fatorial de 10 x 3, com trés repeticdes, sendo 10
gendtipos de milho tratados com os fungicidas Metalaxil-M (10g/L) e Fludioxonil (25g/L) e
trés métodos de inoculagdo. Os dez hibridos de milho utilizados, foram: P30K75Y,
P32R48YH, P3250, P3340YHR, P3630H, P4285H, DKB240PRO2, DKB390PRO?2,
DKB310PRO2 e DOW30A37PW.

Em condi¢des de campo, cada parcela experimental foi composta por 2 linhas de 4,5
metros, sendo 30 plantas por cada linha. Em cada método de inoculacdo foram utilizadas duas
linhas. Nos tratamentos com inoculagdo artificial, todas as plantas das linhas foram
inoculadas, exceto as duas primeiras e duas ultimas plantas. Duas linhas foram destinadas a
inoculacdo da suspensdo de conidios de F. verticillioides, na forma injetavel, no centro da
espiga, e outras duas linhas, na forma de aspersdo. Deixou-se também duas linhas destinadas a
testemunha (infec¢do natural), onde ndo houve inoculagdo artificial, sendo as plantas
molhadas apenas com agua da irrigacdo. Nenhum tipo de fungicida foi aplicado nas plantas

dos experimentos.

Métodos de inoculacio:

Para inoculagdo de F. verticillioides nas espigas, uma suspensdo desse fungo foi
obtida a partir do seu cultivo em meio de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar). Os micélios
do fungo, em meio de cultura com idade de 15 dias, foram triturados em liquidificador,
posteriormente, esse triturado foi peneirado para a remocao das particulas grosseiras do meio

de cultura. Entdo, calibrou-se a suspensdo do inoculo com auxilio de um hematocitometro,

com uma concentracio ajustada para 5 x10° conidios.mL”'. Em ambos os métodos de
inoculagdo artificial, realizou-se a inoculacdo de 2mL desta suspensdo por espiga quando as
plantas estavam em estadio fenoldgico R1, caracterizado como "florescimento e polinizagao",

com os estilo-estigmas



comecando a escurecer, aproximadamente entre o sétimo e o décimo dia ap6s o inicio do
florescimento, periodo de maior susceptibilidade a infecgdo (MUNKVOLD et al, 1997).

Foram utilizados os seguintes métodos: Método injetavel da suspensao de conidios
no centro da espiga: Realizou-se a inoculagdo da suspensdo de conidio de F. verticillioides
com o auxilio de uma seringa dosadora com alimentacdo automatica, o qual o in6culo foi
injetado no centro da espiga. O método injetavel simula a infeccdo das espigas de milho pelo
fungo a partir de danos fisicos ocasionados nas espigas, em sua maioria, causados por insetos.
Meétodo por aspersdo da suspensdo de conidios no estilo estilo-estigma: A inoculagdo da
suspensao de conidio de F. verticillioides foi realizada com o auxilio de um borrifador de
agua devidamente esterilizado, o qual o inoculo foi depositado sob os estilo-estigmas da
espiga na forma de aspersdo (borrifado). O método de aspersao na forma de spray simula a
disseminagdo natural dos esporos que chegam até os estigmas das espigas. Método natural:
Infeccdo realizada naturalmente, onde ndo houve nenhum tipo de inoculagdo artificial
(testemunha).

Apos as inoculagdes, um saco de papel (volume de 2 litros) foi utilizado para cobrir
cada espiga com o objetivo de proporcionar um melhor ambiente para o desenvolvimento do
patdégeno, bem como, servindo de barreira para evitar interferéncia de outras parcelas e

ataques de passaros.

Estrutura para gerenciar microclima no ambiente:

Nos quatro locais plantados realizou-se a implantagdo de uma mini-estacao
meteorologica capaz de registrar as variaveis climdticas e proporcionar um microclima
favoravel ao desenvolvimento da doenga nas espigas. A instalacdo foi iniciada a partir da
inocula¢do, indo do florescimento até a colheita. Esta estrutura foi composta por uma bomba
elétrica acoplada a um sistema de irrigacdo conectada a micro aspersores de nebulizagdo. Um
“timer” controlou o acionamento de todo o sistema. A programacao da nebulizagdo nas
plantas foi a mesma em todos os locais dos experimentos, sendo um total de doze por dia,

com dura¢do de 5 minutos cada, iniciando-se as 8:00h até as 20:00h.

Colheita das espigas e Avaliacao dos experimentos:

Quando os gendtipos estavam na fase fenologica R6, caracterizada como "maturacdo

fisioldgica", iniciou-se o monitoramento da umidade dos graos até atingir o nivel de 17%. Em

seguida, foi colhido um total de 150 espigas, sendo coletadas 50 espigas por cada tratamento



de inoculacdo. Posteriormente, as espigas foram dispostas no secador automatizado para que
os graos atingissem umidade de 13%, para em seguida, proceder-se a debulha. Antes da
debulha, as espigas foram dispostas uma ao lado da outra para a avaliacao de severidade da

doenga, e na sequéncia, foram debulhadas.

Avaliacao de Severidade:

A avaliagdo da severidade da doenca foi realizada momentos antes da debulha dos
graos, quando estes se encontravam colhidos. A avaliagdo foi feita de forma visual e
comparativa onde foi atribuida uma nota visual de acordo com os aspectos das espigas. A
severidade foi avaliada por meio da seguinte escala diagramatica que estima a porcentagem da
area da espiga com sintomas de podriddo, caracterizada pela cobertura com micélio de
colora¢do branco a roseo e pela presenca de graos escurecidos e/ou com estrias brancas no
pericarpo, sendo Grau 1 = 0% (sadia), 2 = 0,5%, 3 = 10%, 4 = 30%, 5 = 50%, 6 = 70%, 7 =
80%, 8 = 90% e 9 = 100% da 4area da espiga exibindo sintomas visiveis da doenca
(AGROCERES, 1996).

Os hibridos que receberam notas de 1 a 3 foram classificados como de alta a mediana
resisténcia a podriddo da espiga. Os que receberam notas de 4 a 6 foram classificados como
de mediana susceptibilidade e os hibridos que receberam notas de 7 a 9, foram classificados

como de mediano a altamente susceptiveis.

Massa de mil graos:

A avaliacdo da massa de mil graos, em gramas, foi realizada logo apds a debulha das
espigas, contabilizando mil graos de cada linha do tratamento, para todas as repeticdes e
pesado em balanga calibrada por empresa certificadora com controle de qualidade amparada
na norma NBR ISO IEC17025:2005 (NBR: Norma Brasileira; ISO: International
Organization of Standardization; 1EC: International Electrotechnical Commission). A norma

17025:2005 ¢ uma norma para sistema de gestdo de qualidade para laboratorios.

Analise estatistica:

Anteriormente a realizagdo da andlise de variadncia, os dados foram verificados

quanto ao atendimento dos pressupostos do modelo matematico de normalidade dos erros,

pelo teste



de Shapiro-Wilk (Shapiro-Wilk, 1967) e homogeneidade de variancia dos erros, pelo teste de
Batlett (Batlet, 1937). Quando os dados ndo atenderam algum destes pressupostos, foram
transformados pela metodologia de Box-Cox. Em seguida, os dados foram submetidos a
analise de variancia para cada local e posterior analise de varidncia conjunta de todos os
locais, e em seguida, ao teste de Tukey para a comparacdo de medias para os fatores e

desdobramentos de interagdes significativas.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacido dos isolados:

Na Figura 01, pode-se observar o peso molecular das amostras de DNA dos isolados
fingicos obtidos de espigas com podridao, contendo sementes sintomdticas. A amostra
resultou em 658 e 986 nucleotideos para regido EF e RPB2, respectivamente. Esta sequéncia
apresentou 99% de identidade com F. verticillioides (Acesso n° FN179338.1) e (Acesso n°
FN552106.1), respectivamente, cobrindo 99% da sequéncia (Query cover), de acordo com
consulta ao BLAST (NCBI), Icl/Query 25443 e Icl/Query 10149, conforme laudo de
Sanidade Vegetal 3162/2017- AGR.

-

VER1/VER2

* Pb: Pares de Bases

Figura 01: Peso molecular de amostras de isolados fungicos obtidos de milho (A), sendo:
isolados 01 e 02: procedentes de Gurupi-TO; isolados 03 e 04: procedentes de Itumbiara-GO;
isolados 05 e 06: procedentes de Planaltina-DF; isolados 07 e 08: procedentes de Toledo-PR;
Controle negativo (Controle -): Folha de milho sadia; Mix: Controle relativo, sem adi¢cdo de
DNA; Controle positivo (Controle +): Isolado de Fusarium verticillioides.



Postulados de Koch:

Verificou-se a reproducdo dos sintomas de Fusarium em espigas de milho apods a
inoculagdo, bem como, foi verificado através do reisolamento do patdgeno, as mesmas

caracteristicas morfoldgicas das culturas observadas anteriormente.

Analise de variancia:

De acordo com a andlise de variancia (tabela 01), observou-se que a interagdo entre
os métodos de inoculacdo e gendtipo ndo foi significativa para severidade ¢ massa de mil
graos, desta forma, nao foram realizadas andlises especificas considerando-se os genotipos em
cada local, pois o padrdo de resposta dos materiais foi semelhante para todos as inoculagoes.

Embora a interagdo entre gendtipos e inoculacdo ndo tenha sido significativa, o efeito

isolado de cada um dos métodos de inoculacdo foi significativo.

Tabela 01: Analise de variancia conjunta para massa de mil grdos (MMGQG) e severidade
(SEV) considerando trés métodos de inoculagdo de Fusarium verticillioides em 10 hibridos
comerciais de milho plantados em quatro locais diferentes no Brasil.

MMG Severidade

GL QM Fc Ftab QM Fc Ftab
BLOCO/AMBIENTE 8 753,64 205,67 1,98 * 0,13 1,13 1,98 ns
INOCULACAO 2 13290,95 498 3,03 * 12197 41,25 3,10 *
GENOTIPO 9 16437,67 6,16 192 * 12,18 4,12 199 *
INOCULACAO*GENOTIPO 18 863,66 032 1,65 ns 1,76 0,60 1,72 ns
AMBIENTE 3 184416,19 5391 2,72 * 6990 22,72 2,70 *
AMBIENTE*TRATAMENTO! 87 2667,55 72797 1,33 * 296 26,72 133 *
ERRO MEDIO 232 3,66 0,11

Média: 285,2 CV: 19,82 Média: 6.13 CV: 543

*Significativa ao nivel de 5%, pelo Teste F.
' Tratamento: Combinacdo dos niveis dos fatores: inoculagdo e materiais.

A temperatura média extraida dos locais durante a permanéncia dos experimentos
foram: Gurupi-TO: 28,43°C; Itumbiara-GO: 23,1°C; Planaltina-DF: 22,13 ¢ em Toledo-PR:
13,64°C. Nenhum dos quatro locais apresentaram diferencas para a variavel massa de mil
graos, porém, para os experimentos instalados nos locais de Toledo e Planaltina, verificou-se
diferencas significativas (P<0.05) para a severidade da doenga entre os métodos de inoculagao

estudados (Tabela 02).



Tabela 02: Médias da Massa de mil graos (MMG) e severidade (SEV) da Podridao de
espigas de milho em fungdo de trés métodos de inoculagdo de Fusarium verticillioides em
quatro diferentes ambientes.

M¢dia de massa de mil graos e severidade de Fusarium

Gurupi-TO

Tipo de

Inoculagao MMG SEV

Testemunha 294,10 a 340 a

Aspersao 28927 a 430 a

Injetavel 274,50 a 423 a

Média 285,96 3,98

Temperatura

média: 28.43°C

Itumbiara-GO

Testemunha 253,57 a 390 a

Injetavel 218,33 a 5,60 a

Aspersao 21237 a 5,60 a
228,09 5,03

Temperatura

média: 23,01°C

Planaltina-GO

Testemunha 345,773 a 2,03 a

Injetavel 339,97 a 3,47 ab

Aspersao 330,83 a 5,03 b

Média 338,84 3,51

Temperatura

média: 22,13°C

Toledo-PR

Testemunha 295,60 a 1,63 a

Injetavel 289,17 a 343 b

Aspersao 27890 a 3,80 b

Média 287,89 2,96

Temperatura

média: 13,64°C

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Os hibridos cultivados nos municipios de Gurupi e Itumbiara ndo apresentaram
nenhuma diferenca entre os trés métodos de inoculagdo para a variavel severidade,
diferentemente dos locais de Planaltina e Toledo, que apresentaram maior severidade quando
os hibridos foram inoculados pelos dois métodos artificiais. Para a variavel de massa de mil

graos, nenhum dos quatro locais apresentaram diferencas significativas.



