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RESUMO

Neste estudo, 144 amostras de sementes de arroz oriundas de areas de producdo de
sementes dos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Goids, cultivadas em trés
safras, foram analisadas quanto a presenca de Fusarium. Col6nias de espécies do complexo
Fusarium graminearum (FGSC) foram identificadas em 43% das 110 amostras da safra
2011/12 com incidéncia média de 0,7% e coldnias de outras espécies do género em 77%
das amostras com incidéncia média de 3,6%. Quinze amostras com variada incidéncia de
Fusarium, apresentaram concentracdo média da micotoxina deoxinivalenol (DON) de
5.750 pg/kg. Em uma colegdo de 144 isolados purificados de Fusarium obtidos das
sementes de arroz infectadas, foram identificadas, por métodos moleculares (genotipagem
multilocus e similaridade com sequencias do gene TEF1-alfa), quatro complexos de
especies: F. fujikuroi (FFSC) F. chlamydosporum (FCSC), F. graminearum (FGSC) e F.
incarnatum-equiseti (FIESC). Dentre os 96 isolados do FGSC, a espécie-gendtipo
tricoteceno predominante foi F. asiaticum-NIV (68/96), seguido de F. graminearum-15-
ADON (14/96), F. cortaderiae-NIV (13/96) e um F. meridionale-NIV. Isolados de F.
asiaticum oriundos do arroz e F. graminearum oriundos do trigo, quando cultivados em
grdos de arroz, produziram a micotoxina predita pela genotipagem, NIV e 15-ADON,
respectivamente. No entanto os isolados de F. asiaticum do trigo produziram DON e seus
acetilados, discordando da genotipagem (NIV). Nos ensaios de patogenicidade em plantas
de arroz, o isolados de F. asiaticum do arroz mostraram-se mais agressivos do que F.
asiaticum e F. graminearum do trigo. J& no trigo, os isolados F. asiaticum do arroz foram
0S menos agressivos. Esses resultados suportam a hipétese que adaptacdo ao hospedeiro
pode influenciar na distribuicdo das espécies do complexo. Na andlise de tricotecenos nas
sementes dos ensaios de patogenicidade no arroz, somente os isolados de F.
chlamydosporum produziram DON (800 a 900 pg/kg). Nas inoculagdes em trigo, somente
os isolados F. asiaticum oriundo do trigo produziram a micotoxina nivalenol. Os resultados
deste estudo contribuem para o aumento do conhecimento sobre a diversidade de espécies
de Fusarium em arroz e alertam sobre a alta contaminagdo com tricotecenos por um
complexo de espécies toxigénicas.
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ABSTRACT

In this study, 144 samples of rice seeds obtained from seed-growing areas of the
states of Rio Grande do Sul, Santa Catarina and Goiéas, during three seasons, were assessed
for the presence of Fusarium. Fungal colonies resembling species of the Fusarium
graminearum species complex (FGSC) were identified in 43% of 110 samples from the
2011/12 season with mean incidence of 0,7%. Also, colonies of other species of the genus
were found in 77% of the samples with mean incidence of 3,6%. Fifteen seed samples that
showed various Fusarium incidence levels had high levels of deoxynivalenol (DON)
mycotoxin (mean = 5.750 pg/kg) and its acetylates. In a collection of 144 purified isolates
obtained from the infected seeds, 19 species grouped in four species complexes were
identified using molecular analysis (multilocus genotyping targeting FGSC and sequences
of TEF1-alfa): F. fujikuroi species complex (FFSC), F. chlamydosporum species complex
(FCSC), F. graminearum species complex (FGSC) and F. incarnatum-equiseti species
complex (FIESC). Among the four phylogenetic species-trichothecene genotype within the
FGSC, F. asiaticum-NIV was the most prevalent (68/96), followed by F. graminearum-15-
ADON (14/96), F. cortaderiae-NIV (13/96) and one F. meridionale-NIV. F. asiaticum
isolates from rice and F. graminearum from wheat produced the same trichothecene
predicted by the PCR assay, NIV and 15-ADON, respectively. Nevertheless, F. asiaticum
isolates from wheat did not produce NIV as predicted by the genotyping. In the
pathogenicity assay in rice, F. asiaticum isolates from rice were more aggressive than F.
asiaticum and F. graminearum isolates from wheat. In wheat, F. asiaticum from rice were
the least aggressive isolates. The trichothecene analysis in seeds from the pathogenicity
assays showed that only isolates of the FCSC produced DON (800 a 900 pg/kg). In wheat,
only F. asiaticum from wheat produced NIV. Results of this study contributes to expand
the knowledge on the diversity of Fusarium affecting rice seeds and raise concern about
the high contamination of rice with trichothecenes possibly produced by a complex of
toxigenic species. Also, it corroborates with the hypothesis that host preference possibly
regulates distribution of species within the FGSC complex.

2 Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (69p.) February, 2014.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) se destaca entre os cultivos de cereais de maior
importancia mundial, sendo predominantemente cultivado para consumo interno nos paises
produtores (FAO, 2009), constituindo alimento basico para a nutricdo humana (CONAB,
2014). O consumo médio mundial de arroz é estimado em 60 kg/pessoa/ano. Nos paises
asiaticos, onde se concentram 90 % da producao desse cereal, 0 consumo médio é estimado
entre 100 e 150 kg/pessoa/ano. J& no Brasil o consumo estd abaixo da média mundial,
estimado em 45 kg/pessoa/ano (SOSBAI, 2011).

Segundo estatisticas oficiais, a producdo mundial no ano de 2011 foi de
aproximadamente 720 milhdes de toneladas de arroz em casca (FAO, 2012). Os paises
maiores produtores de arroz estdo localizados na Asia: China, India, Indonésia, Bangladesh
e Vietna. Fora da Asia, destacam-se o Brasil e os Estados Unidos da América, que ocupam,
respectivamente, 0 9° e 10° lugar no ranking da producéo de arroz (FAO, 2012).

Dentre os fatores bidticos que limitam a produtividade e/ou depreciam a qualidade
do arroz, destacam-se aqueles que afetam a sanidade das plantas tais como as plantas
daninhas, doencas e pragas. Dentre as doencas, a brusone, causada por Magnaporthe
oryzae, e considerada de maior impacto e potencial de danos em cultivares suscetiveis e
clima favoravel, podendo levar a perdas totais da lavoura (Ou, 1985). Alem da brusone,
mais de uma dezena de doencas fungicas podem ocorrer com relativa importancia e que
podem atacar tanto o sistema radicular como a parte aérea das plantas de arroz (Ou, 1985;

Lee & Rush, 1983; Franco et al., 2001; Farias et al., 2007).
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Na cultura do arroz, a doenca conhecida como bakanae é causada por Fusarium. Os
sintomas dessa doenca incluem podriddo da coroa, nanismo ou alongamento anormal do
colmo em decorréncia da producdo de giberelina pelo fungo (Desjardins et al., 2000).
Embora ja relatada no Brasil hd mais de quatro décadas (Mello et al., 1970), ndo se tem
registros de epidemias ou perdas pela bakanae no Brasil.

Mais comumente, além de alguns representantes dos complexo de espécies
Fusarium fujikuroi associadas com sintomas de bakanae ou em sementes (Wulf et al.,
2010), diversos outros complexos ou espécies de Fusarium tém sido relatados e associados
exclusivamente as sementes de arroz (Desjardins et al., 2000; Nyvall et al., 1999; Lee et
al., 2009; Murthy et al., 2009). A ocorréncia de fungos que infectam as plantas antes da
colheita ou que ocorrem por ocasido do armazenamento, em sementes do arroz, pode, além
de permitir a sua sobrevivéncia e disseminacdo, afetar a germinacdo da semente e/ou
emergéncia das plantas, impactando no estabelecimento da cultura (Ichinoe et al., 1983).
De outra forma, fungos toxigénicos que incidem nas sementes podem produzir micotoxinas
de implicagcbes toxicoldgicas quando do consumo dos grdos por humanos e animais. A
patogenicidade ao homem é mais rara, no entanto, O’Donnell et al (2010) relataram a
ocorréncia de diversas espécies de Fusarium envolvidas com infecces em humanos e
animais.

Além da cultura do arroz, Fusarium causa doencas em Vvarias outras culturas, sendo
um tipico fungo fitopatogénico do ambiente do solo, do sistema vascular das plantas e de
orgdos florais. O clima, e até mesmo varia¢Oes locais de temperatura, podem afetar a
distribuicdo das espécies de Fusarium e o seu potencial toxigénico (Desjardins et al., 2000;
Leslie et al., 2001; Backhouse, 2014).

Diversas espécies de Fusarium comumente associadas aos grdos de arroz sdo
reconhecidas produtoras de micotoxinas como fumonisinas, zearalenona e os tricotecenos,

tais como a deoxinivalenol e a nivalenol (Desjardins, 2007; O’Donnell et al., 2009; Lincy
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et al.,, 2011). No Brasil, em consonancia com normativas internacionais visando a
seguranca alimentar e com base na frequéncia com que micotoxinas tém sido encontradas
em gréos e alimentos, foi estabelecida uma legislacéo para limites maximos tolerados para
diversas micotoxinas em graos de cereais, incluindo o arroz e seus subprodutos (ANVISA,
2011). Para o arroz, foram regulamentados limites maximos para as micotoxinas
deoxinivalenol, fumonisina e zearalenona no ano de 2011, ambas produzidas por espécies
de Fusarium, especialmente as do complexo de espécies Fusarium graminearum que tém
sido as mais estudadas quanto a producao de tricotecenos.

A maioria dos estudos de levantamento e identificacdo de Fusarium em sementes
ou graos produzidos no territorio nacional relatam apenas o género, sendo raros registros
em nivel de espécie (Franco et al., 2001; Macedo et al., 2002; Nunes et al., 2003; Farias et
al., 2007). No entanto, é sabido que o potencial toxigénico das populacbes do fungo esta
estreitamente ligado a espécie (Leslie & Summerell, 2006). Com frequéncia, F.
graminearum, tipico produtor de tricotecenos e zearalenona tem sido relatado em sementes
de arroz nas diferentes regides do mundo em regides onde ocorre cultivo de trigo e milho,
hospedeiros principais (Leslie & Summerell, 2006; Lee et al., 2009; Yoshida et al., 2010).

No estado do Rio Grande do Sul, além dos relatos esporadicos de F. graminearum
em sementes de arroz (Nunes et al., 2003; Dors et al., 2011), recentemente as micotoxinas
desoxinivalenol e zearalenona foram detectadas em amostras de gréos de arroz de parcelas
experimentais (Dors et al., 2011; Heidtmann-Bemvenuti et al., 2012), No entanto, a falta
de conhecimento mais aprofundado sobre a prevaléncia e o potencial toxigénico dos
principais complexos de espécies de Fusarium limitam a caracterizacdo de cenérios de
risco, especialmente de contamina¢do com micotoxinas, informacdo que é fundamental
para embasar analises de risco e orientar quanto as micotoxinas que devem ser alvo de um

monitoramento para detecgéo.
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Este estudo objetivou: 1) detectar e quantificar a incidéncia de Fusarium e da
concentracdo de tricotecenos em sementes de arroz irrigado; 2) identificar, em nivel de
espécie ou complexo de espécie, com base em métodos moleculares, uma colecdo de
isolados obtidos segundo caracteristica morfologica; 3) caracterizar o potencial toxigénico
de isolados por métodos cromatograficos e moleculares e 4) caracterizar e comparar a
patogenicidade de algumas das espécies isoladas do arroz, com espécies isoladas de trigo,

em inoculacdes em paniculas de arroz e espigas de trigo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Produgéo do Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) constitui a base alimentar de mais de trés bilhGes de
pessoas (CONAB, 2011). A producdo global gira oscila proximo a meio bilhdo de
toneladas de gréos em casca, contribuindo com quase um terco do total de gréos destinados
a alimentacdo humana (FAO, 2009). Apesar do grande volume produzido, o arroz é um
produto de pouca importdncia no comércio internacional, uma vez que € produzido
primariamente para satisfazer as necessidades domésticas nos paises ou regides do mundo
em que € produzido (FAO, 2009). Segundo estatisticas oficiais, até o inicio da década de
90 apenas 3% da producdo mundial de arroz era exportada, indice que aumentou para 5%
em 2007 (FAO, 2009).