Pode-se verificar que os hibridos plantados no municipio de Toledo-PR, que foram
inoculados pelos dois métodos de inoculagdo artificial apresentaram maior severidade do que
a testemunha (Figura 02). Também observou-se que os hibridos cultivados em Planaltina-DF,
os quais foram inoculados por aspersio da suspensdo do conidio no stilo-estigma,
apresentaram maior severidade, quando comparados com o0s genotipos que receberam
inoculagdo de forma injetdvel e a inoculagdo natural (testemunha), porém estes métodos
artificiais ndo diferiram entre si (Fig. 02). O método de aspersao no estilo-estigma permitiu
simular a infec¢do natural e foi capaz de proporcionar maiores severidades nos hibridos
testados. Os autores CHUNGU et al. (1996), REID et al. (1996) ¢ SCHAAFSMA et al.
(1993). REID et al. (1992a) verificaram que o método de inoculagio depositando o indculo no
estilo-estigma foi eficiente, permitindo diferenciar genotipos resistentes de suscetiveis.

A severidade média da doenga encontrada entre os trés métodos de inoculacao
artificial, pode ser influenciado pelo ambiente, e neste caso, sugere-se que pode haver
envolvimento de mecanismos que inibem a infecg¢do e a colonizacdo de F. verticillioides. Em
ambos os locais, nos municipios de Toledo-PR e Planaltina-DF, apresentaram um clima mais
ameno do que nos outros municipios (Figura 02). O clima ameno poderd influenciar
positivamente na maior taxa de infeccdo do fungo, consequentemente, maior nivel de
severidade. Resultados semelhantes foram obtidos por Reid et al (1996), quando verificou

altas severidades em diferentes hibridos quando testados em ambientes mais amenos.
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Figura 02: Massa de mil graos (a) e Severidade da podridao de espiga (A) de milho causado
por Fusarium verticillioides em funcao de diferentes métodos de inoculagdo e temperaturas.

Temperaturas: Gurupi 28, 43 °C, Itumbiara 23,01 °C, Planaltina 22,13 °C e Toledo 13,64 °C .

Em Planaltina, os hibridos P4285H, DKB310PRO2 ¢ DKB240PRO2, inoculados
pelo método de aspersdo, apresentaram o maior nivel de resistentes do experimento. Ja o
hibrido 32R48YH apresentou a maior severidade, de 5,33, enquanto que para o local de

Toledo, ndo houve diferenga para as severidades entre os hibridos avaliados (Tabela 3).

Tabela 03: Severidade (SEV) da Podridao de espigas de milho inoculados por Fusarium
verticillioides em quatro diferentes ambientes.

Gurupi Itumbiara-GO Planaltina-GO Toledo-PR

Genotipo SEV Genotipo SEV Genotipo SEV Genotipo SEV
DKB310PRO2 2,56 a P4285H 2,89 a P4285H 2,67 a DKB240PRO2 2,11 a
DKB390PRO2 2,78 a DKB390PRO2 4,33 a DKB310PRO2 2,78 a DKB390PRO2 244 a
P3340YHR 3,44 a DKB310PRO2 4,56 ab DKB240PRO2 3,00 a 30K75Y 2,56 a
P3630H 3,78 a 32R48YH 4,67 ab P3630H 3,22 ab P4285H 2,78 a
P4285H 3,89 a P3630H 4,67 ab P3340YHR 3,33 ab DOW30A37PW 2,89 a
P3250 4,00 a P3250 5,33 ab P3250 3,44 ab P3630H 3,00 a
30K75Y 4,11 ab DOW30A37PW 544 b DKB390PRO2 3,67 ab DKB310PRO2 3,11 a
DKB 240PRO2 4,11 ab 30K75Y 6,11 b DOW30A37PW 3,67 ab P3340YHR 333 a
DOW30A37PW 4,56 ab DKB 240PRO2 6,11 b 30K75Y 4,00 ab 32R48YH 3,56 a
32R48YH 6,56 ¢ P3340YHR 6,22 b 32R48YH 533 b P3250 3,78 a
Média 3,98 Média 5,03 Média 3,51 Média 2,96

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Em Gurupi, o hibrido 32R48YH, assim como em Planaltina e em Toledo, também
apresentou a maior severidade do local. Diferentemente de Itumbiara o qual este mesmo
hibrido apresentou severidade intermedidria em relagdo aos demais, possivelmente devido ao
fator temperatura influenciar de forma positiva no desempenho do patdégenos neste gendtipo.

Ainda em Itumbiara verificou-se que os hibridos P4285, DKB390PRO2 e
DKB310PRO2 apresentaram os maiores niveis de resisténcia do ensaio. Este resultado
repetiu- se em quase todos os locais.

Hibridos de milho podem expressar diferentes performances quando estabelecidos
em ambientes diferentes, onde o clima ¢ fator importante para o crescimento da planta,
influencia no desenvolvimento da doenga bem como nas suas interagoes.

ALI et al. (2005) relataram a existéncia de dois mecanismos de resisténcia distintos
que impedem a podriddo de Fusarium. O primeiro refere-se a resisténcia do estilo-estigma
que ¢ a capacidade do gendtipo em prevenir a infec¢ao e colonizacao do fungo para o interior
do canal do estilo-estigma, porém, este mecanismo ndo ¢ totalmente compreendido, e pode
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mais complexo do que uma barreira fisica (REID Et al., 1992b; REID et al., 1994). O segundo
refere-se a resisténcia do grao, que retarda a colonizagdo do patdgeno na espiga, uma vez que
este tenha crescido para o interior do canal do estilo-estigma ou tenha sido introduzido por
ferimento (REID Et al., 1992b; REID et al., 1994). MESTERHAZY et al. (2012) afirmam que
a resisténcia aos dois modos principais de infeccdo do fungo na espiga, por meio do estilo-
estigma ou através de ferimentos dos graos, ndo se correlacionam em todos os genotipos.

No Brasil, NASCIMENTO et al. (2010), comparou 12 métodos de inoculagdo
artificial simulando a infecg¢do via estilo-estigma e danos causados por insetos. Os resultados
desse estudo mostraram nao haver diferencas estatisticas significativas entre os métodos para
a maioria dos hibridos avaliados, porém, observou uma leve tendéncia a maiores severidades
nas espigas de hibridos quando se fez inoculacdo pela via estilo-estigma, com posterior
camara imida por 48 horas.

SCHAAFSMA et al. (1993) concluiram que métodos de inoculagdo artificial que
utilizam injarias nos graos e aplicagdes de indculo dentro das bréacteas resultam em maior
severidade de podriddes de espiga, porém, neste estudo, nao foi relatado nenhuma forma de
cobertura realizada nas espigas apos a inoculacdo, o que contradiz os resultados encontrados
no municipio de Planaltina, onde a inoculagdo por aspersdo apresentou maior severidade.

Entre os métodos de inoculacdo avaliados, ambos métodos artificiais demostraram
eficacia na indu¢do da doenga quando comparados com a testemunha, principalmente nos
ensaios conduzidos em Planaltina-DF e em Toledo-PR. Possivelmente o clima mais ameno
desses locais pode ter influenciado no desenvolvimento do patégeno quando inoculados
naturalmente. Acredita-se que, diferentemente da inoculagdo natural, onde normalmente
ocorre dispersdo ao acaso do patogeno, o método artificial foi capaz de proporcionar maiores

chances do fungo infectar e colonizar as espigas de maneira mais uniforme.

2.6 CONCLUSAO

O método de inoculagdo artificial através de aspersdo no estilo-estigma e o injetavel
no centro da espiga apresentaram resposta mais consistente a intensidade da doengca,
possibilitando diferenciar do método natural.

Em Planaltina, verificou-se que o método de inoculagdo por aspersao resultou em
maior severidade da doenca, causada por Fusarium verticillioides do que o método de

inocula¢do injetavel no centro da espiga.



Os hibridos de milho P4285, DKB390PRO2 ¢ DKB310PRO2 foram os mais
resistentes a podridao da espiga, nos quatro ambientes, enquanto que o hibrido 32R48YH
apresentou a maior severidade da doenga.

O método de inoculagdo artificial foi o mais eficiente em ambientes de climas
amenos e pode ser uma importante ferramenta na selecdo e caracterizagdo de genotipos de

milho em programas de melhoramento.
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Capitulo 3:

TRANSMISSAO E INCIDENCIA de Fusarium verticillioides EM SEMENTES DE
GENOTIPOS DE MILHO EM FUNCAO DO METODO DE INOCULACAO NAS
ESPIGAS

3.1 RESUMO

A semente ¢ o principal insumo, uma vez que transporta para o campo o potencial genético da
espécie, desta forma, ¢ necessario que possua elevado potencial fisioldgico e auséncia de
patdgenos. A maioria dos fitopatdgenos consegue ser transmitida das plantas para as sementes
e destas também para as areas de cultivo reiniciando as epidemias no campo. Na cultura do
milho, a espécie Fusarium verticillioides, possui a capacidade de transmissdo das sementes
para as espigas de forma sistémica. Verificou-se escassez de trabalhos relacionando o método
de inoculagdo de F. verticillioides nas espigas com a qualidade sanitaria de sementes e
transmissdo para as plantas. Desta forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a transmissao
e incidéncia de F. verticillioides em sementes de milho oriundas de espigas inoculadas com
diferentes métodos. O experimento foi conduzido na safra agricola de 2015/2016, em lavoura
experimental de milho, localizado no municipio de Toledo, no Parand. O delineamento
experimental a campo foi o em Blocos Casualizados, em esquema fatorial de 10x3, com
quatro repeti¢des, sendo 10 hibridos de milho e trés métodos de inoculagdo (spray, injetavel e
natural). Apods as coletas das espigas foram feitas analises das sementes em laboratério no
delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial de 10 (sementes de
10 genotipos de milho) x 3 (métodos de inoculagdo) e quatro repeti¢des. Cada repetigdo
consistiu de um Gerbox contendo 25 sementes. Avaliou-se a qualidade sanitaria das sementes
de milho através do método Blotter test, percentual de germinag¢do das sementes, emergéncia
das plantulas e transmissdo do patdogeno das sementes para as plantulas. Para comprovar a
transmissibilidade do patégeno das sementes para as plantas, apos as coletas dos tecidos de
folhas e caules foram feitas andlises de extragdo de DNA com primer especifico de F.
verticillioides. Também foi possivel identificar a sensibilidade das técnicas de PCR, que
amplificaram as concentragdes de DNA testadas. A técnica de PCR utilizada foi capaz de
detectar até¢ 1% de infeccdo nas sementes. Concluiu-se que as inoculagdes feitas nas espigas
das plantas com spray resultaram em maior incidéncia do patdgeno nas sementes quando
comparada aos demais tratamentos, apresentando ser o método mais eficiente. Os hibridos
32R48YH e o DKB240PRO2 tiveram o maior nivel de infec¢do por F. verticillioides pois
apresentaram a maior incidéncia do fungo. Enquanto que os hibridos P3630H e P4285H
demostraram ser os mais resistentes, pois demonstraram os menores niveis de incidéncia do
patogeno.

Palavras chave: Transmissibilidade, sanidade, Zea mays.

3.2 ABSTRACT

The seed is the main input, since it carries to the field the whole genetic potential of the
species, and for this way, it is necessary that the seed has high physiological potential and
absence of pathogens. Most of the plant pathogens can be transmitted from the plants to the
seeds and from these also to the crop areas, restarting the epidemics in the field. In the corn
crop, the Fusarium



verticillioides species, can transmit the seeds to the spikes in a systemic way. There was a
shortage of papers related to the method of inoculation of F. verticillioides in the ear of corn
with the sanitary quality of seeds and transmission to the plants. Thus, this work had the
objective of evaluating the transmission and incidence of F. verticillioides in corn seeds from
spikes inoculated with different methods. The experiment was conducted in the agricultural
crop of 2015/2016, in experimental maize crop, located in the municipality of Toledo, Parana.
The experimental design was randomized blocks, in a 10x3 factorial scheme, with four
replicates, being 10 corn hybrids and three methods of inoculation (spray, injectable and
natural). After the collection of the ears, seed analyze on the seeds were performed in
laboratory through of completely randomized experimental design, in a factorial scheme of 10
(corn seed of ten genotypes) x 3 (inoculation methods) and four replications. Each replicate
consisted of a Gerbox containing 25 seeds. The sanitary quality of corn seeds was evaluated
through the filter paper method or Blotter test, percentage of seed germination, seedling
emergence and seed pathogen transmission to seedlings in different organs. To verify the
transmissibility of the seed pathogen to the plants, after extractions of leaf and stem tissues,
DNA extraction analyzes with specific primer of F. verticillioides were made. It was also
possible to identify the sensitivity of the PCR techniques, which amplified the DNA
concentrations tested. The PCR technique used was able to detect up to 1% of infection. It
was concluded that the artificial inoculations performed on the ears through spray, resulted in
a higher incidence of the pathogen in the seeds when compared to the other treatments, being
the most efficient method. Hybrids 32R48YH and DKB240PRO2 had the highest level of
infection by F. verticillioides because they had the highest incidence of the fungus. While the
hybrids P3630H and P4285H proved to be the most resistant because they demonstrated the
lower levels of incidence of the pathogen.

Keywords: Transmissibility, sanity, Zea mays.

3.3 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ cultivado em todas as regides do Brasil sob diferentes
condi¢des de clima e de cultivo. A produgdo brasileira ¢ de cerca de 80 milhdes de toneladas
de grios por ano, classificando o pais como um dos maiores produtores mundiais e
exportadores deste cereal (FAO, 2017). Devido a importancia econdmica desta cultura e
adogdo de tecnologias pelos produtores, a demanda por sementes de milho de alta qualidade
aumentou, fazendo com que as empresas de sementes adotem muitas vezes padroes de
qualidade mais restritos do que os estabelecidos somente pelo sistema de certificacao
(FANTAZZINI et al, 2016).

A semente ¢ o principal insumo agricola, uma vez que transporta para o campo todo o
potencial genético da espécie, sendo necessario dentre outros fatores, elevado potencial
fisiolégico e auséncia de patogenos. Sementes de milho s3o susceptiveis a diversos
microrganismos prejudiciais, dos quais os fungos do género Fusarium sdao de grande
relevancia fitossanitaria (TORRE-HERNANDEZ et al., 2014), uma vez que podem ser

responsaveis por perdas considerdveis na produtividade e sanidade dos graos. O fungo



Fusarium verticillioides (Sacc) Nirenberg possui destaque, devido ter ampla dispersao e

distribui¢do geografica, sendo



também a espécie de maior incidéncia em lavouras de milho e em outras culturas por todo o
mundo (CAO et al., 2014; DEEPA et al., 2016). Este fungo também se destaca por possuir um
rapido crescimento de micelios aereos palidos, coloridos e ramificados (MACIEL et al., 2012;
FRIAS et al., 2014).

A semente representa uma das vias mais eficientes de transporte de fitopatégenos, e
por consequéncia, a transmissdo de doengas. Do ponto de vista sanitario, a semente ideal seria
aquela livre de qualquer microrganismo indesejavel. Porém, isso nem sempre ¢ possivel, uma
vez que a sua qualidade ¢ altamente influenciada pelas condigdes climdticas sob as quais sdo
produzidas e armazenadas.

E sabido que F. verticillioides tem a capacidade de transmissdo das sementes para as
espigas de forma sistémica (WILKE et al., 2007). Seu potencial de dano ¢ extremamente alto
e compromete a qualidade das sementes e grdos das plantas, também podendo produzir
micotoxinas prejudiciais a saude de animais e do homem.

Apesar de existirem estudos sobre a transmissao de F. verticillioides das sementes para
as plantas, poucos abordaram a transmissdo a campo das plantas para as sementes, por
diferentes genotipos e métodos de inoculagao.

A inoculagdo pode representar a certeza de que todas as plantas do gendtipo,
receberam num mesmo tempo, a mesma quantidade de suspensido do patégeno, e através do
método de inoculagdo controlado, ¢ possivel selecionar genoétipos resistentes e indicar a
melhor forma de manejo das doengas. Com isso, este trabalho teve por objetivo realizar um
levantamento da populacdo de F. verticillioides através de andlise sanitaria e transmissdo do
fungo a campo das plantas para as sementes e das sementes para as plantulas inoculados com

diferentes métodos de inoculacao.

3.4 MATERIAL E METODOS

Isolamento do patégeno, producio do indculo e Postulados de Koch:

Para o isolamento do patdgeno, sementes sintomdticas de milho, foram colhidas e
levadas ao laboratorio para andlise da presenca de F. verticillioides. As sementes, sem
assepsia, foram colocadas em placas de petri, contendo meio BDA. Em seguida, procedeu-se
a repicagem do fungo para placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200g batata, 20g
de dextrose, 20g de 4agar e 1000 ml de agua destilada). Os isolados foram identificados com

base em sua



morfologia tipica, que se caracterizou pela presenga de longas cadeias de microconidios
produzidos em monofialides (LESLIE & SUMMERELL, 2006).

Na purificagdo das colonias dos isolados, foi utilizada a técnica da cultura
monosporica (FERNANDEZ, 1993), em que uma suspensdo de conidios do fungo foi
colocada em 5 mL de agua destilada e esterilizada, em placas de Petri contendo meio de
cultura agar-agar (AA: 20g de agar e 1000mL de agua destilada). Apos 24 horas de incubagao
em temperatura ambiente, foi realizada a observacdo dos conidios germinados, em
microscopio otico. Os conidios que germinaram, isoladamente foram repicados para tubos de
ensaio e placas de Petri contendo meio de cultura BDA, para posteriores trabalhos de

inoculagdes. Os Postulados de Koch foram feitos com inoculagdes da suspensdao do fungo

contendo 5 x 10° conidios.mL™" em plantas sadias do hibrido 32R48YH. As inocula¢des foram
realizadas tanto em plantas jovens, com 20 dias apds a emergéncia, como também na fase
reprodutiva de duas formas, uma nos estilo-estigmas e a outra no centro da espiga, quando as
plantas estavam em estddio fenoldgico R1. Apds a inoculagdo nas plantulas ficaram em
camara umida por 48 h, e em seguida os tecidos da folha e caule foram cortados e apods
assepsia foram plaqueados em meio de cultura BDA. Para a inoculagdo na fase R1, decorridos
25 dias da inoculagao, todas as espigas foram colhidas para a degrana e as sementes incubadas
em Placas de petri com meio BDA. Posteriormente, apos 5 dias de incubagdo, foi efetuada a

identificacdo do patdégeno presente nos graos.

Identificacio molecular do isolado e amplificacio do DNA por PCR:

O DNA de F. verticillioides foi extraido de acordo com o protocolo descrito por Doyle
e Doyle (1990). Para a amplificagdo do DNA por PCR, os pares de primers usados na reacao
foram os iniciadores VER-1 (5’-CTT CCT GCG ATG TTT CTCC-3’) e VER-2 (5’-AAT
TGG
CCA TTG GTA TTA TAT ATCTA-3’) para amplificar o gene especifico calmodulina de
isolados de F. verticillioides.

Isolados da mesma amostra submetida a andlise de PCR foram enviados para o

Laboratério Agrondmica, credenciado pelo Ministério da Agricultura para uma segunda

analise de PCR e sequenciamento para confirmagao.

Delineamento experimental em campo:

O experimento foi conduzido na safra agricola de 2015/2016, em lavoura experimental

de milho, localizado no municipio de Toledo, no Parand. O delineamento experimental foi em



Blocos Casualizados, em esquema fatorial de 10x3, com quatro repeti¢des, sendo 10 hibridos
de milho tratados com Metalaxil-M (10g/L) e Fludioxonil (25g/L) e trés métodos de
inoculagdo. O periodo de instalagdao e conducao do experimento foi de 19 de fevereiro a 25 de
julho de 2016, no municipio de Toledo, no estado do Parand. Os dez hibridos de milho
utilizados, foram: P30K75Y, P32R48YH, P3250, P3340YHR, P3630H, P4285H,
DKB240PRO2, DKB390PRO2, DKB310PRO2 ¢ DOW30A37PW.

Em condi¢des de campo, cada unidade experimental (parcela) foi composta por 2
linhas de 4,5 metros e 30 plantas por cada linha. Nos tratamentos com inoculag¢do todas as
plantas das linhas foram avaliadas, exceto as duas primeiras e duas Ultimas plantas. Em ambos
os métodos artificiais, realizou-se a inoculacao de 2 mL da suspensdo por espiga quando as
plantas estavam em estadio fenoldgico R1 (florescimento e polinizac¢ao), periodo de maior
susceptibilidade a infeccdo (MUNKVOLD & DESJARDINS, 1997). Parcelas de igual

tamanho foram destinadas a testemunhas (infec¢ao natural).

Preparo do indculo e estadio de inoculagao:

Para inoculagdo de F. verticillioides nas espigas, uma suspensao desse fungo foi obtida
a partir do seu cultivo em meio de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar). Para cada local,
utilizaram-se isolados da espécie de sua propria regido. Os micélios do fungo, em meio de
cultura com idade de 15 dias, foram triturados em liquidificador, posteriormente, esse
triturado foi peneirado para a remog¢do das particulas grosseiras do meio de cultura. Entdo,
calibrou-se a suspensdo do in6culo com auxilio de um hematocitdmetro, com uma
concentracio ajustada para 5 x10° conidios.mL™".

Em ambos os métodos de inoculacao artificial, realizou-se a inoculacdo de 2mL desta
suspensao por espiga, quando as plantas estavam em estadio fenoldgico R1, caracterizado
como '"florescimento e polinizagdo", com os estilo-estigmas comegando a escurecer,
aproximadamente entre o sétimo e o décimo dia apos o inicio do florescimento, periodo de
maior susceptibilidade a infec¢gdo (MUNKVOLD et al, 1997). Nenhum tipo de fungicida foi

aplicado nos experimentos.

Descricio dos métodos de inoculacio:

Método injetavel da suspensao de conidios no centro da espiga: Realizou-se a inoculacao

da suspensao de conidio de F. verticillioides com o auxilio de uma seringa dosadora com



alimentacdo automatica, o qual o inoculo foi injetado no centro da espiga. O método injetavel
simula a infec¢do das espigas de milho pelo fungo a partir de danos fisicos ocasionados nas

espigas, em sua maioria, causados por insetos.

Método por aspersdo da suspensio de conidios no estilo estilo-estigma: A inoculacao da
suspensao de conidio de F. verticillioides foi realizada com o auxilio de um borrifador de
agua devidamente esterilizado, o qual o inoculo foi depositado sob os estilo-estigmas da
espiga na forma de aspersdo (borrifado). O método de aspersdo na forma de spray simula a

disseminag¢do natural dos esporos que chegam até os estigmas das espigas.

Método natural: Infeccdo realizada naturalmente, onde ndo houve nenhum tipo de
inoculag¢do artificial (testemunha).

Ap6s as inoculagdes, um pacote de papel foi utilizado para cobrir a espiga com o
objetivo de proporcionar um melhor ambiente para o desenvolvimento do patdégeno, bem

como, servindo de barreiramento para evitar interferéncia de outras parcelas.

Estrutura para gerenciar microclima no ambiente:

No local do experimento, realizou-se a implantagdo de uma mini-estagao
meteoroldgica capaz de registrar as varidveis climaticas e proporcionar um microclima
favoravel ao desenvolvimento da doenca nas espigas, sendo a sua instala¢do iniciada a partir
da inoculagdo, indo do florescimento até a colheita. Esta estrutura foi composta por uma
bomba elétrica acoplada a um sistema de irrigagdo conectada a micro aspersores de
nebulizacdo. Um “timer” controlou o acionamento de todo o sistema. A programagdo da
nebulizacdo nas plantas foi a mesma em todos os locais dos experimentos, sendo um total de

doze por dia, com duragao de 5 minutos cada, iniciando-se as 8:00 h até as 20:00h.