O Brasil, com uma produgéo anual estimada entre 11 e 13 milhdes de toneladas de
arroz, esta na lista dos 10 maiores produtores, participando com cerca de 82% da producéo
do Mercosul, seguido pelo Uruguai, Argentina e, por ultimo, o Paraguai (FAO, 2012). Os
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina garantem 0 suprimento necessario a
demanda domestica (SOSBAI, 2011). A area cultivada no Rio Grande do Sul é de
aproximadamente um milh&o de hectares, sendo o estado maior produtor nacional deste
cereal e responsavel por 77% do total produzido no Brasil (CONAB, 2011). Demais
estados produtores com uma menor contribuicdo incluem Mato Grosso (3,7% do total),

Maranhdo (5,6%) e Tocantins (3,8%) (FAO, 2012).



2.2 Espécies de Fusarium relatadas em arroz

Fusarium causa doencas em um grande numero de plantas incluindo os cultivos
cereais de maior importancia para a alimentacdo humana e animal como o milho, trigo,
arroz (Leslie & Summerell, 2006). No arroz, Fusarium causa uma doenca conhecida como
bakanae cujos sintomas incluem podridao da coroa, nanismo, bem como o estiolamento e
alongamento anormal induzido pela producdo de giberelina (Desjardins et al.,2000).
Embora a bakanae tenha sido descrita pela primeira vez ha mais de 100 anos no Japao,
ainda ndo foram sistematicamente identificadas as espécies de Fusarium associadas com as
variadas formas de manifestacdo da doenca (Amatulli et al., 2010). Relatos anteriores
feitos no Japao apontavam para F. moniliforme como a causa da doenca (Ou, 1985). No
entanto, este taxon ndo é mais usado e faz parte atualmente do complexo de espécies
Fusarium fujikuroi (denominado como complexo de espécies Gibberella fujikuroi
anteriormente ao novo codigo de nomenclatura estabelecido em 2012 (ICBN, Artigo 59)
(Desjardins et al., 2000; O’Donnell et al., 2009). Fungos desse complexo s&o comumente
encontrados associados as culturas de milho, cana-de-agucar, abacaxi e arroz (Lee et al.,
2009; Crespo, 2010; Hsuan et al., 2011).

No estado da Califdrnia, Estados Unidos, o Fusarium fujikuroi foi citado como o
agente causal do bakanae (Carter et al., 2008). Em sementes de arroz oriundas da Africa e
da Asia, Wulff et al. (2010) identificaram quatro espécies desse complexo: F. andiyazi, F.
fujikuroi, F. proliferatum e F. verticillioides, associados ao bakanae. Na Italia, entre anos
de 2006 e 2008, Fusarium foi isolado de plantas assintomaticas e com sintomas de
bakanae, sugerindo ser o Fusarium fujikuroi o agente causal da doenca (Amatulli et al.,
2010). Na Peninsula da Maléasia, F. verticillioides, F. sacchari, F. subglutinans, F.
proliferatum e F. fujikuroi foram isoladas de diferentes culturas, incluindo plantas de arroz
com sintomas de bakanae (Hsuan et al., 2011). Na Coréia do Sul, sementes de arroz de 48

campos com sintomas de uma fusariose nas paniculas apresentaram uma alta incidéncia de
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especies do complexo de espécies F. graminearum (90%), dentre outras em menor
frequéncia, ndo sendo essas identificadas ao nivel de espécie filogenética do complexo de
especies F. graminearum (Lee et al., 2009).

Savard e colaboradores relataram a ocorréncia de espécies do complexo Fusarium
chlamydosporum em arroz produzido na Peninsula da Malésia (Savard et al., 1990).
Espécies desse complexo sdo comuns em ambiente de solo e em plantas de arroz quando
encontram-se em situacdo de estresse, sendo também identificada como produtora de
micotoxinas da classe dos tricotecenos (Lincy et al., 2011).

No Brasil, no primeiro relato da bakanae no ano de 1967, a doenca foi associada
com F. verticilioides (Mello et al., 1970). Atualmente, sdo inexpressivos os relatos dessa
doenca no Brasil. No entanto, diversos estudos tém relatado a ocorréncia de Fusarium em
sementes de arroz em todo o mundo. Nos Estados Unidos, nos estados de Arkansas e
Texas, um estudo de levantamento, em vinte amostras de arroz em casca, relatou a
presenca de F. proliferatum associada com a presenca de micotoxinas no arroz (Abbas et

al., 1998).

2.3 Fusarium graminearum: diversidade, distribuicdo e potencial toxigénico

Anteriormente reconhecido como uma morfoespécie, Fusarium graminearum foi
dividido em um complexo de espécies com base no conceito de espécies filogenéticas com
concordancia genealdgica (O’Donnell et al., 2004). Atualmente, o complexo engloba 15
espécies (com epitetos) distribuidas nas diversas regides do mundo e originadas de
diferentes hospedeiros (Starkey et al., 2007; Yli-Mattila et al., 2009; Sarver et al., 2011).
Sdo elas: F. austroamericanum, F. meridionale, F. boothi, F. mesoamericanum, F.
acaciae-mearsnii, F.asiaticum, F. graminearum, F. cortaderiae, Fusarium brasilicum

(O’Donnell et al., 2004), F. vorosii, F .gerlachii (Starkey et al., 2007), F. aethiopicum
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(O’Donnell et al., 2008), F. ussurianum (Yli-Mattila et al., 2009), F. nepalense e F.
louisianense (Sarver et al., 2011).

Nas regibes produtoras de arroz e trigo dos paises ocidentais e orientais, destacam-
se F. graminearum e F. asiaticum, as mais comumente encontradas respectivamente (Suga
et al., 2008; Backhouse 2014). Na Asia, F. asiaticum ocorre com predominancia no Jap3o
(Qu et al., 2008) e na China (Gale et al., 2002), onde foram também identificadas as
espécies F. meridionale e F. boothi em menor prevaléncia (Yang et al., 2008; Wang et al.,
2010). Um estudo de identificacdo, ecologia e patogenicidade comparativa conduzido na
Coréia do Sul, sugere a hipotese de que F. asiaticum é uma espécie adaptada ao
agroecossistema do arroz na Coréia do Sul e, assim, com vantagem competitiva sobre as
demais espécies e culturas (Lee et al., 2009).

Na Europa, foram identificadas as espécies F. boothi e F. mesoamericanum, além
de F. graminearum sensu stricto (ou apenas F. graminearum) como a espécie
predominante em diferentes hospedeiros (Laday et al., 2004; Téth et al., 2005). Em um
estudo de modelagem do efeito do clima na distribuicdo geografica global de trés espécies
do complexo (F. graminearum, F. asiaticum e F. boothii) foi modelada a influéncia do
clima na distribuicdo das espécies, sugerindo que F. graminearum é mais predominante no
Norte da Asia onde predomina temperaturas mais amenas e F. asiaticum no Sul da Asia,
onde as temperaturas sdo mais altas (Backhouse, 2014). No entanto Zhang et al (2012)
acreditam ndo ser esse o fator critico para distribuicdo dessas espéecies. Uma hipotese
alternativa é que o sistema de cultivo influencia a distribuicdo, com F. asiaticum
predominando nas areas onde o arroz é cultivado e F. graminearum em areas onde ocorre a
producdo de milho (Lee et al., 2012, Zhang et al., 2012).

Na América do Sul, Ramirez et al (2006) observaram a presenca de F.
graminearum em uma colecdo de 133 isolados obtidos de gréos de trigo na Argentina.

Também na Argentina, Sampietro et al. (2010) isolaram 66 isolados do milho e
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identificaram 56 como F. meridionale e 10 isolados como F. boothii. No Uruguai,
Umpiérrez-Failache et al (2013) obtiveram isolados de F. asiaticum oriundo de areas de
producdo de trigo, as quais encontravam-se proximas a lavouras de arroz, sugerindo a
hipdtese de que essa espécie pode ter sido inicialmente introduzida na Asia sobre o arroz,
passando posteriormente para o trigo em regides da Louisiana, onde a producéo de arroz é
comum (Gale et al., 2011). Além disso, Lee et al (2009) relataram que F. asiaticum pode
ser mais adaptado a um agroecossistema de arroz do que outras espécies do complexo.

No Brasil, uma grande diversidade das espécies filogenéticas tem sido
demonstrada. Além de F. graminearum, foram identificadas outras cinco espécies
filogenéticas em diversos hospedeiros (Del Ponte et al., 2013). Em dois estudos com
isolados obtidos de grdos de trigo produzido no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parana, foram identificadas as espécies F. graminearum, a predominante em mais de 90%
dos isolados, e F. meridionale (Scoz et al., 2009; Astolfi et al., 2011). Em gréos de cevada,
de 92 isolados foram encontrados F. graminearum como a espécie dominante, seguido de
F. meridionale e F. austroamericanum (Astolfi et al., 2010).

A quimiotaxonomia para F. graminearum foi proposta inicialmente por Ichinoe et
al. (1983), a partir da classificacdo de isolados oriundos do Japéo, especificamente do
grupo tricotecenos-B, como quimiotipos deoxinivalenol (DON) ou nivalenol (NIV).
Posteriormente, foram descritos trés outros quimiotipos de F. graminearum conforme a
posicdo da acetilagdo destes compostos (Miller & Greenhalgh, 1999): 3ADON (3-
acetildesoxinivalenol), um acetilado C-3 de DON; 15-ADON (15-acetildesoxinivalenol),
um acetilado C-15 de DON, e NIV (nivalenol) um acetilado C-4 de DON (Desjardins et
al., 1993; Goswami & Kistler 2005).

Isolados de F. graminearum de trigo e cevada possuem, em sua grande maioria, 0
quimiotipo 15-ADON. Em contraste, em algumas regides na China e Japéo, F. asiaticum

segrega para os quimiotipos 3-ADON ou NIV apenas, dependendo da regido produtora
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(Yang et al., 2008). Na Coréia, isolados de F. graminearum recuperados de milho entre
1999-2001 no norte da provincia de Gangwon foram exclusivamente caracterizados como
produtores de DON, enquanto que isolados de F. asiaticum isolados de arroz nas
provincias do sul, produziram quase que exclusivamente a toxina NIV (97%) (Lee et al.,
2004). No Japdo, de 183 isolados analisados, 80 foram identificados como F. asiaticum
com quimiotipo NIV e 3-ADON apenas (Karugia et al., 2009). Da mesma forma, isolados
japoneses de F. asiaticum e F. graminearum, foram identificados como NIV e 3-ADON,
respectivamente (Suga et al., 2008). Nos EUA, na regido de Louisiana, isolados coletados
entre os anos de 2001 e 2007 em lavouras de trigo foram identificados com F.
graminearum, sendo a maioria (79%) produtor de NIV.

Quanto a patogenicidade das espécies do complexo F. graminearum em arroz, sao
poucos o0s estudos. Goswami e Kistler (2005) estudaram a patogenicidade de 31 isolados
de oito espécies filogenéticas originadas de diferentes regides do mundo, e também
hospedeiros. Em outro trabalho, isolados de F. graminearum e F. asiaticum foram
inoculados em espigas de trigo e em paniculas de arroz, com o objetivo de comparar a
agressividade do patdgeno. Apesar de terem reproduzido sintomas na forma de manchas
em sementes de arroz, ndo foram detectadas micotoxinas nos grdos de arroz, pois a
colonizacdo do fungo ndo parece estar associada com a producdo de micotoxinas
(Desjardins et al., 2000; Goswami & Kistler, 2005). Outra possivel explicacdo discutida
pelos autores € que o arroz possui um mecanismo de detoxificagdo capaz de metabolizar os

tricotecenos (Goswami & Kistler, 2005).

2.4 Complexo Fusarium fujikuroi: taxonomia e distribuicéo
Grande parte das espécies de Fusarium é formadora de clamidésporos, porém o
complexo Fusarium fujikuroi (Geiser et al., 2013), possui justamente a caracteristica de

auséncia desta estrutura. Para a identificacdo das espécies desse complexo as
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caracteristicas principais avaliadas sdo as células conidiogénicas que suportam o
microconidio e a disposi¢do dos esporos sobre as mesmas (Leslie & Summerell, 2006).

Espécies pertencentes ao complexo Fusarium fujikuroi, sdo de extrema importancia
para diversas culturas, incluindo o arroz e milho (Niehaus et al., 2014). Na peninsula da
Malasia, varias espécies de Fusarium desse complexo, como F. verticillioides, F. sacchari,
F. subglutinans, F. proliferatum e F. fujikuroi foram isoladas e relacionadas com varias
doencas de culturas agricolas incluindo arroz, cana de agucar e milho, sendo possivel
relacionar a presenca de F. verticillioides com os sintomas de bakanae em arroz (Hsuan et
al., 2011).

Dentre as espécies que infectam mais o milho, destacam-se F. verticillioides e F.
proliferatum. F. verticillioides é semelhante ao F. proliferatum, o qual possui cadeias
curtas de microconidios (menos de 20) em mono e polifialides, diferenciando de F.
verticillioides que possui cadeias longas de microconidios em monofialide. F. subglutinans
é relativamente facil de ser separado das outras espécies importantes do complexo F.
fujikuroi, pois possuem mono e polifialides que produzem microconidios apenas em falsas
cabecas (Leslie & Summerell, 2006).