Colheita das espigas e Avaliacdo do experimento:

Quando os gendtipos estavam na fase fenologica R6, caracterizada como "maturagao
fisioldgica", iniciou-se o monitoramento da umidade dos graos até atingir o nivel de 17%. Em
seguida, foi colhido um total de 150 espigas, sendo coletadas 50 espigas por cada tratamento
de inoculagdo. Posteriormente, as espigas foram dispostas no secador automatizado para que
os graos atingissem umidade de 12-14%, para em seguida, proceder-se a debulha. Antes

da



debulha, as espigas foram dispostas uma ao lado da outra para a avaliagdo de severidade da

doenga.

Utilizacdo de PCR para deteccio de Fusarium verticillioides em amostras de sementes

com diferentes incidéncias fliingicas:

Diferentes niveis de infec¢ao fingica foram formulados, obtidas a partir da inoculacio
artificial com cinco concentrac¢des diferentes do fungo, sendo estas com uma variagdo de 100,
20, 10, 2, e 1% de incidéncia de F. verticillioides nas sementes, além de um controle negativo,
usando sementes livres sadias com 0% de incidéncia.

As amostras de sementes sadias, € as amostras de sementes com diferentes niveis de
infeccdo, foram trituradas em um moinho refrigerado até se obter um poé bem fino.
Aproximadamente 1g de cada amostra foi pulverizado com auxilio de nitrogénio liquido e
submetido a extragdo do DNA flngico, para posterior andlise molecular pela técnica de PCR.
Tanto o procedimento de extragdo, quanto a amplificacdo foram conduzidos sobre as mesmas
condi¢des aplicadas durante a extragdo e amplificagdo do DNA dos isolados, descritos

anteriormente na Sec¢ao 2.2.

Transmissdo planta-semente de Fusarium verticillioides em diferentes genotipos e

métodos de inoculacgao:

Os experimentos tiveram o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial de 10
(gendtipos de milho) x 3 (métodos de inoculagdo) e quatro repeti¢des. Utilizou-se as sementes
provenientes dos hibridos que foram inoculados pelos trés métodos de inocula¢do (natural,
spray e injetavel). Os hibridos utilizados foram: P30K75Y, P32R48YH, P3250, P3340YHR,
P3630H, P4285H, DKB240PRO2, DKB390PRO2, DKB310PRO2, DOW30A37PW.

O levantamento da populacdo fungica associada as sementes de milho, provenientes
das plantas inoculados com F. verticillioides, foi realizado por meio do método do papel de
filtro ou blotter test (BRASIL, 2009). Para isso, utilizou-se caixa acrilica tipo gerbox,
desinfestada com alcool 70%, contendo em seu interior duas folhas de papel de filtro
esterilizadas e umedecidas com 50 mL de agua destilada estéril.

Cada repeticdo consistiu de um Gerbox contendo 25 sementes. As sementes
provenientes de cada lote foram submetidas a assepsia. As desinfestacdes foram realizadas

emergindo-se as sementes em uma sequéncia de solucao de alcool 50%, por 30 segundos,



hipoclorito de s6dio a 2%, por 2 minutos e posteriormente, duas sequéncias de lavagens em
agua destilada esterilizada.

As sementes foram dispostas individualmente e, posteriormente, acondicionadas em
uma sala de incubagdo, sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas durante 24 horas.
Em seguida, foram colocadas em congelador (-20°C) por 24 horas para inibir por completo o
processo de germinagdo das sementes. Posteriormente, os gerboxes foram colocados
novamente em camara de incubacdo por cinco dias com fotoperiodo de 12 horas, onde
permaneceram até a avaliagdo. A analise sanitaria das sementes foi feita individualmente em
cada gerbox, com auxilio de microscopio estereoscopico e Otico. Para identificacdo dos
fungos laminas foram preparadas e visualizadas em microscopio Otico, anotando-se a
incidéncia (%) de todos os géneros encontrados. Foram utilizadas na identificacdo literaturas
especializadas como Barnett e Hunter (1998) e Watanabe (2010). Os fungos foram isolados e

cultivados em meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA).

Teste de emergéncia e transmissao de Fusarium verticillioides das sementes para as

plantulas, em diferentes 6rgaos de plantas de milho:

O ensaio foi realizado em local isolado e distante de lavouras comerciais. Para cada
tratamento foram semeadas 200 sementes ndo desinfestadas, divididas em quatro repeti¢des
de 50 sementes cada, em delineamento inteiramente casualizado. A semeadura foi realizada
em bandejas de 10 cm de largura por 30 cm de comprimento, contendo areia estéril. Foi
mantida diariamente a umidade do substrato por meio de irrigacdo manual. Aos sete dias apos
a semeadura, foi avaliada a emergéncia de plantulas.

Ao final de 35 dias da semeadura foram coletadas 30 plantas, sendo dez plantas de
cada tratamento. As plantas foram coletadas separadamente, depois realizou-se processo de
assepsia com desinfestacdo em alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio 1% por 40
segundos e triplice lavagem em agua destilada estéril. Apods desinfestacao foram separados os
orgdos das plantas: raiz, caule e folhas. Foram acondicionadas em placas contendo meio de
cultura BDA devidamente identificadas, posteriormente levadas para sala de incubagdo, sob
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas durante cinco dias.

Ao final do periodo de incubagao realizou-se a avaliacao para constatacdo da presenga
de F. verticillioides nos diferentes Orgaos das plantas, com auxilio de microscopio

estereoscopico e otico.



Analises estatistica:

Apos a realizacdo da andlise de variancia, o agrupamento das médias foi feita pelo teste
de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA,
2014).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises de variancia:

Para a emergéncia plantulas de plantulas provenientes de gendtipos de milho
inoculados com Fusarium verticillioides inoculados por diferentes métodos em plantas de
milho em estadio reprodutivo R1 (florescimento e pendoamento) em fungdo do gendtipo,

nota-se que houve significancia (P<0,05) para as varidveis analisadas (Tabela 1).

Tabela 01: Analise de variancia conjunta para emergéncia de plantulas provenientes de
gendtipos de milho inoculados com Fusarium verticillioides utilizando trés diferentes
métodos de inoculacdo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
INOCULAC 2 51,8000 25,9000 5,37 0,0063*
GENOTIPO 9 303,4667 33,7185 6,99 0,0000*
INOCULAC*GENOTIPO 18 511,5333 28,4185 5,89 0,0000*
erro 90 434,0000 4,8222
Média: 2,2800 CV: 96,4
*P<0,05

Identificacao molecular do isolado:

Baseado na identificacio molecular realizada (figura Ol), o isolado trata-se de
Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremberg (1976). A amostra resultou em 658 e 986
nucleotideos para regido EF e RPB2, respectivamente. Esta sequéncia apresentou 99% de
identidade com Fusarium verticilliides (Accession n° FN179338.1) e (Accession n°
FN552106.1), respectivamente, cobrindo 99,9% da sequéncia (Query cover), de acordo com
consulta ao Blast (NCBI), Icl/Query 25443 e Icl/Query 10149, conforme laudo de sanidade
vegetal 3162/2017- AGR.
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Figura 01: A) Peso molecular de amostras de isolados flingicos obtidos de milho (A),
sendo: isolados 01 e 02: procedentes de Toledo-PR; Controle negativo (Controle -): Folha de
milho sadia; Mix: Controle relativo, sem adi¢do de DNA; Controle positivo (Controle +):
Isolado de Fusarium verticillioides. B) Estruturas morfologicas de Fusarium verticillioides
produzidas em monofialides. C) Conidiéforos com microconidios em cadeia. Fotos: Oelton
R. Jr.

Sensibilidade da técnica de PCR na deteccdo de Fusarium verticillioides em sementes de

milho com diferentes niveis de infec¢ao:

Com a metodologia adotada, a técnica de PCR foi capaz de revelar até o menor nivel
de incidéncia de F. verticillioides produzida, sendo capaz de detectar em até 1% de infec¢ao
em sementes de milho, dentre 0 DNA extraido (Figura 2), os primers foram sensiveis ao ponto

de revelar quantidades minimas do material genético do patégeno.
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* Pb: Pares de Bases
Figura 02: Eletroforese em gel de agarose (0,8%) da regido VER-1 e VER-2 do produto da
extragdo de DNA de sementes de milho com diferentes incidéncias de F. verticillioides
presentes nas sementes nas respectivas percentagens de 100%, 20%, 10%, 2%, 1% e 0%.
Marcador (M) 1 kb (KASVI).



Resultados semelhantes foram encontrados por Barrocas et al. (2012), ao utilizarem a
técnica de PCR na detec¢do de Stenocarpella sp. em sementes de milho artificialmente
infectadas, onde obteve uma sensibilidade de até¢ 2% de incidéncia fungica nas sementes
utilizando primers especificos. Segundo Magculia e Cumagun (2011), o uso de primers
especificos para deteccdo de F. verticillioides aplicada a técnica de PCR, sempre foi uma
excelente ferramenta para a classificagdo morfologica quando usado para sua identificagdo em

graos armazenados de arroz e milho.

Transmissdo planta-semente de Fusarium verticillioides em diferentes genotipos e

métodos de inoculacgao:

Como ¢ possivel observar na Tabela 01, os hibridos inoculados de forma natural
apresentaram menor incidéncia de F. verticillioides (21,2%) em relagdo aos demais métodos
de inoculagdo estudados, na forma injetavel (39,2%) e spray (50,9%). Corroborando com
esses resultados, MENDES et al. (2011), realizou a inoculagcdo de uma suspensao de conidios
de F. verticillioides por aspersdo nos estilo-estigmas de cada planta e também de forma
injetada no centro da espiga com o auxilio de uma seringa. As espigas de cada tratamento
foram colhidas e submetidas ao teste de sanidade, sendo que as que foram inoculados pelo

método de aspersao, via estilo-estigma, apresentaram maior incidéncia do fungo.

Tabela 1. Transmissdo planta-semente, avaliada pela Incidéncia (%) de Fusarium
verticillioides em sementes de milho em funcao do gendtipo e do método de inoculagdo em
Toledo, estado do Parana.

Hibridos Natural Injetavel Spray Média
30K75Y 27bC 45 bB 59 aA 43,7
32R48YH 43 aA 50 aA 52 aA 48,3
DKB240PRO2 18 cB 53 aA 52 aA 41
DKB390PRO2 26 bC 44 bB 59 aA 43
DOW30A37PW 11cC 42 bB 56 aA 36,3
DKB310PRO2 15 cC 35bB 47 bA 32,3
P3250 16 cB 44 bA 41 bA 33,7
P3340YHR 21 cB 51 aA 47 bA 39,7
P3630H 14 cB 12 cB 56 aA 27,3
P4285H 21 cB 16 cB 40 bA 25,7
Média 21,2 39,2 50,9 37,1

Médias seguidas da mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem pelo
teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.



Foi evidenciado na inoculacdo de F. verticillioides através do método natural, que o
hibrido 32R48YH apresentou a maior incidéncia do fungo (43%), enquanto que, na
inoculagdo do fungo através do método injetavel, os hibridos que apresentaram incidéncia
acima de 50% foram DKB240PRO2, P3340YHR e 32R48. Na inoculagdo realizada pelo
método de spray, verificou-se que seis dos dez hibridos apresentaram incidéncia igual ou
acima de 52%, (30K75Y, 32R48YH, DKB240PRO2, DKB390PRO2, DOW30A37PW e
P3630H), enquanto
os demais hibridos testados ndo diferiram estatisticamente.

Para os trés métodos de inoculagdo realizados (natural, spray e injetado), o hibrido
32R48YH apresentou as maiores incidéncias do fungo, enquanto que DKB240PRO2
apresentou a maior incidéncia apenas nos métodos de inoculagio injetavel e Spray. Por outro
lado, o hibrido P3630H apresentou a menor incidéncia do fungo nas sementes nos métodos de
inoculagcdo Natural e Injetavel. J4 o hibrido P4285H apresentou a menor incidéncia nos trés
métodos de inoculagdo. As cultivares de milho apresentam caracteristicas e diferengas com
relacdo a resisténcia aos fungos que causam podridao de espigas. Estas diferengas podem estar
relacionadas com algumas caracteristicas anatdmicas ou morfologicas das espigas, como p.ex.
o nivel de empalhamento e o angulo de decumbéncia da espiga. Costa et al. (2011)
observaram elevada variabilidade quanto a reacdo dos genétipos de milho a incidéncia de
fungos causadores de graos ardidos. A resisténcia genética e as condigdes ambientais
interferem diretamente na ocorréncia de graos ardidos em milho (COSTA et al., 2010a).