Na cultura do milho, Stumpf e colaboradores identificaram a partir de uma cole¢éo
de 104 isolados trés espécies pertencentes ao complexo F. fujikuroi (F. verticillioides, F
subglutinans e F. proliferatum). As espécies agrupadas dentro desse complexo estdo
associadas a diversas doencas na cultura do milho, sendo a podriddo da espiga uma das
mais importantes (Stumpf et al., 2013).

F. verticillioides é a principal espécie de fungo que produz micotoxinas
fumonisinas do tipo B1 e B2 (Jurjevic et al., 2005). Na Europa, F. verticillioides é mais
prevalente nas regides do sul e é encontrada associada com graos de milho e subprodutos
na Franca, Espanha e Italia (Bottalico,1998). Isolados de F. verticilioides e F. proliferatum

foram isolados de diferentes regides nas Filipinas, oriundos da cultura do arroz e milho e
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caracterizados como potencialmente produtores de micotoxinas do tipo Fumonisinas do
tipo B1. F. verticillioides foi a espécie a mais frequentemente encontrada em grdos de
milho e seus subprodutos, em paises europeus como a Fran¢a, Espanha e Italia (Fandohan
et al., 2003).

Com o intuito de conhecer melhor os sintomas da bakanae, Amatulli et al (2010)
testaram a patogenicidade de 121 isolados de Fusarium spp. A partir de uma suspensao de
esporos sementes de arroz foram inoculadas e posteriormente plantadas e os sintomas
avaliados a partir de uma escala. Sintoma tipico da doenca apareceu nas plantas inoculadas
com F. fujikuroi e as plantas inoculadas com F. graminearum apresentaram uma reducéo

na germinacdo da semente.

2.5 Complexo de espécies Fusarium chlamydosporum

Os primeiros relatos de espécies do atual complexo de espécies F. chlamydosporum
foi associado a cultura do milho, apresentando-se também como produtor de micotoxinas
(Marasas et al., 1984). A ocorréncia de F. chlamydosporum em arroz foi relatada no ano de
1990 (Savard et al., 1990). Com o passar dos anos essa espécie vem se tornando motivo de
alerta para diversas culturas (O’ Donnell et al., 2009)

Em um estudo filogenético, isolados identificados como F. nelsonii foram
agrupados ao complexo de espécies Fusarium chlamydosporum (FCSC), apresentando
também uma estreita relagdo com o complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti
(FIESC), ressaltando também a importancia dessas espécies do ambito clinico e veterinario
(O’ Donnell et al., 2009). Na Australia, isolados de F. chlamydosporum foram obtidos de
campos de producdo de gramineas, no entanto relatam como sendo uma espécie com baixo

potencial toxigénico (Summerell et al., 2011).
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Em um estudo na India, isolados pertencentes ao complexo FCSC foram obtidos de
sementes de sorgo e foram descritos como produtores de tricotecenos, incluindo-se F.

nelsonii descrita anteriormente como uma espécie do FCSC (Lincy et al., 2011).

2.6 Métodos de identificacdo de Fusarium spp.

As espécies de Fusarium, por muito tempo, eram identificadas apenas por
caracteristicas morfoldgicas e especificidade com o hospedeiro. A taxonomia de Fusarium
envolve trés conceitos: morfoldgico, bioldgico e filogenético (Leslie et al., 2006). A
identificacdo morfologica ainda vem sendo utilizada, porém, existem situacbes em que
apenas as caracteristicas morfologicas ndo permitem uma identificacdo acurada e confiavel
(Leslie et al., 2006). O numero de estudos de caracterizacdo de isolados, identificacdo e
proposicdo de novas espécies no género Fusarium tem aumentado consideravelmente nas
ultimas décadas, principalmente apds o advento da biologia molecular (Nirenberg & O’
Donnell, 1998; Leslie et al., 2001; Leslie et al., 2006; Kvas et al., 2009).

Dentre os métodos moleculares, a reacdo em cadeia de polimerase, ou
simplesmente PCR, permite identificar uma espécie com base na amplificacdo de um
fragmento especifico do genoma do patégeno, cujos produtos da amplificacdo podem ser
diferenciados pelo tamanho do fragmento genémico ou sequéncia de nucleotideos (Brioso
et al., 2001; Baird et al., 2008).

Inicialmente descrito em 1988 o multiplex PCR consiste na amplificacdo simultanea
de multiplas regides do DNA, a partir da adicdo de mais de um par de primers aos
reagentes do mix (O. Henegariu et al., 1997). Esta técnica € utilizada em muitos estudos
moleculares, como na analise de dele¢des de genes (Chamberlain et al., 1988) e na
deteccdo de mutacOes e sequencias repetidas do DNA (Markoulatos et al., 2002).

No caso de F. graminearum a partir do conhecimento de genes que regulam a

sintese de tricotecenos e com o desenvolvimento da técnica PCR multiplex, alguns autores
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tém desenvolvido primers para identificar genotipos de tricotecenos baseados em genes
envolvidos na sua sintese como; Tri3 e Tril2 (Ward et al., 2002), Tri 7 e Tril3 (Waalwijk
et al., 2003), Tri3 e Tri7 (Quarta et al., 2006) ou Tri3 e Tri6 (Suzuki et al., 2010).

Uma adaptacdo do uso PCR multiplex foi proposto por Ward et al. (2008), que se
utilizaram da técnica de analise de multilocus (MLGT-multilocus genotyping) para
genotipar tanto a espécie filogenética do complexo Fusarium graminearum quanto 0s
gendtipos tricoteceno, utilizando sondas especificas para o quimiotipo e para a
identificacdo da espécie, ou seja, nessa reacdo sdao marcadas sondas, as quais Sao
submetidas a extensdo de primers alelo-especifica utilizando a técnica Luminex, que faz a
hibridizacdo e deteccao de sondas obtidas de uma reacdo de multiplex- PCR, fazendo assim
uma andlise de polimorfismo de nucleotideos (Ward et al., 2008), permitindo deteccdo de
até 100 alvos diferentes em uma Unica amostra (Barco et al., 2010). Suas principais
vantagens sdo a facilidade do manuseio, permitindo flexibilidade na preparacdo de matriz e
proporcionando uma rapida deteccdo de alto rendimento de alvos multiplos, e a producéo
de dados numéricos, que podem ser facilmente coletados e usados para fins de comparacao
(Page et al., 2006).

Uma evolucdo da PCR, o PCR em tempo real ou quantitativo (g-PCR), permite
quantificar produtos de amplificacdo a cada ciclo de PCR. Essa tecnologia oferece varias
vantagens sobre os métodos convencionais de PCR, tais como maior sensibilidade e
especificidade, auséncia da eletroforese em gel de agarose para detectar o produto da
reacdo e, uma vez que a leitura e mensuragdo do acumulo de produtos sdo obtidas a cada
ciclo, traz, também, menor risco de contaminagdo, menor tempo de resposta e uma analise
guantitativa (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 2007).

Associado as técnicas de PCR, pode-se identificar espécies com base no
sequenciamento de fragmentos gendmicos conservados. Para muitos pesquisadores, 0

sequenciamento direto de um ou mais genes podem ser usados para se identificar espécies
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ou complexos de espécies. Neste processo, um ou mais genes sao amplificados e
sequenciados. Dentre os mais comumente sequienciados para Fusarium destacam-se o fator
elongacdo 1-alfa (EF-1a), BTubulina, histona, calmodulina, regides IGS (Intergenic Spacer
Region) e regides ITS (Internal Transcribeb Spacer Sequence) (O’Donnell & Cigelnik,
1997; Steenkamp et al., 2000; Mule et al., 2004; Jurado et al., 2006; Visentina et al.,
2009; O’Donnell, 2010).

Segundo Geiser et al. (2004), o sucesso no uso do gene EF-1a. pode ser atribuido
ao seu alto grau de informacdo ao nivel de espécie e ao fato de ndo ter sido relatado a
ocorréncia de copias ndo ortélogas, bem como pela disponibilidade de primers universais
baseadas nesse gene (Geiser et al., 2004).

Uma das limitacGes para esta analise em algumas situacdes pode envolver um mais
alto custo para um grande numero de isolados. No entanto, é notavel que esteja diminuindo
nos ultimos anos, e a disponibilidade de dados de sequéncia para as comparacdes
necessarias em um banco de dados acessivel, nesse caso 0 numero de sequéncias
disponiveis estd aumentando de forma relativamente rapida (Ward et al., 2008; Nielsen et

al., 2012).

2.7 Métodos para deteccdo e quantificacdo de micotoxinas

Os fungos filamentosos sdo capazes de produzir uma ampla gama de compostos
quimicos, dentre eles estdo os metabdlitos secundarios, denominados micotoxinas (Stadler
& Keller, 2008), ou seja, produtos naturais de baixo peso molecular que possuem uma
atividade citotoxica (Desjardins et al., 1993; Keller et al., 2005).

A sintese de micotoxinas é usada como critério auxiliar na identificacdo de
espécies, 0 que € conhecido por quimiotaxonomia (Ichinoe et al., 1983; Logrieco et al.,
1988). Assim, a quimiotipagem é a determinacgdo do tipo de micotoxinas produzidas pelo

fungo in vitro ou in vivo por meio de métodos cromatograficos, destacando TLC (thin-



16
layer chromatography), HPLC (high-performance liquid chromatography) e GC (gas
chromatography) (Krska & Molinelli, 2007; Frisvad et al., 2007) como o0s mais comuns e
tradicionais.

A cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) é um método que permite
limites de deteccdo em nivel baixo, através de UV ou fluorescéncia, e uma quantificacdo
mais exata (Lino et al., 2006). E um método cromatografico através do qual se separam os
compostos numa amostra pela sua afinidade relativa para uma fase estacionaria (coluna) e
uma fase modvel, e o resultado da analise € um cromatograma com diversos picos,
identificados pelo seu tempo de retencdo, isto é, pelo tempo que o0 composto tarda a ser
eluido (Serra, 2005).

Para deteccdo, quantificacdo e confirmacdo de fumonisina em milho e derivados,
Lino et al. (2006) testaram diferentes metodologias analiticas, sendo uma delas o HPLC e
métodos imunolodgicos, sendo a técnica de HPLC com detec¢do fluorimétrica a mais
eficiente em comparacdo com as demais.

A cromatografia gasosa é a técnica mais utilizada na separacdo, identificacdo e
quantificacdo de misturas de tricotecenos, embora também sejam utilizadas cromatografia
de camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia de fluido
supercritico (Schollenberger et al., 1998). Garda et al. (2004) utilizaram este método para
determinacdo de tricotecenos, desoxinivalenol (DON) e toxina T-2, em cervejas

comercializadas na regido Sul do Rio Grande do Sul, Brasil.

2.8 Micotoxinas de Fusarium e ocorréncia em arroz
O crescimento fangico e a producdo de micotoxinas dependem de uma complexa
interacdo de diversos fatores, como atividade de agua, temperatura, oxigénio e substrato

(Heidtmann-Bemvenuti et al, 2012).
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As micotoxinas produzidas por Fusarium spp. incluem representantes das classes
dos tricotecenos e zearalenona, ambos produzidos por F. graminearum, além das
fumonisinas que é produzida por F. verticillioides, F. subglutinans e F. proliferatum (Reid
et al., 1999), sendo essas as mais conhecidas, no entanto espécies de Fusarium produzem
outras micotoxinas como as beauverinas, enniatinas, fusaproliferinas, acido fusarico,
fusarinas e moniliforminas, acuminatum, butenolide, chlamydosporol, culmorinas,
cyclodepsipeptide HA23, cyclonerodiol, equisetinas, fusarochromanone, gibberellinas,
naphthoquinones, sambutoxinas e wortmanninas (Desjardins, 2006).

Os tricotecenos constituem um grupo de mais de 100 micotoxinas e possuem esse
nome devido a sua estrutura quimica, composta de um anel com esqueleto tetraciclico
12,13-epoxitricotecenos. Essas toxinas sdo classificadas em tipo A, no qual se encontram
as toxinas T-2, HT-2, 15-monoacetoxiscirpenol (15-MAS) e diacetoxiscirpenol (DAS), e
em tipo B, no qual estd o nivalenol (NIV), desoxinivalenol (DON) e suas formas
acetiladas, 3-acetildesoxinivalenol (3-ADON) e 15-acetildesoxinivalenol (15-ADON);
(Santin et al., 2000). A deoxinivalenol é produzida principalmente por F. graminearum e,
em algumas regibes, por F. culmorum. Essa micotoxina comumente co-ocorre com
zearalenona, também produzida por essas espécies (Richard, 2007)

O é&cido fuséarico €, provavelmente, uma das micotoxinas mais distribuidas na
natureza uma vez que ela € produzida pela maioria das espécies do género Fusarium. O
acido fusarico possui a capacidade de aumentar a toxicidade de outras micotoxinas, e como
ndo poderia ser diferente, essa micotoxina dificilmente aparece isolada em gréos
contaminados por Fusarium, o que faz com que aumente sua importancia nas
micotoxicoses (Santin et al., 2000).

H& grande variagdo em relacdo ao perfil toxigénico das espécies de Fusarium e se
desconhece muito acerca do papel das micotoxinas na patogenicidade (Leslie &

Summerell, 2006). No Brasil, relataram a ocorréncia de Deoxinivalenol (DON) e
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Zearalenona (ZEA) em arroz do tipo parboilizado, em amostras provenientes do estado do
Rio Grande do Sul (Dors et al.,2011). Aspecto semelhante foi relatado por Heidtmann-
Bemvenuti et al (2012) ao avaliarem fracdes de arroz com casca (endosperma, casca e
farelo) e parboilizado, onde detectaram, por cromatografia de alta performance, a presenca
de ZEA e DON.

Avaliacdes feitas em arroz do tipo integral, parboilizado e polido, no estado do Rio
Grande do Sul, detectaram a presenca de micotoxinas produzidas por espécies de
Fusarium, (ZEA, DON e Toxina T2), no entanto ndo foi identificado nenhum fungo da
espécie produtora (Nunes et al., 2003). Estes fungos podem contaminar as amostras no
campo e serem substituidas por outros géneros mais adaptados as condicdes de
armazenamento, porém a micotoxina pode permanecer (Pitt et al., 1997; Samson &
Reenen-Hoekstra, 1998). Umas das hipdteses, é que as condi¢des climaticas no Brasil sao,
de maneira geral, favoraveis ao desenvolvimento de fungos toxigénicos (Furlong et al.,
1995; Backhouse et al., 2014).

Em outros paises, foram avaliadas 20 amostras de arroz em casca provenientes de
dois estados (Arkansas e Texas) dos Estados Unidos, para deteccdo da micotoxina
fumonisina (B; e B) a qual foi associada com a ocorréncia de F. proliferatum. Esse
trabalho foi o pioneiro reatando a ocorréncia de fumonisina em arroz (Abbas et al.,1998).

Na Coréia, 48 amostras de sementes de arroz foram avaliadas, Fusarium
graminearum foi encontrado em 91% das amostras, ap0s analise de AFLP, observaram que
a maioria pertencia a linhagem 6 (F. asiaticum) estando diretamente relacionada com a alta
incidéncia de NIV, sendo possivel inferir que essa linhagem estd mais adaptada ao

agroecossistema do arroz do que a outras linhagens (Lee at al., 2009).
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2.9 Legislacao para micotoxinas

Evidéncias histdricas associam surtos de toxicoses no Japdo relacionadas ao
consumo de graos contaminados por F. graminearum em 1900 e também apds 1945 - o
caso conhecido como akakabi-byo (Desjardins et al., 1993). Os sintomas clinicos desta
toxicose incluem nausea, vomito, diarréia, tontura e alucinacdes (Desjardins et al., 1993).
Além disso, tricotecenos foram responsaveis diversos casos de em areas rurais da india,
China e Japao em 1961 (Ehling et al., 1998).

Com o objetivo de assegurar a producdo de alimentos saudaveis, varios paises vém
adotando marco legal para regulamentar os limites maximos toleraveis de micotoxinas em
grdos e subprodutos de cereais, inclusive o Brasil. A tomada de decisdo sobre que
micotoxinas regulamentar, em que produtos e em que niveis, & complexa. O
estabelecimento de limites maximos tolerados por parte de um pais é influenciado por
diversos fatores, como os métodos analiticos disponiveis para o controle legal, os dados
sobre toxicologia e ocorréncia da micotoxina em alimentos usados no estabelecimento de
risco, bem como a existéncia de legislacdo noutros paises com que existam trocas
comerciais (Serra, 2005).

A busca de solucgdes para minimizar o problema com as micotoxinas de Fusarium
tem se baseado em estratégias que devem considerar multiplas medidas adotadas de
maneira integrada no processo produtivo, iniciando com a selecdo de cultivares, a escolha
da area e seu modo de preparo e da época de plantio, passando por tratos culturais e
fitossanitarios, até operagdes de colheita e tratamentos de pds-colheita, e finalizando em
medidas legislativas que regulamentam niveis de tolerancia de micotoxinas em grdos e
seus derivados (Engelhardt et al., 2006; Bryden, 2007).

Devido as dificuldades associadas ao manejo em pré-colheita em reduzir a
concentracdo de micotoxinas nos gréos, muitos paises promulgaram limites mé&ximos

toleraveis (LMT’s) de concentragdo de micotoxinas em gréos e subprodutos (McMullen et
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al., 2012; Gilbert & Haber, 2013). No Brasil entrou em vigor no ano de 2011 uma
resolucdo que estabelece LMT para diversos tipos de grdo e sub produtos (Anvisa,
Resolucdo - RDC N° 7, de 18 de fevereiro de 2011). O LMT para arroz e subprodutos
varia, se mantendo estavel para DON e aumentando no decorrer dos anos para ZEA,
chegando a 100 ug/kg no ano de 2016 (Tabela 1). At¢ o momento ndo héa legislacdo
prevendo LMT para NIV, em alimentos ou racfes, incluindo o arroz no Brasil
(Leatherhead Food Research, 2010; Sugita-Konishi & Nakajima, 2010) gerando uma
grande preocupacdo, uma vez que € sabida a presenca dessa micotoxina em arroz

(Heidtmann-Bemvenuti et al, 2012).

TABELA 1. Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas a partir de grdos de
arroz e subprodutos. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucéo-
RDC N° 7 de 18 fevereiro de 2011.

Micotoxinas Alimento LMT LMT LMT LMT

(ng/kg)  (ng/kg) (ngkg) (ng/kg)
(2011)  (2012) (2014) (2016)

Desoxinivalenol  Arroz beneficiado e derivados 750 750 750 750
(DON)
Zearalenona Arroz beeficiado e derivados - 200 200 100

(ZEA) Arroz integral - 800 800 400
Farelo de arroz 1000 1000 1000 600




3 MATERIAL E METODOS

3.1 Organizacéao geral do trabalho e experimentos

O estudo foi desenvolvido a partir do recebimento de amostras de sementes e
paniculas de arroz irrigado produzido no RS, SC e GO que foram analisadas quanto a
presenca de Fusarium. Para tal, foi utilizada a metodologia de incuba¢do do material em
substrato de papel, sendo avaliado o percentual de sementes infectadas com Fusarium nas
amostras da safra 2011/12. No material incubado, Fusarium foi isolado a partir das
coldnias desenvolvidas com caracteristicas tipicas do género. Uma colecdo de isolados
selecionados com base na morfologia foi purificada e conservada para posterior producéo
de micélio e extracdo do DNA para proceder a identificacdo com base em métodos
moleculares. Da colecdo identificada, alguns isolados foram selecionados para se avaliar o
potencial toxigénico para producédo de tricotecenos por meio da produgdo das micotoxinas
em substrato artificial. Finalmente, isolados representantes das espécies dominantes foram
caracterizados quanto a patogenicidade em experimentos de inoculacdo cruzada em
paniculas de arroz e espigas de trigo, onde se comparou a agressividade e producdo dos
tricotecenos nos grdos formados. A Figura 1 apresenta o fluxo das atividades

desenvolvidas nos experimentos.
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FIGURA 1. Fluxograma sumarizando as etapas da pesquisa que foi desenvolvida a partir
do recebimento de amostras de sementes de arroz de lavouras de producéo e
areas experimentais conduzidas nas safras de 2008/9, 2009/10 e 2011/12.

3.2 Area de estudo e metodologia de amostragem

Amostras de sementes de arroz (10-200g) foram obtidas de trés safras de cultivo
(2008/09, 2009/10 e 2011/12) e de trés estados do Brasil em nimero variado por safra e
regido, totalizando 144 amostras (Tabela 2). As amostras dos estados do RS, de SC e de
GO foram enviadas por colaboradores do Instituto Riograndense do Arroz (IRGA),
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) e
Embrapa Arroz e Feijdo, respectivamente.

Das amostras recebidas da safra 2011/12 no RS, foram selecionadas somente as das
cultivares Puita INTA CL e IRGA 424, as duas mais plantadas no estado, totalizando 60

amostras da cultivar Puitd INTA CL e 38 amostras da cultivar IRGA 424. Essas amostras
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foram provenientes de diferentes municipios localizados nas seis regides produtoras do RS
(Figura 2), em numero variado por regido (Tabela 2). De GO, as amostras de sementes
foram oriundas dos experimentos de campo conduzidos nos municipios de Brazabrantes e
Santo Antonio de Goids. Todas as amostras de sementes foram identificadas e
acondicionadas dentro de sacos de papel e mantidas sob condi¢des de congelamento (-20
°C).

Além das amostras de sementes, foram selecionadas 20 paniculas com sintomas de
brusone do arroz coletadas em lavouras comerciais de arroz irrigado dos municipios de
Nova Veneza, Criciima e Itajai do estado de Santa Cataria, as quais apresentaram

crescimento de coldnias tipicas de Fusarium durante a incubacdo do material.

Regiao produtora

CAM FO A PCE @& Zs
DC O GO PCI =
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-30 -
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FIGURA 2. Localizagdo dos municipios, com indicacdo da regido orizicola, de onde
foram obtidas 110 amostras de sementes de arroz produzidas em lavouras
de produtores certificados durante a safra 2011/12. Regides produtoras:
CAM= Campanha, DC= Depressdo Central, FO= Fronteira Oeste, PCE=
Planicie Costeira Externa, PCl= Planicie Costeira Interna e ZS= Zona Sul.
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TABELA 2. Numero de amostras de sementes de arroz por estado e regido orizicola do
estado para cada uma das trés safras de cultivo, as quais foram analisadas
quanto a presenca de Fusarium spp.

Estado / Regi#o orizicola" Safra Total
2008/09 2009/10 2011/12

Rio Grande do Sul
Campanha 2 - 22 22
Depressédo Central - - 15 15
Fronteira Oeste - - 12 12
Planicie Costeira Externa 24 6 26 56
Planicie Costeira Interna - - 10 10
Zona Sul 2 - 13 15

Santa Catarina 2 - - 2

Goias - - 12 12

Total 28 6 110 144

T Regides orizicolas no estado do Rio Grande do Sul definidas pelo IRGA (Instituto Riograndense do Arroz);
2 Amostra ndo recebida.

3.3 Deteccdo e quantificacdo de Fusarium spp. em sementes

Todas as amostras de sementes foram submetidas ao método de deteccdo por
Blotter Test (Brasil, 2009). No teste, 200 sementes foram desinfetadas superficialmente
(&lcool 70% e hipoclorito de sédio 1%) e dispostas em recipientes (10 x 10 cm) plasticos
(25 grdos por recipiente) sobre trés folhas de papel do tipo “mata borrdo”, umedecido com
agua destilada autoclavada. Os recipientes foram mantidos em uma camara incubadora ¢édo
a temperatura de 23+2 °C e fotoperiodo de 12 horas por um periodo de sete dias (Brasil,
2009). As sementes foram analisadas visualmente com o auxilio de um microscépio

estereoscopio em aumento de 70x e identificadas as col6nias com morfologia tipica de

Fusarium.

Para o conjunto de 110 amostras de sementes da safra 2011/12, provenientes do RS
e de GO, durante a leitura, foi anotado o nimero de sementes infectadas, com base na
morfologia da coldnia flngica sobre a semente, separando-as em dois grupos: coldnias

tipicas de Fusarium graminearum e de um outro grupo englobando as demais espécies do
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género. Para essas amostras, os resultados foram expressos em prevaléncia, ou o percentual
de lotes infectados e a incidéncia em cada lote, ou seja, o percentual de sementes
infectadas na amostra. Essa avaliacdo nédo foi feita para as 34 amostras das safras 2008/09 e

2009/10, onde apenas procedeu-se ao isolamento de colbnias tipicas de Fusarium.