Verificou-se que a porcentagem da incidéncia nos graos com F. verticillioides
oriundos de plantas inoculadas com spray foi maior em praticamente todos os hibridos (Figura
2) quando se comparou com os graos dos hibridos inoculados pelo método injetavel e pelo
método natural. Esses resultados demonstram que a inoculagdo por spray foi o método que
mais potencializou a incidéncia do fungo em sementes de milho, evidenciando ser a forma
mais eficaz de inoculacdo. Os graos dos hibridos inoculados na forma injetavel apresentaram
maior incidéncia do patégeno do que a testemunha, porém os hibridos P3630H e P4285H nao
apresentaram esta mesma tendéncia. Os autores CHUNGU et al. (1996), REID et al. (1996) e
SCHAAFSMA et al. (1993). REID et al. (1992a) verificaram que o método de inoculacao
depositando o inoculo no estilo-estigma foi eficiente, permitindo diferenciar genotipos

resistentes de suscetiveis.



Teste de patogenicidade:

A partir da inoculagdo nas folhas da suspensao de conidios de F. verticillioides
pode-se verificar sintomas leves e quase imperceptiveis de descoloragdo no caule e
minasculos pontos de coloragao avermelhada no colmo das plantas proximas a bainha das
folhas mais jovens. A partir dos tecidos de folhas e caules das plantulas de milho previamente
inoculadas com F. verticillioides, observou-se crescimento de micélio do fungo no meio
BDA, comprovando-se, desta forma, a presenca do patégeno em todas as partes da planta,
mesmo nos tecidos sem sintomas aparentes. Este fato pode estar relacionado ao fungo possuir
inicialmente, modo de infeccdo latente ou quiescente, ou seja, mesmo estando presente
internamente na planta, pode se expressar apenas na fase reprodutiva.

Segundo Pereira et al. (2005), em plantas atacadas por F. verticillioides pode-se
observar crescimento cotonoso de coloracao branca, constituido de micélio e conidios. McGee
(1990), e segundo Chen et al., (2012), as medidas quimicas e agrondmicas para o controle de
F. verticillioides nao sao muito eficazes, pois a espécie por ser endofitica, coloniza as plantas
sem demonstrar qualquer sintoma externo demonstrando a infec¢do da planta (CHEN et al.,

2012).

Teste de emergéncia e transmissdo de Fusarium verticillioides das sementes para as

plantulas, em diferentes 6rgaos de plantas de milho:

Apesar de ndo ter sido observado sintomas tipicos nas plantulas de milho, houve
transmissibilidade de F. verticillioides das sementes para as plantulas, porém, nao
demonstraram nenhum sintoma da doenga, pois a avaliacdo foi feita apenas na fase vegetativa
das plantas. A transmissibilidade foi comprovada por meio das analises dos tecidos em BDA,
onde o fungo cresceu nas placas e também por meio das andlises de DNA com primer
especifico (VER-1 e VER-2), onde se comprovou a presenca de F. verticillioides nos tecidos
avaliados. Em relagdo aos fungos do género Fusarium sp. € sabido que este patogeno causa
doencas diversas como podriddo radicular, morte de plantulas, podridao de espiga e do colmo,
podendo levar a reducdes na produtividade e qualidade de graos (Munkvold, 2003). Reid et al.
(1999) consideram Fusarium sp. como um fungo endofitico e onipresente na cultura, contudo,
nem sempre patogénico.

Pode-se observar que os métodos de inoculacdo do fungo F. verticillioides pouco

interferiram na emergéncia das plantulas de milho, pois a maioria dos genotipos apresentaram



porcentagem média de emergéncia semelhantes (Tabela 2), segundo o teste de agrupamento
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. Isso pode ser explicado pelo fato do fungo atuar
como um microrganismo de infec¢ao latente e cujos sintomas se expressam apenas na fase

reprodutiva, ocasionando maiores perdas nas espigas nesta fase.

Tabela 2: Emergéncia de plantulas provenientes de genotipos de milho inoculados com
Fusarium verticillioides utilizando trés diferentes métodos de inoculagao.

Hibridos Natural Injetavel Spray Média
DKPDB390PRO2 100,0 a 99,5 a 97,5a 99
MFRDKB310PRO2 99,5a 96,5a 96,5 a 98
DOW30A37PW 99,5 a 96,0 a 92,0 b 96
P4285H 99,0 a 98,0 a 92,0 b 96
DKPDB240PRO2 97,0 a 99,0 a 99,0 a 98
30K75Y 97,0 a 93,0b 92,0 b 94
P3630H 96,5 a 96,5 a 99,5a 98
P3250 96,5 a 91,5b 98,0 a 95
32R48YH 95,0 a 92,0b 95,5a 94
P3340YHR 93,0b 95,5a 99,5a 96

Média 97,3 95,8 96,2 96,4

Média seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Scott- Knott, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Foi observado que os hibridos P3250, 32R48YH e 30K75Y apresentaram menor
percentagem de emergéncia quando a inoculacdo foi realizada pelo método injetavel,
enquanto que para o método de inoculagdo por spray, os hibridos que apresentaram menor
percentagem de emergéncia foram P4285H, 30K75Y e DOW30A37PW. Os hibridos
inoculados pelo método natural, apenas P3340YHR apresentou diferente dos demais, com a
menor percentagem de emergéncia. Verificou-se que cada hibrido pode responder de forma
diferente a cada modelo de inoculagdo do patdégeno. Acredita-se que varios fatores podem
influenciar na infec¢do, tais como formas de empalhamento da espiga e sua espessura,
espacamento entre as fileiras dos grios, espessura do pericarpo, ou ativagdo de mecanismos
bioquimicos de defesa da planta.

Casa et al. (2006) relatam que quanto maior for a incidéncia do fungo na semente,
maior serd a eficiéncia da transmissdo. Segundo Glenn et al. (2008) e Yates et al. (2003),
quando se utiliza a inoculagdo de uma suspensdo de esporos de F. verticillioides aplicada
diretamente na folha de milho, observou-se sintoma de redug¢do de crescimento, e quando se
utiliza a embebigdo prévia da semente em suspensdao de conidios, observou a morte de

plantulas.



Na Figura 3, pode-se observar que os dois métodos de inoculagdo artificial nas
espigas proporcionaram a mesma percentagem de sementes ndo germinadas. A inoculagdo por
aspersao pode ser comparada com a disseminacdo do patdégeno por fatores climaticos, como
por exemplo, 4gua e vento que sdo as formas de dispersdo dos conidios do fungo mais comuns

no campo e retratam uma forma menos invasiva de realizar a inoculagdo, como ¢ a forma

injetavel.
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Figura 3: Percentagem de sementes de milho ndo germinadas procedentes de espigas
inoculadas por Fusarium verticillioides através do método natural, spray e injetavel.

No tratamento testemunha, onde houve inoculagdo natural do fungo, ocorreu menor
nimero de sementes ndo germinadas, apresentando-se hibrido, como o DKPDB390PRO2,
com 100% de germinacdo e emergéncia (Figura 3). Em um estudo semelhante realizado por
Kuhnem-Junior et al., (2013), trabalhando com isolados do complexo Fusarium graminearum
e de F. verticillioides em sementes e plantulas de milho, observaram resultados diferentes dos
encontrados neste trabalho, pois o mesmo verificou que nas sementes inoculadas com F.
verticillioides houve uma reducdo na germinagdo em 69, 57%. Porém, Munkvold e O"Mara
(2002), relataram que Fusarium spp. ndo afeta necessariamente a germinagdo das sementes,

mas pode causar deterioracdo e compromete o desenvolvimento radicular da plantula.



No presente trabalho, a menor porcentagem de emergéncia foi de 92%, indicando que,
mesmo o fungo estando presente nas sementes, ndo conseguiu influenciar na germinagdo e
emergéncia das plantulas. Foi possivel verificar que nas sementes inoculadas de forma
artificial, houve uma leve diminui¢do na emergéncia, associada a uma maior quantidade de
sementes ndo- germinadas, comparando-se com o método de inoculagdo natural. Pode ser
observado também que em 100% das sementes ndo germinadas, de todos os tratamentos,

tiveram presenca de F. verticillioides.

3.6 CONCLUSAO

As sementes oriundas de espigas inoculadas com spray apresentaram maior grau de
incidéncia do patdgeno, sendo este, o método mais eficiente de inoculacdo artificial de F.
verticillioides na fase R1 para a avaliacao de emergéncia de sementes.

Os hibridos 32R48YH e o DKB240PRO?2 tiveram o maior nivel de infec¢do por F.
verticillioides pois obtiveram a maior incidéncia do fungo. Enquanto que os hibridos P3630H
e P4285H demostraram ser os mais resistentes, pois obtiveram as menores incidéncia do
patogeno.

Os hibridos P3250, 32R48YH e 30K75Y apresentaram menor percentagem de
emergéncia quando a inoculagdo foi realizada pelo método injetavel enquanto que os hibridos
P4285H, 30K75Y e DOW30A37PW apresentaram menor percentagem de emergéncia quando
a inoculagdo foi realizada pelo método spray. O hibrido P3340 apresentou a menor
percentagem de emergéncia quando foi naturalmente inoculado.

A transmissdo da semente para a planta foi confirmada pela analise molecular, apesar
das plantas ndo terem apresentado sintomas visiveis, pode-se afirmar que houve infeccdo
latente.

A técnica de PCR foi capaz de revelar a presenga do patdgeno nas sementes de milho

em menor nivel de incidéncia avaliado (1%).
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Capitulo 4:

ESTUDO TOXICOLOGICO E PARAMETROS ZOOTECNICOS DE FRANGOS DE
CORTE ALIMENTADOS COM FARELO DE MILHO CONTAMINADO COM
FUMONISINA

4.1 RESUMO

Fumonisina ¢ uma micotoxina produzida pelo fungo Fusarium verticillioides durante as
principais etapas de produgdo e processamento da cultura do milho, podendo ser influenciada
pelo clima da regido produtora, cultivar e nivel de infec¢do na espiga. Ragdes a base de graos
de milho podem apresentar risco de contaminagdo com F. verticillioides. Assim, durante a
producdo de aves, a alimentacdo com ra¢do de milho contaminados pode provocar intoxicagao
alimentar, causando hiperplasia biliar, necrose multifocal hepatica e muscular resultando em
prejuizos a toda cadeia produtora de carnes e derivados avicolas, e principalmente, aos seres
humanos. O presente trabalho teve por objetivo fazer o estudo toxicologico e parametros
zootecnicos de frangos de corte alimentados com farelo de milho contaminado com
fumonisina. Visando estabelecer niveis seguros de fumonisina, na safra de 2015/2016, foram
instalados experimentos com hibridos comerciais de milho inoculados com F. verticillioides.
Posteriormente, aves foram alimentadas com racao comercial € com ragao contaminada com
ragdo. Avaliou-se a concentragdo de fumonisina, parametros zootécnicos e alteragdes
histologicas em fragmentos de figado, coracdo e intestino delgado. Verificou-se que a
concentragdo de 2,78ug/g de fumonisina determinada na ra¢do das aves ndo provocou
alteracdes nos parametros zootécnicos até o 21° dia de alimentagdo tampouco alteragdes
histologicas. Assim as andlises dos parametros zootécnicos e histopatologicos permitiram
revelar concentracdes minimas e seguras de fumonisina que ndo provocaram danos
toxicologicos em aves da linhagem COBB 500. Verificou-se que a concentracao de 2,78ug/g
de fumonisina determinada na ra¢dao ndo provocou alteracdes nos parametros zootécnicos
(peso das aves e no consumo de racdo) e histopatologico (tecidos do intestino, figado e
coragdo) de aves da linhagem COBB 500, alimentadas até o 21° dia. Este ¢ um importante
parametro que pode contribuir nas etapas de producdo de carnes e de produtos avicolas.