3.4 Isolamento, purificacdo e preservacao de Fusarium

Durante a avaliacdo das amostras para a deteccdo de Fusarium nas sementes, foi
feito o isolamento do fungo a partir de todas as sementes que apresentaram coldnias com
caracteristicas tipicas do complexo de espécies F. graminearum. Para as sementes com
colbnias com caracteristicas das demais espécies de Fusarium, isolou-se até um ndmero
méaximo de cinco sementes colonizada por amostra. O isolamento foi feito para placas de
Petri contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) suplementado com sulfato de
estreptomicina (50 mg/L) e incubados por sete dias em camara de crescimento a
temperatura de 25 °C.

A obtencdo de isolados a partir de paniculas foi realizada em condicGes de cdmara
umida. As paniculas foram previamente desinfetadas em alcool 70% e hipoclorito de sédio
1%, e dispostas individualmente em placas de Petri recobertas com papel de filtro
embebido em &gua esterilizada e incubadas e uma temperatura de aproximadamente 25 °C
durante 24 horas. Ap6s esse procedimento, até dois fragmentos de micélio por panicula
foram transferidos para placas que continham meio de cultura BDA para e posteriormente
proceder a purificagdo. As placas foram incubadas a 25 °C, durante sete dias.

A purificacdo foi feita por cultivo monosporico segundo Leslie & Summerell
(2006). Os macroconidios e microconidios, quando presentes, de culturas de sete dias em
meio SNA (synthetic nutrient-poor agar), foram transferidos para tubos de ensaio
contendo agua destilada estéril e submetidos a uma leve agitacdo para dispersdo dos

esporos. Em seguida, 1 ml da solucéo de esporos foi espalhada com auxilio de uma alca de



26
Drigalski em placas de Petri contendo agar-agua 2%. As placas foram incubadas no escuro,
inclinadas em 45°, a uma temperatura de 25 °C por um periodo de 18 a 24 horas.

Ap0s a incubacdo, foi removido, com o auxilio de um estereomicroscépio e agulha
histologica, um fragmento do meio de cultura &gar-agua contendo apenas um esporo
germinado. Cada um desses fragmentos foi transferido para uma placa contendo meio de
cultura SNA, sendo, posteriormente, incubado em uma camera de crescimento com
temperatura de 20 °C + 2 °C, sob luz branca fluorescente e fotoperiodo de 12 horas em
escuro por sete dias. Apos a incubacdo, fragmentos de SNA contendo o isolado foram

colocados em microtubos (1,5 ml), devidamente codificados e armazenados a -20 °C.

3.5 Crescimento micelial e extracdo de DNA

A extracdo do DNA gendémico foi feita segundo o método CTAB (Doyle e Doyle,
1987), com modificacbes. Plugs de micélio dos isolados purificados foram reativados em
cultivo em meio BDA por 7 dias. A massa de micélio foi retirada, secada em papel filtro e
armazenada a -4 °C. Posteriormente, 0 micélio macerado em nitrogénio liquido foi
transferido para microtubos de 1,5ml, onde foi adicionado 750 pL de tampao CTAB (2%
CTAB; 1,4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI (pH 8,0); 20 mM EDTA (pH 8,0)) e 15uL de B-
mercaptoetanol, incubados a 65 °C por 15 minutos, seguido de extracdo com solvente
organico adicionando 500 pL de clorofémio:alcool isoamilico (24:1). Apos a centrifugacdo
a 11.000 rpm por 10 minutos, foram transferidos 500 uL do sobrenadante para novos
microtubos e adicionados 5 pL de suspensdo contendo 20 mg/mL de RNA’SE, seguido de
incubacdo em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. A precipitagdo do DNA foi feita com
500 puL de isopropanol e, posteriormente, 250 pL de acetato de aménio 7,5 M. Apds a
centrifugacdo a 11.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
lavado com 100 pL de etanol 70% . O pellet foi resuspendido em 100 uL. de tampéo TE

(10 mM Tris-HCI (pH 7,5); 0,1 mM EDTA). As amostras de DNA foram mantidas a -4 °C.
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3.6 Identificacdo em nivel de espécie/complexo de espécies

As espécies de Fusarium foram identificadas por métodos moleculares utilizando-
se diferentes primers (Tabela 3). Os isolados identificados como do FGSC, por morfologia,
foram identificados por PCR com primers especificos para FGSC, que produz bandas com
polimorfismos mas ndo permite acuradamente identificar a espécie filogenética (Nicholson
et al., 1998). Foram também testados primers especificos para as espécies do complexo
como os desenvolvidos por Suzuki et al (2010) para identificar F. asiaticum. No entanto,
nos testes preliminares os fragmentos ndo foram amplificados, mostrando falta de
especificidade do primer.

Assim, para identificar os isolados para uma das 15 espécies do FGSC, foi utilizado
um ensaio multiplex de genotipagem multiloco por citometria de fluxo (Luminex® 100)
(Ward et al., 2008) utilizando-se um conjunto de sondas para as espécies ja reconhecidas
(Ward et al, 2008; Yli-Mattila et al, 2009). Essas analises foram conduzidas por meio de
uma colaboracdo com o Dr. Todd Ward, do USDA (United States Department of
Agriculture) em Peoria, IL, Estados Unidos, que recebeu o DNA das amostras.No
laboratério do USDA, os isolados que ndo puderam ser identificados pelo método de
genotipagem multilocus, seja por falha na reacdo ou por incerteza na leitura, foram
submetidos ao sequenciamento da porcdo do gene fator de elongacdo-lalfa (TEF1-alfa),
com os primers Efl e Ef2 descritos por Geiser et al. (2004) (Tabela 3). No caso da falha na
identificacdo pela genotipagem multilocus, considerou-se dois motivos: 1) baixa qualidade
do DNA extraido ou 2) se tratar de uma nova espécie do complexo F. graminearum nédo
presente no conjunto de sondas ou uma espécie de outro complexo.

Para os isolados identificados durante os isolamentos como pertencentes a outras

espécies, que ndao ao FGSC, foram conduzidos os seguintes procedimentos para o

sequenciamento de porc¢des do gene TEF1-a, seguindo a metodologia do laboratério do
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USDA. Para amplificacéo, as condi¢Ges de PCR foram de 1 ciclo inicial de 8 minutos a 95
°C (desnaturacdo inicial), seguido de 35 ciclos de 30 segundos de 95 °C (desnaturacdo), 53
segundos a 60°C (anelamento), 60 segundos a 72 °C (extensdo) e um ciclo final de 5
minutos a 72 °C (extensdo final). O volume total das reacdes de amplificacédo foi de 25 pL
contendo DNA genomico, 10X PCR buffer, 50 mM MgCI2, 10mM dNTP’s (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP) , 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) ¢ 1mM de cada ‘primers’. As
reacOes de PCR foram conduzidas em termociclador Tpersonal Whatman Biometra. Os
fragmentos amplificados foram purificados com o kit ExoSap-IT (GE Healt Care) segundo
0 protocolo estabelecido pelo fabricante. Os fragmentos amplificados foram encaminhados
para sequienciamento Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de Séo
Paulo. Para a identificacdo da espécie, as sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas e
comparadas com sequéncias disponiveis no banco de dados Fusarium-MLST
(www.cbs.knaw.nl/fusarium/), observando-se o0s indices de similaridade para a

identificacdo da espécie.

TABELA 3. Primers utilizados no estudo e com alvo para identificacdo de espécies de
Fusarium e gendtipos tricotecenos.

) Gene/ .

Primer Sequéncia 5°-3’ . Pb Referéncia
Espécie alvo

Fg 16/F CTCCGGATATGTTGCGTCAA . _
Fg 16/R GGTAGGTATCCGACATGGCAA FGSC 400-500 Nicholson et al. (1998)
3CON TGGCAAAGACTGGTTCAC 243
3NA GTGCACAGAATATACGAC 610
3D15A ACTGACCCAAGCTGCCAC Tri3 Ward et al.(2002)
3D3A CGCATTGGCTAACACATG 840
12CON CATGAGCATGGTGATGTC 410
12NF TCTCCTCGTTGTATCTGG 670
12-15F  TACAGCGGTCGCAACTTC Tri12 840 Ward et al.(2002)
12-3F CTTTGGCAAGCCCGTGCA
BA3AF CCAAGACTTKGTTMCCCGAAGCAATC 110
6A3AR TTTAGAGTGCCGACCAAGC Tri6 Suzuki et al (2010)
6CNF AAATGCCCGTATCCCCGCAACAATAT 660
6ANR CAATGGCTGTGCA
EF1 ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC TEFL-o 200 Geiser et al. (2004)
EF2 GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT

T Complexo de espécies Fusarium graminearum (O’Donnel et al., 2004).
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3.7 Caracterizacgao do potencial toxigénico para tricotecenos

O potencial toxigénico para a producdo dos tricotecenos DON, e suas formas
acetiladas 3-Acetil(A) deoxinvalenol (DON) e 15-ADON, e o NIV foi determinado por
meio de método molecular (genotipagem) para todos os isolados do complexo de espécies
F. graminearum.

Essa identificacdo foi feita concomitante a identificacdo da espécie pelo método de
genotipagem multiloco (MLGT), no laboratério do USDA, que contém as sondas
especificas para os genes Tri3 e Tril2 relacionados a sintese dos tricotecenos nas especies
produtoras do clado tricoteceno-B (Ward et al., 2008). Para os isolados cujo DNA foi
sequenciado no Brasil e identificados como pertencentes ao complexo de espécies F.
graminearum, por sequenciamento do gene TEF1-alfa, o genotipo tricoteceno foi
determinado por PCR multiplex a partir dos primers Tri3 e Tril2 (Ward et al., 2002)
(Tabela 3).

Os isolados representantes das espécies filogenéticas do complexo F. graminearum
foram também caracterizados, ou quimiotipados, pela analise da producédo dos tricotecenos
em cultivos em substrato artificial (gréos de arroz). A anélise da producédo de tricotecenos
em graos de arroz seguiu o protocolo descrito por Puri & Zhang (2010). Grdos de arroz
parboilizado (20g), dispostos em placas de Petri de vidro (60 x 90 mm), foram embebidos
em 10 ml de agua destilada durante 10 horas e, posteriormente, esterilizados. Apoés, 0s
grdos de arroz foram inoculados com trés discos (0,5 cm) de crescimento micelial em meio
BDA por sete dias. Foram preparadas duas placas para cada isolado. Para promover um
crescimento mais homogéneo, as placas foram agitadas no segundo, quarto e sexto dia de
crescimento. As culturas foram incubadas em escuro por 21 dias a 25 °C. Apo0s, as
amostras foram retiradas das placas e secas em estufa a 60° C durante 24 horas.

As micotoxinas foram extraidas seguindo o método QUEChERS (Quick, Easy,

Cheap, Effective, Ruged and Safe), proposto por Zachariasova et al. (2010), com
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modificagdes (HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2012). Os padrdes analiticos dos
tricotecenos, desoxinivalenol (DON), 3 acetil desoxinivalenol (3-ADON)15-acetil
desoxinivalenol (15-ADON) e nivalenol (NIV), foram obtidos da Sigma-Aldrich (S&o
Paulo, Brasil). As fases moveis utilizadas para determinacdo cromatografica (acetonitrila
grau cromatogréafico J. T. Baker Mallinckrodt, Phillisburg, NJ, USA e agua ultrapurificada
em sistema Direct-Q UV3® de resistividade 18,2 MQ cm, Millipore, Bedford, USA) as
quais foram previamente desgaseificadas em banho ultrassénico (Ultrassonic Cleaner
Unique, 1600 W) e a acetonitrila filtrada em filtro Millipore (Supelco, 58067), com poros
de 0,45 um de diametro.

As condicBes cromatogréaficas foram por fase reversa Coluna: C18, Supelco, 25 cm
X 4,6 mm, 10 um (fenois). Fluxo: 1 ml/min, tempo de corrida; 27 min. A biomassa fungica
produzida em substrato de arroz parbolizado foi moida em moinho de facas até a
granulometria média de 40 mesh. Foram tomadas 10g de amostras em erlenmeyer de 250
ml aonde foram adicionados 20 mL de agua destilada e 20 mL de acetonitrila acidificada
com 0,2 mL de acido acético glacial. A mistura foi agitada em um agitador horizontal (5
min/250 rpm) e logo apds, foram adicionados a essa mistura 1,5 g de sulfato de magnésio e
0,85 g de acetato de sodio e, na sequéncia a mistura foi novamente agitada por mais 5
minutos.

O extrato foi centrifugado (10 min/14000 rpm), removendo-se 6 ml do
sobrenadante, e adicionado mais 0,3 g de sulfato de magnésio e 0,2 g de celite, e
novamente agitado por 1 min. Ao final do processo foram coletados 3 mL do sobrenadante,
que foi seco em banho maria. Para a quantificacdo, o residuo seco foi ressuspendido em 1
mL da fase movel e centrifugado a 1200 g (Eppendorf Centrifuge 5410, Hamburg,
Germany).

Os tricotecenos foram identificados pela comparagdo dos tempos de retencdo dos

padrdes com os obtidos no cromatogramas das amostras. Para confirmacdo de identidade
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do contaminante foi usada a co-cromatografia. A concentracdo dos contaminantes nas
amostras foi estimada empregando curva analitica de padrGes externos dos tricotecenos.
Todas as determinacdes foram realizadas em colaboracdo com a Profa. Eliana Badiale

Furlong, do Laboratorio de Micotoxinas da Universidade Federal do Rio Grande.

3.8 Ensaios de patogenicidade dos isolados

Para avaliar e comparar a patogenicidade das espécies foram selecionados isolados
da espécie filogenética do FGSC que ocorreu em maior frequéncia na colecdo de isolados.
Para fins de comparacdo, foram incluidos dois isolados mesma espécie, porém oriundos de
grdos de trigo do Estado do Rio Grande do Sul e com comprovada patogenicidade. As
inoculacbes foram feitas com os mesmos isolados nas culturas do arroz e na cultura do
trigo (inoculacdo cruzada) com o objetivo de avaliar uma possivel especializacdo ou
adaptacdo de isolados em seu hospedeiro de origem, no caso o arroz e o trigo. O efeito dos
tratamentos, em cada experimentos, foi avaliado pela Anova e teste de separacdo das

médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.8.1 InoculacBes em paniculas de arroz

Sementes de arroz da cultivar IRGA 424 foram plantadas em bandejas de isopor e
mantidas em casa-de-vegetacdo com temperatura media de 25°C e a umidade relativa ao
redor de 60%. Quando atingiram o estagio de V4 (colar formado na quarta folha do colmo
principal) as plantulas foram transplantadas para vasos com capacidade para 8L.

Os tratamentos foram constituidos de sete isolados inoculados individualmente,
além de uma testemunha inoculada com agua, totalizando oito tratamentos. Foram
inoculados dois isolados da especie dominante em arroz e dois isolados dessa mesma
especie oriunda do trigo. Para fins de comparacdo, um tratamento controle constou de um
isolado da espécie filogenética F. graminearum, também oriunda do trigo e previamente

caracterizada como patogénica (Spolti et al., 2013). Por fim, dois isolados do complexo de
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especies mais frequente nas amostras, que ndo o complexo F. graminearum, foram
também inoculados (Tabela 4).

A inoculacio foi feita por aspersdo com uma suspensdo de macroconidios (1x10°
conidios/ml) direcionadas as paniculas nos estagios entre as fases de antese e enchimento
do gréo. Apos a inoculacéo, as plantas foram individualmente cobertas com saco plastico e
incubadas a 25°C por 48 h (Figura 2). Apds, os sacos plasticos foram retirados e as plantas

foram mantidas em casa-de-vegetacdo até a maturacao fisioldgica.

TABELA 4. Informag0es sobre os isolados de Fusarium obtidos de sementes de arroz e
trigo e avaliados quanto a patogenicidade por inocula¢es em paniculas de
arroz irrigado, cv. IRGA 424.

Cddigo do isolado Espécie / complexo® Genotipo tricoteceno? Hospedeiro de origem
09Ar021 F. asiaticum NIV Arroz
09Ar024 F. asiaticum NIV Arroz
B8 F. graminearum 15-ADON Trigo
11Tr025 F. asiaticum NIV Trigo
11Tr026 F. asiaticum NIV Trigo
09Ar003 F. chlamydosporum ND? Arroz
09Ar008 F. chlamydosporum ND Arroz

T Espécies filogenéticas do complexo de espécies Fusarium graminearum, segundo O’Donnell et al (2004); *
Determinado por método molecular com os primers Tri3 e Tri 12 e genotipagem multiloco; *N&o
determinado.

Apbs a inoculacao, as paniculas ndo foram avaliadas quanto a presenca de sintomas
de Fusarium antes da colheita, devido ao desconhecimento dos sintomas tipicos e
confundimento com outros agentes causadores de manchas, como manchas por pulgdes.
No entanto, foram obtidas fotografias dos sintomas produzidos pelos diferentes isolados.

Apbs a colheita e trilha manual, os tratamentos foram comparados quanto ao grau
de patogenicidade (agressividade) por meio da incubacdo de 100 sementes escolhidas
aleatoriamente nas paniculas inoculadas, em substrato de papel para avaliacdo do

percentual de sementes pelo patdégeno inoculado. Uma outra parcela dos graos foi moida
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até se obter uma massa minima de 10g e submetidos a anélise dos tricotecenos conforme

item 3.5.

FIGURA 3. Etapas do experimento de patogenicidade de isolados de Fusarium em
plantas de arroz. Inoculacdo por aspersao em plantas de arroz com
suspensdo de conidios (A) e incubacdo das plantas sob condicGes de alta
umidade para promocao da infeccédo (B).

3.8.2 Inoculagbes em espigas de trigo

Sementes de trigo da cultivar BRS Guamirim foram semeadas em vasos (5 )
contendo substrato (1:1:1 humus, solo e vermiculita) fertilizada com macronutrientes (10-
10-10 NPK). As plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo com temperatura média foi
de 25°C e a umidade relativa do ar proximo a 60%.

Assim como na inoculacdo das plantas de arroz, o tratamentos, incluindo uma
testemunha inoculada com &gua, constaram de cinco isolados: dois isolados da espécie
predominante oriundos do arroz, dois isolados dessa mesma espécie oriundos do trigo,
além do isolado F. graminearum oriundo do trigo comprovadamente agressivo em trigo
(Spolti et al., 2013).

As plantas foram inoculadas por aspersdo com uma suspensdo de macroconidios
(1x10° conidios/ml) no estagio antese plena. Apds a inoculacdo, as plantas foram
individualmente cobertas com saco pléastico e incubadas a 25°C por 48 h. Ap0s, 0s sacos

plasticos foram retirados e as plantas mantidas em casa-de-vegetacéo.
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A agressividade dos isolados foi comparada pela avaliagdo da severidade de
giberela (proporcdo de espiguetas gibereladas numa espiga) em todas as espigas
inoculadas. As avaliacfes tiveram inicio quatro dias apds a inoculacao e seguiram de dois
em dois dias até 0 momento da maturacdo dos graos (40 dias apos a inoculacédo). Apos, 0s
grdos foram manualmente colhidos, limpos e moidos até atingirem 10g para a

determinacéo do tricotecenos conforme descrito anteriormente.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados

4.1.1 Incidéncia de Fusarium em sementes de arroz, safra 2011/12

Do total de 110 amostras obtidas na safra 2011/12 das localidades do RS e GO, que
foram analisadas pelo teste de incubacdo em papel de filtro, Fusarium foi encontrado em
96 delas, sendo F. graminearum detectado em 43% das amostras e outras espécies de
Fusarium em 77% das amostras. Uma maior frequéncia a partir de valores mais altos de
incidéncia, até 12,5%, foi encontrada em Fusarium spp., com média de 3,5% (Figura 4A)
do que F. graminearum, que teve o maximo de 3,5% de incidéncia em uma amostra, com

média de 0,80% nas amostras (Figura 4B).
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FIGURA 4. Frequéncia de valores de incidéncia de Fusarium spp. (A) e Fusarium
graminearum (B) em 110 amostras de sementes de arroz da safra 2011/12
de localidades dos estados do Rio Grande do Sul e Goias. A linha tracejada
vertical representa a média de incidéncia.
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A incidéncia de Fusarium nas amostras variou conforme a regido orizicola. Os
maiores valores de incidéncia de Fusarium spp. foram encontrados na regido da Fronteira
Oeste, seguida pela Planicie Costeira Interna e os menores valores na regido da Campanha
e no estado de Goias. Para Fusarium graminearum, ndo houve variacdo marcante entre as
regides, uma vez que os valores foram muito baixos (Tabela 5).
TABELAS5. Distribuicdo dos valores de incidéncia (média, variancia e méximo) de

Fusarium spp e Fusarium graminearum em sementes de arroz amostradas
em diferentes regides da safra de 2011/12.

Fusarium spp.

Estado Regi&o’ N %) Fusarium graminearum (%)
Média Var  Max Média Var Max
RS
Campanha 22 1,36 2,62 6 0,59 1,96 6
Depressao Central 15 3,26 6,20 9 0,13 0,12 1
Froteira Oeste 12 9,08 37,53 20 0,83 1,42 3
Planicie Costeira Externa 26 2,08 4,44 6 0,16 0,15 1
Planicie Costeira Interna 10 6,11 4554 25 1,46 2,33 7
Zona Sul 13 2,11 8,54 10 15 1,61 3
GO
12 0,38 0,42 2 0,92 0,91 3
Total 110 3,48 2427 25 0,80 1,58 7

! Regides orizicolas no estado do Rio Grande do Sul definidas pelo IRGA (Instituto Riograndense do Arroz).

4.1.2 Contaminagdo com tricotecenos em sementes de arroz

Das 15 amostras de sementes de arroz selecionadas com base nos niveis de
incidéncia de Fusarium, a concentracdo média de DON foi de 5.750 pg/kg. Todas as
amostras apresentaram niveis detectveis de DON, incluindo suas formas acetiladas, com
concentracdo média de 85.500 pg/kg. No entanto, em uma amostra ndo foi detectada a

presenca de DON, somente das formas acetiladas 3-ADON e 15-ADON. Nas amostras em
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que os valores de incidéncia de Fusarium spp e F. graminearum foi igual a zero, houve a
producdo de DON e 15-ADON (Tabela 6).
TABELA 6. Incidéncia de espécies de Fusarium e concentracdo média de micotoxinas

em 15 amostras de sementes de arroz oriundas da safra 2011/12 de cinco
regies produtoras do Estado do Rio Grande do Sul e com niveis variados

de incidéncia.
, , DON 15-ADON  3-ADON  DON total
Cédigo Regido ' Fus® (%) FGSC? (%)

(ng/g) (ug/g) (Mg/g) (Mg/g)
4 FO 10 15 33 11,2 18,95 33,45
5 FO 75 0 45 8,3 16,75 29,55
6 FO 5,0 0 9,5 9,45 8,45 27,4
9 FO 4,0 0 5 7,75 13,55 26,3

15 CAM 0 0 9,05 10,95 ND® 20
16 CAM 0 0 4,65 9,95 ND 14,6
17 CAM 1,0 0 6,05 9,1 12,7 27,85
24 CAM 0 15 4,65 38 58 14,25
29 CAM 0,5 3,0 9,10 8,75 12,05 29,9
36 PCE 6,0 15 5,10 11,85 3,25 20,2
37 PCE 8,0 0 ND 15,35 9,1 24,45

50 PCE 15 15 6 ND ND 6
56 PCE 11 15 4,50 111 10,5 26,1
68 ZS 0 0 7,3 6,55 11,4 25,25

93 DC 0,5 0 7,65 10,75 2,6 21
Total . 3,66 0,7 5,75 8,99 8,34 23,08

T Regides orizicolas definidas pelo Instituto Riograndense do Arroz (IRGA): FO= Fronteira Oeste; CAM=
Campanha; PCE= Planicie Costeira Externa; ZS= Zona Sul;DP= Depressdo Central > Fus= Fusarium
spp.; *FGSC= complexo de espécies Fusarium graminearum; * pg/g= ppm; > ND= N&o Determinado.

Através da andlise de correlagdo foi observado que existe, de modo geral, uma
correlagio negativa entre a frequéncia das espécies e a producéo de micotoxina. E possivel
observar que altos niveis de Fusarium spp. possuiram uma boa correlagdo com a produgéo
de 15-ADON e o complexo de espécies F. graminearum uma correlacdo negativa com a

producdo de micotoxinas (Tabela 7).
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TABELA 7. Analise de correlacdo de Pearson (r) entre a incidéncia de Fusarium spp.
(Fus) e complexo de espécies Fusarium graminearum (CEFg) e a
producdo de micotoxinas em sementes de arroz da safra 2011/12. Areas
com fundo cinza apresentam os valores de r (valores em negrito com
P<0.05) e a area com fundo branco os valores de probabilidade.

Vaiaveis Fus' FGSC? Fus tota® DON* 15-ADON° 3-ADON° DON_total’

Fus _ 0,111 0,974 -0,508 0,503 0,368 0,486
CEFg 0,702 _ 0,332 -0,084 -0,103 0,001 -0,028
Fus_total <0,001 0,227 _ -0,493 0,451 0,354 0,455
DON 0,063 0,776 0,073 _ 0,042 -0,345 0,037
15-ADON 0,067 0,723 0,106 0,890 _ -0,072 0,170
3-ADON 0,238 0,997 0,258 0,299 0,825 _ 0,831
DON_total 0,065 0,921 0,088 0,900 0,560 <0,001

! Fus= Fusarium spp.; * FGSC = complexo de espécies Fusarium graminearum; ° Fus_total= Soma de
Fusarium spp+Fusarium graminearum; * DON= Deoxinivalenol; ° 15-ADON=15-Acetil-deoxinivalenol; ° 3-
ADON=3-Acetil-deoxinivalenol; "DON_total= Soma de 15-ADON+3-ADON.