Palavras chave: Fusarium verticillioides, fumonisina, farelo de milho, intoxicagao alimentar.
4.2 ABSTRACT

Fumonisin is a mycotoxin produced by the fungus Fusarium verticillioides during the main
stages of production and processing of the maize crop, and can be influenced by the climate of
the producing region, cultivar and level of infection in the ear. Corn grain rations may present
a risk of contamination with F. verticillioides. Thus, during the production of poultry, feeding
with contaminated corn rations can lead to food poisoning, causing biliary hyperplasia,
multifocal hepatic and muscular necrosis resulting in damages to the whole chain of poultry
meat and poultry derivatives, and especially to humans. The present work had as objective to
make the toxicological study and zootechnical parameters of broilers fed corn meal
contaminated with fumonisin. To establish safe levels of fumonisin, in the harvest of
2015/2016, experiments were performed with commercial corn hybrids inoculated with F.
verticillioides. Afterwards, the broiler chicks were fed commercial ration and ration
contaminated with F. verticillioides. The concentration of fumonisin, zootechnical parameters
and histological alterations in liver, heart and small intestine fragments were evaluated. It was
verified that the concentration of 2.78ug/g of fumonisina determined in the rations of the
broiler



chicks did not cause alterations in the zootechnical parameters or histological changes until
the 21st day of feeding. The analyzes of the zootechnical and histopathological parameters
allowed to reveal minimum and safe concentrations of fumonisin that did not cause
toxicological damages in broiler chicks of the COBB 500 lineage. It was verified that the
concentration of fumonisina of 2,78ug/g determined in the diet did not alter the zootechnical
(poultry weight and feed intake) and histopathological parameters (intestinal, liver and heart
tissues) of broiler chicks of COBB 500, fed until the 21st day. This is an important parameter
that can contribute to the production stages of meat and poultry products.

Keywords: Fusarium verticillioides, fumonisin, corn meal, food poisoning.

4.3 INTRODUCAO

A fumonisina ¢ um metabolico toxico secundério produzida principalmente por
Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (teleomorfo Giberella fujikuroi Sawada)
(RHEEDER et al, 2002), fungo predominante na cultura milho (MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997; THIEL et al., 1992). Essa espécie ¢ capaz de produzir niveis elevados
de fumonisinas, possui ampla distribuicdo geografica e ocorréncia frequente em graos de
milho (RHEDDER; MARASAS; VISMER, 2002). Mais de 28 diferentes tipos de fumonisinas
j4 foram isolados, sendo a toxina predominante a fumonisina B1 (FB1 ), que também
apresenta maior toxicidade. A FB1 tem sido associada com baixo desempenho, aumento do
peso relativo de visceras e hepatite toxica em aves domésticas (KUBENA et al., 1995).
LEDOUX et al. (1992) observaram diarreia, diminui¢cao do consumo de alimentos e do ganho
de peso, aumento do peso do figado, necrose hepatica e hiperplasia hepatocelular em frango
de corte de diversas ragas alimentado com rac¢ao contendo de 1,0 a 4,0ug/g de FB1.

Brown et al (1992) e Mallmann et al (2010), descreveram que o efeito da fumonisina
na alimentacao animal provoca reducao de peso corporal, menor consumo de ra¢ao, congestao
e aumento do figado e diarreia. Em cortes histologicos em frangos de corte, verificou a
presenca de necrose multifocal hepdtica, hiperplasia biliar e necrose muscular. Varios
trabalhos ao redor do mundo tém demonstrado que as fumonisinas tém associagdo,
principalmente, com redu¢ao no desempenho, mas podem causar severa imunossupressao,
afetando células e Orgdos do sistema imune, mas pouco se sabe sobre a concentragdo
necessdaria a ser ingerida desta micotoxina para que ocorra tais danos.

Estima-se que no Brasil cerca de 70% a 80% do milho produzido ¢ dirigido a
alimentacdo animal, tal como a industria de ragdes, 51% sao direcionados ao setor avicola,
33% a suinocultura, 11% a pecudria, especialmente a leiteira, e 5% para outros animais

(NUNES et



al, 2016). Os produtos base das ra¢des, como os graos, podem apresentar alto risco de
contaminagdo por micotoxinas nos diferentes estdgios da produg¢do, como na colheita,
processamento ¢ armazenamento dos mesmos. Dependendo do nivel de contaminagdao dos
graos e do periodo de exposi¢do das aves, as micotoxinas podem afetar seriamente a satide e o
seu desempenho, causando significativas perdas economicas na industria avicola.

Estudos sdo focados na nutri¢do animal, visando um menor custo de producdo com
maior eficiéncia. Contudo, a demanda mundial de carne de frango esta em constante aumento,
cenario que obriga os produtores a melhorar os pardmetros de genética, manejo sanitario e
alimentar de seus lotes, buscando produzir proteina animal de qualidade no menor tempo
possivel e a baixo custo. Essa realidade ndo ¢ diferente para os produtores brasileiros, pois o
Brasil participa, ativamente, no mercado mundial de frangos de corte, sendo o maior
exportador, levando a ocupar o segundo lugar, superando a China e ficando atrds apenas dos
Estados Unidos, que possui produgdo de 13.546,5 milhdes de toneladas (ABPA, 2016).

No Brasil, a contaminagao fingica dos alimentos ¢ bastante frequente, uma vez que as
condi¢des climaticas propiciam o desenvolvimento dos fungos e a produgéo de micotoxina. E
fundamental concentrar-se na prevengao de possiveis fatores que possam afetar o desempenho
e a producdo avicola, tornando importante o estudo da fumonisina na cadeia de producdo de
aves. Ainda, por ser uma micotoxina persistente ao longo da cadeia alimentar, ¢ muito
importante poder garantir que alimentos com micotoxina nao sejam ingeridos pela populacao
podendo causar cancer.

Assim, visando estabelecer niveis seguros de fumonisina, nds avaliamos lavouras
experimentais da safra de 2015/2016, contendo cultura de milho hibridos comerciais
inoculados com F. verticillioides com o objetivo de realizar estudos histopatologico e de

parametros zootécnicos em aves da linhagem COBB 500.

4.4 MATERIAL E METODOS

Local do experimento para a obtenciao dos graos de milho contaminado por fumonisina:

Para a obtencdo de milho contendo fumonisina, um experimento foi conduzido na
safra de 2015/216, em lavouras experimentais de milho, localizado no municipio de Gurupi,
no estado do Tocantins, o qual foi submetido a inocula¢do do fungo Fusarium verticillioides.
O periodo de instalacdo deste experimento ocorreu de 20 de Fevereiro a 15 de Junho. O

experimento foi composto por dez diferentes hibridos comerciais, sendo eles: P30K75Y,



P32R48YH, P3250, P3340YHR, P3630H, P4285H, DKB240PRO2, DKB390PRO?2,
DKB310PRO2 e DOW30A37PW.

Isolamento do patégeno, producio do indculo e Postulados de Koch:

A produgdo de indculo foi realizado pelo isolamento do patdogeno, através de sementes
sintomaticas de milho (graos demonstrando descoloragdo, manchas brancas a escuras, graos
leves e ardidos, etc.), colhidas e levadas ao laboratdrio para andlise da presenga de F.
verticillioides. As sementes, sem assepsia, foram colocadas em placas de petri, contendo meio
BDA (200g batata, 20g de dextrose, 20g de agar e 1000 ml de adgua destilada). Em seguida,
procedeu-se a repicagem do fungo para placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Os
isolados foram identificados com base em sua morfologia tipica, que se caracterizou pela
presenga de longas cadeias de microconidios produzidos em monofidlides (LESLIE &
SUMMERELL, 2006).

Na purificagdo das colonias dos isolados, foi utilizada a técnica da cultura
monosporica (FERNANDEZ, 1993), em que uma suspensdao de conidios do fungo foi
colocada em 5 mL de agua destilada e esterilizada, em placas de Petri contendo meio de
cultura agar-agar (AA: 20g de agar e 1000mL de dgua destilada). Ap6s 24 horas de incubagao
em temperatura ambiente, foi realizada a observacdo dos conidios germinados, em
microscopio otico. Os conidios que germinaram, isoladamente foram repicados para tubos de
ensaio ¢ placas de Petri contendo meio de cultura BDA, para posteriores trabalhos de

inoculagdes. Os Postulados de Koch foram feitos com inocula¢des da suspensdao do fungo

contendo 5 x 10’ conidios.mL™"' em plantas de milho sadias do hibrido 32R48YH.

Identificacio molecular do isolado e amplificacio do DNA por PCR:

O DNA de F. verticillioides foi extraido, de acordo com o protocolo descrito por Doyle
e Doyle (1990). Para a amplificagdo do DNA por PCR, os pares de primers usados na reagao
foram os iniciadores VER-1 (5’-CTT CCT GCG ATG TTT CTCC-3’) e VER-2 (5’-AAT
TGG
CCA TTG GTA TTA TAT ATCTA-3’) para amplificar o gene especifico calmodulina de
isolados de F. verticillioides.

Isolados da mesma amostra submetida a analise de PCR foram enviados para o

Laboratorio Agronomica, credenciado pelo Ministério da Agricultura para uma segunda

andlise de PCR e sequenciamento para confirmagao.



Preparo do indculo, estadio de inoculacio e método de inoculacio:

Para inoculagdo de F. verticillioides nas espigas, uma suspensao desse fungo foi obtida
a partir do seu cultivo em meio de cultura com Batata + Dextrose + Agar-agar (BDA). Os
micé¢lios do fungo, em meio de cultura com idade de 15 dias, foram triturados em
liquidificador. Posteriormente, esse triturado foi peneirado para a remog¢do das particulas
grosseiras do meio de cultura. Entdo, calibrou-se a suspensdo do indéculo com auxilio de um
hematocitdmetro, com uma concentragdo ajustada para 5 x10° conidios/mL.

Realizou-se a inoculacdo de 2mL desta suspensdao por espiga quando as plantas
estavam em estadio fenologico R1, caracterizado como "florescimento e poliniza¢do", com os
estilo-estigmas comecando a escurecer, aproximadamente entre o sétimo ¢ o décimo dia apos
o inicio do florescimento, periodo de maior susceptibilidade a infeccio (MUNKVOLD et al,
1997).

A inoculagdo da suspensdo de conidio de F. verticillioides foi realizada com o auxilio
de um borrifador de agua devidamente esterilizado, o qual o inoculo foi depositado sob os
estilo-estigmas das espigas na forma de aspersao (borrifado). O método de aspersao na forma

de spray simula a disseminacao natural dos esporos que chegam até os estigmas das espigas.

Estrutura para gerenciar microclima no ambiente:

Foi implementado uma mini-estacao no local do experimento capaz de proporcionar
um microclima favoravel ao desenvolvimento da doenca nas espigas, sendo a sua instalacao
iniciada a partir da inoculagdo, indo do florescimento até a colheita. Esta estrutura foi
composta por uma bomba elétrica acoplada a um sistema de irrigagdo conectada a micro
aspersores de nebulizagdo. Um “timer” controlou o acionamento de todo o sistema. A
programacao da nebulizagdo nas plantas foi a mesma em todos os locais dos experimentos,
sendo um total de doze por dia, com duracdo de 5 minutos cada, iniciando-se as 8:00h até as

20:00h.

Colheita das espigas para a producao da racio contaminada:

Quando os genoétipos estavam na fase fenologica R6, caracterizada como "maturacao
fisioldgica", iniciou-se o monitoramento da umidade dos graos até atingir o nivel de 17%. Em
seguida, foi colhido todas as espigas inoculadas. Posteriormente, as espigas foram dispostas

no secador automatizado para que os graos atingissem umidade de 13%, para em seguida,



proceder-se a debulha. Na sequéncia, os graos inoculados por F. verticillioides, foram

debulhados e triturados para a fabrica¢ao de racdo contaminada pela micotoxina.

Aquisicao da raciio basal e analise do teor de fumonisina:

Uma ragdo basal foi obtida de milho triturado de local livre de fungo e de
micotoxina, onde ambas as ragdes, basal € com a micotoxina (produzida aravés dos graos
inoculados artificialmente com F. verticillioides), foram igualmente formuladas com os niveis
de proteinas necessarias.

Em seguida realizou-se a retirada de duas amostras, uma da ragdo contaminada por
F. verticillioides e outra da ragdao basal. Ambas foram enviadas para o Laboratério de
Micotoxologia das Universidade Federal de Santa Maria (LAMIC), para a realizagdo das

analises do teor de fumonisinas B1 e B2.