4.1.3 ldentificacdo molecular para complexo/espécies

No total, 200 isolados purificados foram obtidos e analisados. Desses, 133
identificados por morfologia como pertencentes ao complexo de espécies Fusarium
graminearum (FGSC) foram submetidos a genotipagem multilocus. No entanto, apenas 86
foram confirmados como sendo do FGSC e 34 identificados como de outros complexos de
espécies apds sequenciamento do gene TEFl-o e para o restante dos 13 isolados o
sequenciamento ndo funcionou devido a baixa qualidade do DNA. Para os isolados que
amplificaram na genotipagem multilocus, foram identificadas quatro espécies do FGSC
com dois dos trés gendtipos tricotecenos (Tabela 8).

Dos 67 isolados identificados como pertencentes a outros complexos, por
morfologia, 25 foram enviados para sequenciamento na USP, 13 foram confirmados como
pertencentes a outros complexos (Tabela 9) e 11 foram identificados como do FGSC,
especificamente F. asiaticum e somente um isolado ndo funcionou devido a ma qualidade

do DNA.
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TABELA 8. NUmero de isolados obtidos de sementes de arroz irrigado do Brasil e
identificados para uma das espécies do complexo de espécies Fusarium
graminearum e genotipos tricotecenos por metodologia de genotipagem
multilocus e por sequenciamento do gene TEF 1-a.

Espécie filogenética * Numero de isolados Total
3-ADON? 15-ADON? NIV?

F. asiaticum - - 62 69

F. graminearum - 14 - 14

F. cortaderiae - - 13 13

F. meridionale - - 1 1

Total - 14 82 97

1 Espécies descritas por O’Donnell et al (2004); 23-ADON=3-Acetil-deoxinivalenol: 3 15-ADON=15-Acetil-
deoxinivalenol; * NIV=Nivalenol.

Na PCR multiplex para genotipagem para potencial de producdo tricotecenos para
esses isolados, isolados foram identificados como do gendtipo NIV. As espécies
identificadas como pertencentes ao FGSC ocorreram predominantemente no RS

(Apéndicel).

TABELA 9. NUmero de isolados por complexo de espécies, estabelecidos conforme
O’Donnell 2013 e seus respectivos valores médios de identidade de acordo
com sequencias de referencia de TEF 1-a, disponiveis no GenBank-NCBI.

o Numero de Identidade
Complexo de especies ) o
isolados média (%)
Fusarium chlamydosporum species complex (FCSC) 25 99%
Fusarium incarnatum-equiseti species complex (FIESC) 13 98%
Fusarium fujikuroi species complex (FFSC) 10 98%
Total 48

Nota-se que o numero de isolados foram identificados como pertencentes ao
complexo de espécies F. chlamydosporum (FCSC), seguindo dos demais complexos,
Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) e Fusarium fujikuroi (FFSC), todos apresentaram

altos valores de identidade.
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4.1.4 Producéo de tricotecenos por isolados do FGSC

Para os sete isolados selecionados da espécie filogenética F. asiaticum oriundos do
arroz, identificados com o gendtipo NIV, todos apresentaram o quimiotipo NIV, ou seja,
produzido somente NIV no cultivo em gréos de arroz. A producdo foi variada entre os
isolados, de 5 a 58 pg/g com média de 29 pg/g.

Os dois isolados da espécie F. graminearum, oriundos do arroz, genotipados como
produtores de 15-ADON, produziram as duas formas acetiladas 15-ADON e 3-ADON,
concordando com a anélise molecular. No entanto, os dois isolados de F. cortaderiae e um
de F. meridionale, identificados como do genotipo NIV ndo produziram niveis tedectaveis
de tricotecenos.

Os trés isolados identificados como F. asiaticum, oriundos do trigo, produziram
DON e as duas formas acetiladas, ndo concordando com a genotipagem, que tinha

identificado esses isolados como do genotipo NIV (Tabela 10).
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TABELA 10. Producao de tricotecenos por isolados de espécies do complexo de expécies
Fusarium graminearum em cultivos em grdos de arroz quantificada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Céd. Hospedeiro  Esp.®  Genétipo ° Tricotecenos (Hg/g)

DON 15-ADON  3-ADON NIV
09Aroo4 Arroz Fasi NIV K - - 19,4
09Ar021 Arroz Fasi NIV - - - 20,6
09Ar024 Arroz Fasi NIV - - - 84,1
09Ar026 Arroz Fasi NIV - - - 8,2
10Ar001 Arroz Fasi NIV - - - 58,4
12Ar031 Arroz Fasi NIV - - - 47
12Ar037 Arroz Fasi NIV - - - 6,4
12Ar030 Arroz Fgra 15-ADON - 41,0 15,0 -
12Ar036 Arroz Fgra 15-ADON - 11,8 6,03 -
12Ar044 Arroz Fcor NIV - - - -
12Ar132 Arroz Fcor NIV - - - -
12Ar010 Arroz Fmer NIV - - - -
10Tr025 Trigo Fasi NIV - 11,0 6,9 -
11Tr025 Trigo Fasi NIV 6,7 9,4 - -
11Tr026 Trigo Fasi NIV 15,2 6,8 6,8 -
Total 10,9 16,0 87 28,8

T Espécies descritas por O’Donnell et al (2004) Fasi= Fusarium asiaticum; Fmer= Fusarium meridionale;
Fgra= Fusarium graminearum; Fcor= Fusarium cortaderiae; 2 Gendtipo tricoteceno, 3-ADON=3-Acetil-

deoxinivalenol, 15-ADON=15-Acetil-deoxinivalenol; NI\VV=Nivalenol;

% Nao determinado.

4.1.5 Ensaios de patogenicidade

Nos ensaios de patogenicidade conduzidos em plantas de arroz, foi analisado a

incidéncia do fungo inoculado nas sementes, aquelas inoculadas com F. asiaticum,

oriundo do arroz, apresentaram em media 41% de incidéncia, seguida das inoculadas com

F. asiaticum oriundo do trigo com 13% e 10% das inoculadas com F. graminearum

tambem oriundo do trigo (Tabela 11).

As demais sementes

inoculadas apresentaram niveis ndo detectaveis de

tricotecenos, com excessdo das inoculadas com um isolado de F. asiaticum oriundo do

trigo, que produziu somente 3-ADON, ndo conferindo com o gendtipo identificado

molecularmente que havia sido NIV (Tabela 11).

Da mesma forma, foram detectados nos graos oriundos das inoculacGes em plantas

de arroz isolados de F. chlamydosporum como produtores de tricotecenos (Tabela 11).
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Nesse estudo os isolados pruduziram em média 18 pg/g DON (equivale a 1800

pg/kg) incluindo suas formas acetiladas 15-ADON e 3-ADON, no entanto os valores de

incidéncia do fungo detectado nas sementes ap0s a colheita foram baixos, chegando a no
maximo 9%. (Tabela 11).

No entanto observou-se que nas espécies que produziram maior percentual de

sementes infectas, como resultado da maior agressividade, essas sementes foram

prejudicadas em sua germinacéo (Figura 5C).

TABELA 11. Incidéncia das espécies e concentracdo de tricotecenos apos a inoculacédo de
isolados pertencentes ao complexo de espécies Fusarium graminearum e
Fusarium chlamydosporum quantificada por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
TAnniad i
Cadigo Espécie’ Origem  Gen6tipo Inm?{;}r;ua D?nl]\ééii%g A[l)%N 3-ADON
09Ar003  Fchla arroz . 4 8,43 8,6 33,53
09Ar008 Fchla arroz o 14 9,16 11,45 32,75
09Ar021  Fasi arroz NIV 61 ND ND ND
09Ar024  Fasi arroz NIV 20 ND ND ND
11Tr025  Fasi trigo NIV 17 ND ND 17,35
11Tr026  Fasi trigo NIV 8 ND ND ND
B8 Fgra trigo 15-ADON 10 ND ND ND
1'F. chla= Fusarium chlamyddosporum; F.asi= Fusarium asiaticum; F.gra= Fusarium graminearum.

2 pg/ml= ppm
% Incidéncia avaliada em 100 sementes.
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FIGURA 5. Sintomas induzidos por Fusarium inoculado em paniculas de arroz. Plantas
inoculadas com isolado F. chlamydosporum (A), semente contaminada com
F. asiaticum, oriundos do arroz, observada durante a colheita (B), baixo
percentual de germinacdo em sementes inoculadas com F. asiaticum,
oriundos do arroz (C), sementes inoculadas com F. asiaticum, oriundo do
trigo (D).

Nos ensaios de patogenicidade conduzidos em plantas de trigo, todos os isolados
produziram os sintomas tipicos da doenca aos cinco dias apos a inocula¢do. No entanto, a
severidade avaliada aos oito dias apds a inoculacao foi variada entre os isolados (Figura 6).
O isolado F. asiaticum, oriundo do arroz (09Ar024) foi 0 menos agressivo, com severidade
média de 28%. O mais agressivo, com severidade média de 76%, foi o isolado F.

asiaticum, oriundo do trigo (11Tr026) (Tabela 12).
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FIGURA 6. Severidade observada oito dias apos a inoculacdo em plantas de trigo da
cultivar Guamirim. (A) Isolado de F. asiaticum oriundo do trigo, (11Tr026)
(B) Isolado de F. asiaticum oriundo do arroz, (09Ar024).

Dos grdos maduros que foram analisados quanto a concentracdo de tricotecenos,
nenhum deles apresentou niveis detectaveis de DON. Para os grdos provenientes da
inoculagdo com F. asiaticum oriundos do arroz ndo foi detectada nenhuma micotoxina,
diferentemente das inoculagdes com isolados oriundo do trigo, onde foram detectado niveis
de NIV variando de 4 a 17 pg/g. O mesmo aconteceu com o isolado F. graminearum
oriundo do trigo, previamente genotipado como produtor de 15-ADON, sendo detectada as
duas formas acetiladas 15-ADON e 3-ADON nos graos das espigas inoculadas com esse

isolado (Tabela 12).
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TABELA 12. Severidade e concentracdo media de tricotecenos em tratamentos com
inoculacdo de espigas de trigo com isolados de espécies do complexo de
espécies Fusarium graminearum oriundos do arroz e do trigo.

Cédigo Espécie’ Hospedeiro  Genotipo® Severidade  15-ADON  3-ADON NIV

de Origem (%)* ug/g® Ho/g® Ho/g®
09Ar021  Fasi arroz NIV 70 s . .
09Ar024  Fasi arroz NIV 28 _ _ _
11Tr025  Fasi trigo NIV 48 _ _ 4,46
11Tr026  Fasi trigo NIV 76 _ _ 7,56
B8 Fgra trigo 15-ADON 55 17,16 15,26 _
Média 55 17,16 15,26 6,01

! Espécies descritas por O’Donnell et al (2004) Fasi= Fusarium asiaticum; Fgra= Fusarium graminearum; *
Gendtipo tricoteceno, 15-ADON=15-Acetil-deoxinivalenol; NIV=Nivalenol; * pg/g= ppm; * Néao
determiando.

4.2. Discussao

No levantamento realizado nesse trabalho foi observada uma baixa incidéncia de
Fusarium nas amostras analisadas. Estudos anteriores de identificacdo de fungos em
sementes de arroz conduzidos no estado do Rio Grande do Sul também mostraram baixa
incidéncia média de Fusarium spp., sendo de 2,7% em 162 amostras dos anos de
2005/2006 (Farias et al., 2007) e <2% em 350 amostras de varios anos da década de 1990
(Franco et al., 2001).