Delineamento experimental:

O experimento com os pintos foi conduzido no aviario experimental da Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal do Tocantins, no campus de
Araguaina-TO, no periodo de 21 dias, de 19 de Junho a 10 de Julho de 2017, e possuiu as
coordenadas geograficas: latitude de 07°11°28”’S e Longitude de 48°12°26°°0O.

Foram utilizados 160 pintos de um dia, da linhagem cobb 500, com peso médio de
38,7g criados em baterias de aco galvanizado até 21 dias. As aves foram criadas em baterias
metalicas que apresentaram cinco andares com divisdes de 0,80m x 1,00m x 0,40m e foram
equipadas com comedouros e bebedouros tipo calha e bandejas metélicas colocadas sob as
gaiolas para a retirada das excretas. Uma lampada de 60 watts para cada andar foi utilizada até
o 7° dia de vida para o aquecimento das aves. Os animais foram alojados em galpdo de
alvenaria com laterais de tela de arame galvanizado e cortinas de PVC, manejadas de acordo
com a temperatura e o0 comportamento das aves durante o periodo experimental.

As aves foram distribuidas em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com dois tratamentos (ragao basal de milho com auséncia de fumonisina e a ragdo de graos de
milho com fumonisina), com 10 repeticdes contendo 8 aves cada, totalizando 160 pintos. As
ragdes experimentais foram submetidas a analise laboratorial realizada pelo Laboratorio de
Anadlises Micotoxicoldgicas da Universidade Federal de Santa Maria (LAMIC) para a

determinagdo dos niveis de fumonisina.



As ragdes experimentais foram calculadas considerando-se a composi¢cdo quimica
dos ingredientes e as exigéncias nutricionais das aves de acordo com as recomendagdes de
ROSTAGNO et al, 2011. Nao houve adi¢cdo de antibidticos, quimioterapicos e produtos de
origem animal.

No 1° dia de idade as aves foram pesadas e distribuidas aleatoriamente nas gaiolas

experimentais, recebendo as ragdes que foram testadas.

Verificacio do desempenho zootécnico:

Os parametros de desempenho zootécnico foram obtidos para o periodo de 1 a 21
dias de idade. Avaliaram-se consumo de racao (CR), o ganho de peso (GP) e conversao
alimentar (CA). O GP foi obtido pela diferenca entre o peso final e o peso inicial do periodo.
O consumo de ragdo foi calculado pela diferenga entre o total de ragdo fornecida e as sobras
do periodo. A conversdo alimentar foi calculada pela razao entre e consumo total de ragdo e o
ganho de peso no periodo, sendo corrigida pelo peso das aves mortas (SAKAMUA &
ROSTAGNO, 2007).

Aos 21 dias as aves e as ragdes foram pesadas para determinacdo do consumo de
racdo, ganho de peso e conversdo alimentar. Em seguida, duas aves de cada repeticdo foram
submetidas a jejum alimentar por 12 horas, totalizando 40 aves, com peso corporal proximo a
média da parcela (+-10%), individualmente identificadas e abatidas por deslocamento
cervical, posteriormente sangradas e evisceradas para a avaliacdo visual e histologica dos

orgdos internos.

Avaliacdo anatomopatologica e Histopatologica:

Para andlise macroscopica das visceras, realizou-se necropsia de 40 aves dos dois
diferentes grupos. Apos avaliacdo das visceras, foram retirados fragmentos de 3 mm de
espessura e estes foram acondicionados em recipientes contendo formol 10% tamponado por
no minimo 24 horas.

O figado, coragdo e intestino delgado foram removidos por necropsia e fixados em
formol tamponada a 10% para as andlises histopatologicas. Apos esse procedimento, os
fragmentos foram desidratados em 4lcool etilico em concentracdes crescentes, diafanizados
pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo
ajustado para 5 um. Os cortes foram submetidos a técnica de coloragdo pela Hematoxilina-

Eosina (H.E.), em seguida, realizou-se andlise descritiva dos resultados obtidos. O figado,



coracdo e intestino foram avaliados com base na histopatologia observada apds o final do
experimento.

Fragmentos de intestino, figado e coracdo foram coletados, clivados e fixados em
formol a 10% tamponado. Apds esse procedimento, os fragmentos foram desidratados em
alcool etilico em concentracdes crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos
em parafina. Os blocos foram cortados em microtomo ajustado para 5 um. Os cortes foram
submetidos a técnica de coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E.). Em seguida, realizou-se

analise descritiva dos resultados obtidos.

Analise estatistica:

Os dados obtidos foram submetidos ao Teste Stundent Newman Keuls (SNK),
considerando o nivel de 5% de probabilidade para avaliar o efeito dos tratamentos. As

analises foram realizadas utilizando o software Assistat 7.7.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacao molecular do isolado:

Baseado na identificacdo molecular realizada (Figura 01), o isolado inoculado trata-se
de Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremberg (1976). A amostra resultou em 658 e 986
nucleotideos para regido EF e RPB2, respectivamente. Esta sequéncia apresentou 99,9% de
identidade com Fusarium verticilliides (Accession n® FN179338.1) e (Accession n°
FN552106.1), respectivamente, cobrindo 99,9% da sequéncia (Query cover), de acordo com
consulta ao Blast (NCBI), Icl/Query 25443 e Icl/Query 10149, conforme laudo de sanidade

vegetal 3162/2017-AGR.



rM M. Isolado 01 Isolado 02 Controle- Mix Controle +

* Pb: Pares de Bases

Figura 01: A) Peso molecular de amostras de isolados fingicos obtidos de milho (A), sendo:
isolados 01 e 02: procedentes de Toledo-PR; Controle negativo (Controle -): Folha de milho
sadia; Mix: Controle relativo, sem adicdo de DNA; Controle positivo (Controle +): Isolado de
Fusarium verticillioides.

Postulados de Koch:

Verificou-se a reproducdo dos sintomas de Fusarium em espigas de milho apos a
inoculacdo, bem como, foi verificado através do reisolamento do patdogeno, as mesmas

caracteristicas morfologicas observadas anteriormente.

Analise de fumonisina presente nas ragdes:

A analise de micotoxina na rac¢ao basal revelou auséncia de fumonisina, enquanto que

na ra¢do contaminada, apresentou a concentracao de 2,78ug/g de fumonisina.

Avaliacido zootécnica:

Conforme apresentado na tabela 01, ndo houve diferenca significativa entre o consumo
de racdao aos 21 dias, sendo a média, por ave, de racao basal consumida de 1136,10g e de
1110,38¢g para ra¢do contendo fumonisina, apesar do consumo ter sido levemente menor pelos

frangos que se alimentaram da ragdo contaminada.



Tabela 1. Consumo de ragao por ave (CR/ave), ganho de peso por ave na primeira semana
(GP/ave 1 sem), ganho de peso por ave na segunda semana (GP/ave 2 sem), ganho de peso
por ave final (GP/ave final), conversao alimentar (CA), peso da ave aos 21 dias.

Tratamento Mediado Media do Media do Mediado Media gﬁdgzsd;
CR GP1*sem GP2*sem GPfinal daCA P tins

Ragao basal 1136,10a 108.,45a 348,05a 746,14a 1,53a 805,02a

Ragao
contaminada 1110,38a 106/78a 336,60a 743,63a 1,50a 792,13a

As médias foram submetidos ao Teste Stundent Newman Keuls (SNK) a 5% de probabilidade
de erro.

Li et al., (1998), ao analisar os frangos destinados a postura e para corte, ndo observou
alteracdes no desempenho zootécnico quando alimentados com ragdo de farelo de milho
contendo a concentragdo de 2ug/g de FB1, entretanto observaram diminui¢do na imunidade
humoral e na supressao de linfocitos, causados pelas fumonisinas, porém, esses fatores nao
foram avaliados no presente trabalho. A conversdo alimentar, das aves alimentadas pela ragao
livre de fumonisina foi de 1,53 enquanto que as aves que foram alimentadas com a racao
contendo micotoxina foi semelhantes, de 1,50.

O ganho de peso final das aves que foram alimentadas com a racdo basal se mostrou

igual ao das aves que foram alimentadas com a ragdo contendo fumonisina. J& o peso final das
aves, aos 21 dias, verificou-se a diferenca de 12,89g a menos, para as aves alimentados com a
ragdo contaminada. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, apesar de ver um
resultado de peso final relativamente menor do que as aves alimentados com racao basal.
Weibking et al. (1993a) alimentaram frangos de corte de 1 dia durante 21 dias com
racdes que continham 1 a 5,25ug/g de fumonisina B1. As aves que receberam 4,5 ¢ 5,25ug/g
tiveram uma diminui¢do significativa no ganho de peso e conversdo alimentar, aumento no
peso dos rins, figado e concentracdo de hemoglobina. As demais aves que receberam racao
contaminada com concentragdes inferiores de fumonisina, ndo apresentaram sintomas clinicos
de intoxicagao. Existem diversos resultados que apontam uma flutuagdo consideravel quanto
o nivel de concentracdo de fumonisina capaz de causar danos em aves, sendo eles
controversos ao limite determinado pela ANVISA que ¢ de 5ug/g de FB1 (milho em graos
para posterios processamento), portanto, uma hipdtese para tais diferengas, seria o uso de
diferentes ragas de aves em diferentes experimentos com fumonisina, pois a capacidade do
organismo em reagir a agentes estranhos, denominada resposta imunoldgica, pode variar de
linhagem para linhagem (KOUTSOS et al., 2001; MORGULIS et al., 2002). Varios fatores
podem influenciar a resposta imunologica, incluindo as variagdes genéticas de isolados
distintos de uma mesma espécie de patégeno e da genética da propria ave (MORRIS et al.,

2004).



Weibking et al. (1993b) relataram ocorréncia de diarréia, 19% de reducdao do peso
corporal e 30% de aumento do peso do figado de pintinhos (1 dia de idade) alimentados com
racdo contendo concentracdo superior a 3ug/g de FBI1 durante duas semanas.
Histologicamente, os animais apresentaram necrose multifocal hepética, hiperplasia biliar e
necrose muscular. Ja Kidd et al. (1997) verificaram que apenas as aves tratadas com 7,5ug/g
apresentaram redu¢do na biossintese de esfingolipideos, indicando possibilidade de toxidez
para aves, apesar da auséncia de sinais clinicos evidentes. Comparando-se aos controles, todas
as aves que foram alimentadas com fumonisina Bl apresentaram niveis elevados de
esfinganina e esfingosina (precursores dos esfingosideos celulares) no soro sangiiineo. Ja
Henry & Wyatt (1994), trabalhando com a fumonisina B1 purificada, nas doses de 0; 0,2; 0,4;
e 0,8ug/g em frangos de 1 até 21 dias de idade, observaram que, com esses niveis de toxina
oferecidos as aves, ndo houve efeito adverso sobre ganho de peso, conversdo alimentar ou
consumo de agua.

Percebe-se que existe um limite de tolerancia de ingestdo de fumonisina para que se
expresse sintomas clinicos de intoxicagdo aparente bem como na avaliagdo
anatomopatologica. Segundo Leeson et al., (1995), As fumonisinas sdo extremamente toxicas
para equideos e suinos, porém a maioria das espécies de aves domésticas demonstra grande
resisténcia frente a essas toxinas. Mas em frangos, segundo Norred & Voss, (1994), niveis de
FBI1 acima de 3ug/g ocasionam diarreia, diminui¢do do consumo de alimentos e ganho de
peso, aumento do peso do figado e rins e necrose hepatica. J& Kubena et al. (1999)
observaram poucos efeitos deletérios sobre o desempenho e a saide de aves de postura
adultas, quando submetidas a ra¢do contendo 1 a 2ug/g de FB1 por periodo de tempo de até

420 dias.

Avaliac¢ao histopatoldgica:

Nao foi evidenciado nenhum tipo de dano nos figados das aves alimentadas com a
ra¢do contaminada (concentragao de 2,78ug/g de FB1), ndo sendo possivel associar qualquer
alteragdo no metabolismo lipidico promovida pela fumonisina, ja que nenhuma hiperplasia ou
degeneracao vacuolar do tecido hepatico foi visualizada. As amostras de coragdes e intestinos
também nao apresentaram diferengas significativas. As amostras ndo apresentaram nenhum
tipo de lesdes aparentes.

Embora o mecanismo de a¢do de fumonisinas ainda ndo seja totalmente elucidado, a
hipdtese mais aceita para danos no organismo das aves, consiste na interferéncia no
metabolismo dos esfingolipideos, devido a inibicdo da enzima N-aciltransferase (WANG,

1991). STEVENS & TANG (1997), onde demonstraram que a concentracdo reduzida de



esfingolipideos, ocasionada pela exposi¢cdo a FB1, promove o bloqueio quase completo do
transporte nos receptores folato, o que pode levar ao comprometimento de processos celulares
dependentes dessa vitamina, com consequente reducdo do ganho de peso corporeo e
alteracdes significativas em o0rgaos de aves. Evidéncias que ndo foram observadas nas aves da

linhagem COBB 500 alimentadas com a ragdo contaminada com fumonisina na concentra¢ao

de 2,78ug/g de FB1.
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Figura 2: Fotomicrogafia de corte histologico de figado, intestino e coragdo de frango da raga
Cobb alimentado com ra¢do sem contaminag¢do ¢ com ra¢do contaminada com fumonsina

(2,78ug/g).

4.6 CONCLUSAO

Verificou-se que a concentragdo de 2,78ug/g de fumonisina determinada na ragdo
ndo foi suficiente para provocar alteragdes nos parametros zootécnicos (peso das aves e no
consumo de ra¢do) e histopatologico (tecidos do intestino, figado e coracdo) de aves da
linhagem COBB 500, alimentadas até o 21° dia.

As andlises dos parametros zootécnicos e histopatologicos permitiram revelar

concentragcdes minimas e seguras de fumonisina que ndo provocaram danos toxicoldgicos em
aves da linhagem COBB 500.



Este ¢ um importante pardmetro que pode contribuir nas etapas de produgdo de carnes

e de produtos avicolas.

4.7 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

ABPA - ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL. Exportacio de carne de
frango do Brasil. 2016

BROWN, T. P.; ROTTINGHAUS, G. E.; WILLIAMS, M. E. 1992. Fumonisin
mycotoxicoses in broilers: Performance and pathology. Avian Dis. 36:450—454.
DOYLE, J.J.; DOYLE J.L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, v.12, p.13-15,
1990.

FERNANDEZ, M. R. Manual para laboratorio de fitopatologia. Passo Fundo: Embrapa-
CNPT, 1993. 128 p.

HENRY, M. H.; WYATT, R. D. The toxicity of purified fumonisin B1 in broiler chicks.
Poultry Science 1994; 73 (Supplement 1): 100 (Abstract).

KIDD, M. T.; QURESHI M. A.; HAGLER, JR. W. M.; ALI, R. T-2 tetraol is cytotoxic to a
chicken macrophage cell line. Poultry Science. 1997; 76(2): 311-13.

KOUTSOS, E. A.; KLASING, K. C. Interactions between the immune system, nutrition and
productivity of animals. In: Recent Advances in Animal Nutrition 2001. Nottingham:
University Press, 2001. p. 173-190.

KUBENA, L.F. et al. Effects of feeding Fusarium moniliforme culture material and aflatoxin
singly and in combination to turkey polts. Poultry Science, v.74, p.1295-1303, 1995.

KUBENA, L.F.; HARVEY, R.B.; PHILLIPS, T.D.; FLETCHER, O.J. Influence of ochratoxin
A and vanadium on various parameters in growing chicks. Poultry Science, 1986, 65: 1671-
1678.

LEDOUX, D.R. et al. Fumonisin toxicity in broiler chicks. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, v.4, p.330- 333, 1992.

LESLIE, J. F.; SUMMERELL, B. A. The Fusarium laboratory manual. 1. ed. USA:
Blackwell Publishing, 2006. 388 p.

LEESON, S.; DIAZ, G.; SUMMERS, J.D. Poultry metabolic disorders and mycotoxins.
University Books, Guelph, Ontario.1995, 352p

LI, W.J.; NI, Y.Zh.; UMEMURA, H. Effective Microorganisms for Sustainable Animal
Production in China. In: International TERNATIONAL CONFERENCE ON KYUSEI
NATURE FARMING, 4, Paris, 1995. Proceedings. Bellingham: INFRC/NFRDF, 1998.
p.171-173.



MALLMANN, C.A.; DILKIN, P.; GIACOMINI, L.; RAUBER, R.H. Intoxicacio
experimental de frangos de corte com fumonisina B1l. 2005. Disponivel em:

http://www.lamic.ufsm.br/papers/Fumonisina_em_frangos_de_corte.pdf. Acesso em:
02/02/2010.

MORGULIS, M. S. Imunologia aplicada. In: MACARI, M.; FURLAN, R. L.; GONZALES, E.
Fisiologia aviaria aplicada a frangos de corte. Jaboticabal: FUNEP, 2002. p. 231-245.

MORRIS, B. C. et al. Intestinal mucosal mast cell immune response and pathogenesis of two
Eimeria acervulina isolates in broiler chickens. Poultry Science, v. 83, n. 10, p. 1667-1674,
2004.

MUNKVOLD, G.P.; DESJARDINS, A.E. Fumonisins in maize: can we reduce their
occurrence? Plant Disease, Saint Paul, v. 81, n. 6, p. 556-565. 1997.

MUNKVOLD, G.P.; DESJARDINS, A.E. Fumonisins in maize: can we reduce their
occurrence? Plant Disease, Saint Paul, v. 81, n. 6, p. 556-565. 1997.

RHEEDER, J.P. et al. Production of fumonisin analogs by Fusarium species. Applied
Environmental Microbiology, v.68. p.2101-2105, 2002.

RHEEDER, J. P.; MARASAS, W. F.; VISNER, H. F. Production of fumonisin analogs by
Fusarium species. Applied and Environmental Microbiology. 2002; 68, 2101 e 2105.

ROSTAGNO, H.S.; ALBINO, L.F.T.; DONZELE, J.L.; GOMES, P.C.; OLIVEIRA, R.F.M.;
LOPES, D.C.; FERREIRA, A.S.; BARRETO, S.L.T.; EUCLIDES, R.F. Tabelas brasileiras
para aves e suinos: composicio de alimentos e exigéncias nutricionais. 2.ed. Vigosa:
Universidade Federal de Vigosa, 2011. 252p.

SAKOMURA, N.K.; ROSTAGNO, H.S. Métodos de pesquisa em nutricio de
monogastricos. Jaboticabal: FUNEP: 2007. 283p.

STEVENS, V.L.; TANG, J. Fumonisin B1 — induced sphingolipid depletion inhibits vitamin
uptake via glycosylphosphatidylinositol-anchored folate receptor. Journal of Biological
Chemistry, v.272, p.18020-18025, 1997.

THIEL, P.G.; MARASAS, W. F. O.; SYDENHAM, E. W.; SHEPHARD, G. S.;
GELDERBLOM, W. C. A. The implications of naturally occurring levels of fumonisins in
corn for human and animal health. Mycopathologia. 1992;117:3-9.

WANG, E. et al. Inhibition of sphingolipid biosynthesis by fumonisins. Implications for
diseases associated with Fusarium moniliforme. Journal of Biological Chemistry, v.266,
p.14486-14490, 1991.

WEIBKING, T. S.; LEDOUX, D. R.; BERMUDEZ, A. J.; TURK, JR.; ROTTINGHAUS, G.
E.; Effects of feeding Fusarium moniliforme culture material, containing know levels of
fumonisin B1, on the young broiler chick. Poultry Science 1993a; 72: 456-66.

WEIBKING, T. S.; LEDOUX, D. R.; BROWN, D. R., ROTTINGHAUS, G. E. Fumonisin
toxicity in turkey poults. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation. 1993b; 5: 75-83.


http://www.lamic.ufsm.br/papers/Fumonisina_em_frangos_de_corte.pdf

	DEDICATÓRIA E AGRADECIMENTOS
	RESUMO GERAL
	ABSTRACT GERAL
	SUMÁRIO
	INTRODUÇÃO GERAL
	REFÊRENCIAS BIBLIOGRÉFICAS
	OBJETIVOS ESPECIFICOS
	1.1 RESUMO
	1.2 ABSTRACT
	1.3 INTRODUÇÃO
	1.4 MATERIAL E MÉTODOS
	Isolamento do patógeno, Postulados de Koch e identificação molecular:
	Avaliação dos experimentos:
	Análises estatísticas:
	1.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO Análises de variância:
	Identificação dos isolados:
	Produção de fumonisinas em função do local e métodos de inoculação:
	Influência dos genótipos sobre a massa de grãos, severidade da doença e concentrações de fumonisinas:
	1.6 CONCLUSÃO
	1.7 REFERÊNCIA BIBLIOGRÁFICA
	1.8 TABELAS SUPLEMENTARES
	AVALIAÇÃO DE DIFERENTES MÉTODOS DE INOCULAÇÃO NA AVALIAÇÃO DE HÍBRIDOS DE MILHO À PODRIDÃO DE ESPIGAS CAUSADA POR Fusarium
	2.1 RESUMO
	2.2 ABSTRACT
	2.3 INTRODUÇÃO
	2.4 MATERIAl E MÉTODOS
	Identificação molecular dos isolados e amplificação do DNA por PCR:
	Locais dos experimentos:
	Delineamento experimental e tratamentos: Genótipos:
	Métodos de inoculação:
	Estrutura para gerenciar microclima no ambiente:
	Colheita das espigas e Avaliação dos experimentos:
	Avaliação de Severidade:
	Massa de mil grãos:
	Análise estatística:
	2.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO Identificação dos isolados:
	Postulados de Koch:
	Análise de variância:
	2.6 CONCLUSÃO
	2.7 REFERÊNCIA BIBLIOGRÁFICA
	TRANSMISSÃO E INCIDÊNCIA de Fusarium verticillioides EM SEMENTES DE GENÓTIPOS DE MILHO EM FUNÇÃO DO MÉTODO DE INOCULAÇÃO NAS ESPIGAS
	3.1 RESUMO
	3.2 ABSTRACT
	3.3 INTRODUÇÃO
	3.4 MATERIAL E MÉTODOS
	Identificação molecular do isolado e amplificação do DNA por PCR:
	Delineamento experimental em campo:
	Preparo do inóculo e estádio de inoculação:
	Descrição dos métodos de inoculação:
	Estrutura para gerenciar microclima no ambiente:
	Colheita das espigas e Avaliação do experimento:
	Teste de emergência e transmissão de Fusarium verticillioides das sementes para as plântulas, em diferentes órgãos de plantas de milho:
	Análises estatística:
	3.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO Análises de variância:
	Identificação molecular do isolado:
	Sensibilidade da técnica de PCR na detecção de Fusarium verticillioides em sementes de milho com diferentes níveis de infecção:
	Teste de patogenicidade:
	Teste de emergência e transmissão de Fusarium verticillioides das sementes para as plântulas, em diferentes órgãos de plantas de milho:
	3.6 CONCLUSÃO
	3.7 REFERÊNCIA BIBLIOGRÁFICA
	ESTUDO TOXICOLÓGICO E PARÂMETROS ZOOTÉCNICOS DE FRANGOS DE CORTE ALIMENTADOS COM FARELO DE MILHO CONTAMINADO COM FUMONISINA
	4.1 RESUMO
	4.2 ABSTRACT
	4.3 INTRODUÇÃO
	4.4 MATERIAL E MÉTODOS
	Isolamento do patógeno, produção do inóculo e Postulados de Koch:
	Identificação molecular do isolado e amplificação do DNA por PCR:
	Preparo do inóculo, estádio de inoculação e método de inoculação:
	Estrutura para gerenciar microclima no ambiente:
	Colheita das espigas para a produção da ração contaminada:
	Aquisição da ração basal e analise do teor de fumonisina:
	Delineamento experimental:
	Verificação do desempenho zootécnico:
	Avaliação anatomopatológica e Histopatológica:
	Análise estatística:
	4.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO Identificação molecular do isolado:
	Postulados de Koch:
	Análise de fumonisina presente nas rações:
	Avaliação zootécnica:
	Avaliação histopatológica:
	4.6 CONCLUSÃO
	4.7 REFERÊNCIA BIBLIOGRÁFICA