A identificacdo de dois grupos de Fusarium com base na morfologia das colonias
sobre sementes foi uma forma conveniente para uma quantificacdo réapida e visual das
espécies do complexo F. graminearum (FGSC) devido a existéncia de caracteristicas
tipicas de colonia sobre semente, podendo-se citar a pigmentagcdo rosa-avermelhada e
formacgéo de abundante micélio aéreo. No entanto, para diversos isolados a identificacéo
morfolégica se mostrou equivocada, quando confrontada com as identificacbes
moleculares. Diversos isolados identificados como FGSC falharam na técnica de deteccao
por genotipagem multilocus especifica para as espécies desse complexo, mas, por
sequenciamento génico, puderam ser identificadas como sendo pertencente e outros
complexos de Fusarium. Por outro lado, diversos isolados identificados como de outros

complexos, foram identificados como do FGSC.
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Segundo Leslie & Summerell (2006), identificacdes acuradas com base na
morfologia para Fusarium exigem experiéncia do analista e 0 crescimento em meios de
cultura apropriados para o desenvolvimento das caracteristicas morfoldgicas que permitem
a identificacdo acurada. O procedimento demanda tempo, espaco e nem sempre garante
100% de acerto nas identificacbes, o que, para identificacdes de rotina em testes de
patologia de sementes se tornam inviaveis. Tal fato ajuda a explicar porque a maioria dos
estudos de deteccdo de fungos em sementes relata Fusarium apenas em nivel de género,
especialmente na cultura do arroz onde, segundo os resultados aqui obtidos, ocorre uma
ampla gama de espécies cuja morfologia é bastante similar.

Embora a incidéncia de Fusarium tenha sido baixa nas sementes de arroz,
especialmente para as espécies do FGSC, reconhecidamente toxigénicas, 0s tricotecenos
foram detectados em niveis relativamente altos. As correlacbes entre as varidveis de
incidéncia de Fusarium spp. e FGSC (baseado na presenca ou auséncia da colonia) e as
concentracdes dos tricotecenos foram positivas ou mesmo negativas e em sua maioria ndo
significativas. Fracas correlacbes entre incidéncia de Fusarium e concentracdo de
tricotecenos também ja foram encontradas em outros estudos (Sampietro et al., 2011; Dors
eta., 2011).

Destaca-se, assim, que a avaliacdo da incidéncia, usando o método do papel de
filtro (Blotter Test), tem pouco valor preditivo da concentragdo de micotoxinas. Diversos
fatores podem contribuir para esssa falta de correlacdo, podendo-se citar a baixa
sobrevivéncia de alguns fungos fitopatogénicos que, quando inviaveis, podem ndo ser
detectados nesse teste. Para Fusarium graminearum, a sobrevivéncia em sementes de trigo
foi determinada em 12 meses, considerando a reducdo da viabilidade em funcéo do tempo
de armazenamento (Telles-Neto et al., 2007).

Outras limitacbes do teste do papel de filtro pode estar relacionada com a

competi¢do quando da ocorréncia de multiplos organismos na semente, onde, fungos com
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rapido crescimento podem inibir o crescimento de outro ou mesmo exercer algum tipo de
antagonismo. Essa relacdo foi observada em sementes de trigo na Argentina, onde 0s
autores observaram uma correlacdo negativa entre as incidéncias de Alternaria alternata e
Fusarium graminerum (Gonzales et al., 1998)

Enquanto que os organimos micotoxigénicos podem perder sua viabilidade,
dificultando sua deteccdo, as micotoxinas sdo metabdlitos que tem alta estabilidade na
matriz sendo inclusive de dificil remocdo (Furlong et al., 1995). Assim, a relacdo
fungo/micotoxina é complexa e depende de fatores multiplos que atuam por um longo
periodo desde a infeccdo da planta até a colheita e 0 armazenamento, podendo alterar a
dindmica do acumulo de micotoxina nos grdos. Alguns autores tem demonstrado
correlagcdes mais fortes e significativas entre alguns indicadores de biomassa fangica, como
ergosterol ou glicosamina, ou mesmo concentracdo de DNA flngico utilizando “primers”
com alvo em genes da sintese de tricotecenos (Heidtmann-Bemvenuti et al,. 2012; Nielsen
et al., 2012). Estudos futuros poderiam testar a utilidade de métodos moleculares como
PCR em tempo real com alvo em genes da rota de tricotecenos de forma que se possa
identificar os indicadores da contaminacdo do arroz com tricotecenos.

A concentracdo média de DON, por exemplo, de 5.750 pg/kg, foi bastante superior
aos limites estabelecidos a legislacdo Brasileira (sete vezes mais). Segundo
regulamentacdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), os niveis
méaximos tolerados de DON, com vigéncia para 0 ano de 2014, sdo 750 pg/kg. As 15
amostras analisadas quanto a presenca dos tricotecenos foram obtidas de campos de
producdo de sementes no RS. Nessa regido € comum a préatica de aplicacdo de fungicidas
para o controle de um complexo de doencas foliares. A literatura mostra que pode haver
aumento na producdo de DON em grdos de cereais oriundos de parcelas tratadas com
fungicidas, especialmente as estrobilurinas, embora o controle da doenca tenha sido

satisfatorio (Wegulo et al., 2012). O estimulo a producdo de DON estaria ligado ao
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estresse ao crescimento do organismo dos fungos impostos por determinadas moléculas
fungicidas (Hysek et al., 2005).

No RS, Heidtmann-Bemvenuti et al., (2012), encontraram niveis mais altos de
DON em parcelas experimentais que receberam aplicacdo de fungicidas (84,3 pg/kg) do
que em parcelas sem fungicidas (63,7 pg/kg). Os autores avaliaram a concentracdo de
tricotecenos no endosperma, casca e farelo de arroz e observaram que nas amostras de
endosperma do arroz submetido a parboilizacdo os niveis de contaminacdo com DON
foram mais elevados (8 ug kg-1 £ 17,1) do que no arroz natural. A casca e farelo do arroz
parboilizado apresentaram menor contaminacdo com micotoxinas do que o arroz natural,
sugerindo que a parboilizacdo favorece a migracdo de compostos para o interior do gréo,
resultando em menores teores nessas frages externas. No entanto, os valores encontrados
em grdos de arroz oriundos de parcelas experimentais estavam dentro do limites
estabelecidos pela ANVISA.

As determinagfes dos tricotecenos feitas no presente estudo foram determinadas
nas sementes com casca. Um estudo feito por Desjardins et al (2000) verificou que a
incidéncia de Fusarium diminuiu em 8% nas amostras quando a casca de sementes de
arroz foi removida, o que levou os autores a sugerirem maior risco de contaminacao com
tricotecenos em gréos com casca.

Mesmo para espécies toxigénicas de Fusarium que causam doencas e sdo
encontradas em alta incidéncia (>20%) em grdos de cereais, como por exemplo, a giberela
causada por espécies do complexo F. graminearum em trigo e cevada, ndo sdo comuns
relatos de valores de micotoxinas simialres aqueles aqui relatados para as amostras de
arroz. Em um estudo no RS, Del Ponte et al. (2012) analisaram amostras de trigo, oriundas
de 38 municipios e de trés safras de trigo, observando niveis médios de contaminagdo com
DON e NIV de 540 e 337 ug/kg, respectivamente. Também no Brasil, Furlong et al (1995)

analisaram 20 amostras de um experimento de campo realizado com duas variedades de
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trigo no estado de Séo Paulo, os niveis de NIV variaram de 160-400 pg/kg, enquanto os de
DON de 470-590 pg/kg.

O uso das técnicas moleculares mostrou uma grande diversidade de espécies ou
linhagens de Fusarium associadas as sementes de arroz produzidas no Brasil. Os isolados
apresentaram similaridade com sequencias do gene TEF1-o para 19 espécies ou linhagens
conhecidas e agrupadas em quatro complexos de espécies. Outros estudos para
identificacdo de espécies de Fusarium em sementes de arroz também mostraram a
ocorréncia de mdltiplas espécies do género, especialmente aquelas do complexo F.
fujikuroi (Desjardins et al., 2000; Lee et al., 2009; Amatulli et al., 2010; Wulff et al.,
2010).

A maioria dos isolados analisados por genotipagem multilocus e similaridade de
sequencias para o FGSC foram identificados como F. asiaticum, além de outras trés
espécies do complexo somadas em proporcdo que somada ficou abaixo de 15%. Esse
resultado concorda com a literatura que mostra ser F. asiaticum uma espécie dominante em
arroz ou em outros cereais de inverno cultivados nos paises asiaticos e em regides com
rotacdo desses cereais com cultivos de arroz.

Em um estudo conduzido na Coréia do Sul os autores avaliaram sementes de arroz
oriundas de 48 campos onde foram observados sintomas de uma fusariose, e identificaram
uma alta incidéncia de espécies do FGSC (90%), sendo Fusarium asiaticum a espécie
dominante (Lee et al., 2009).

Fusarium asiaticum tem sido relatado com maior frequéncia na Asia e como
espécie dominante em cereais cultivados no Japdo (Qu et al., 2008) e na China (Gale et al.,
2002), onde foram também identificadas F. meridionale, F. graminearum e F. boothi,
também do FGSC, mas em menor prevaléncia (Yang et al., 2008; Wang et al., 2010). No
entanto, a ocorréncia de F. asiaticum ndo estad limitada ao continente asiatico, ja que

existem relatos dessa espécie em trigo no Uruguai (Umpiérrez-Failache et al., 2013), no
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Brasil (Del Ponte et al., 2012) e nos Estados Unidos (Gale, et al., 2011), sendo esse 0
primeiro relato de F. asiaticum em arroz fora do continente Asiético.

Na determinacgéo dos tricotecenos produzidos por isolados cultivados em substrato
artifificial, os isolados F. asiaticum obtidos do arroz produziram a micotoxina predita pelo
gendtipo, ou seja, nivalenol. Ja isolados F. asiaticum do trigo, produziram somente DON e
as formas acetiladas, discordando do esperado pela genotipagem que era NIV e de estudos
na Asia que mostraram que Fusarium asiaticum do trigo segregaramm para genétipos NIV
e 3-ADON, com predominéancia do primeiro (Karugia et al., 2009; Zhang et al., 2012).

Apesar de algumas inconsisténcias entre o0s resultados de genotipagem e
quimiotipagem (Mugrabi de Kupler et al., 2011; Sampietro et al., 2012), a determinacéo do
gendtipo tricoteceno vem sendo utilizada rotineiramente como informacdo preditiva do
potencial toxigénico das populacBes do FGSC (Scoz et al., 2009; Pasquali et al., 2010;
Reynoso et al., 2011; Schmale et al., 2011; Astolfi et al., 2012). O conhecimento do perfil
toxigénico das populacbes do FGSC é fundamental para o entendimento do risco de
contaminacdo dos graos com diferentes micotoxinas. A partir dos dados obtidos nesse
estudo, pode-se inferir que possivelmente as populacdes de F. asiaticum do trigo e arroz do
Brasil, com base nos isolados amostrados, estdo separadas pela caracteristica toxigénica,
podendo constituir populagdes distintas.

A dominancia de F. asiaticum em arroz, segundo varios estudos, levou autores a
sugerirem a hipdtese de adaptacdo das populagdes do complexo a determinados
hospedeiros (Lee et al., 2009). Na Asia, isolados F. asiaticum obtidos do trigo,
predominaram em regides rotacfes de trigo com arroz, sugerindo assim a influéncia de
praticas culturais na dindmica e distribuicdo das espécies (Zhang et al., 2012). No Uruguai
Umpiérrez-Failache et al (2013), relataram F. asiaticum em trigo em regides tipicamente

produtoras de arroz.
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Nos ensaios de patogenicidade em plantas de arroz e trigo os resultados aqui
apresentados corroboram com a hipotese de adaptacdo ao hospedeiro ja que isolados de F.
asiaticum do arroz mostraram-se mais agressivos em arroz do que F. asiaticum do trigo e
F. graminearum do trigo, com base na maior incidéncia nas sementes.

Backhouse (2014), em um estudo de modelagem do efeito do clima sobre a
distribucdo de algumas espécies do FGSC (F. graminerum, F. boothii e F. asiaticum),
sugere que a dominancia de F. asiaticum em arroz esta possivelmente relacionada com
condicdes climaticas (temperatura e umidade), ja que a maioria dos relados dessa espécie
foram em regides mais quentes e chuvosas, coincididindo com areas favoraveis ao cultivo
do arroz. Inclusive, o autor discute que essa hipGtese estaria apoiada pela falta de relado de
F. asiaticum em arroz fora da Asia, hipotese essa que pode ser refutada pelos resultados
aqui apresentados uma vez que F. asiaticum predominou em areas de cultivo subtropical e
adaptadas a diversas culturas como o cereais de inverno.

A analise de tricotecenos nas sementes oriundas do ensaio de patogenicidade em
plantas de arroz mostrou que isolados F. asiaticum ndo produziram micotoxinas. No
entanto, os isolados de F. chlamydosporum avaliados produziram DON com niveis
variando de 800 a 900 pg/kg, confirmando relatos anteriores de que fungos desse
complexo seriam produtores de tricotecenos (O’ Donnell et al., 2009; Lincy et al., 2013)

Nos ensaios em plantas de trigo os isolados F. asiaticum, oriundos do trigo, além de
mais agressivos, com base na alta severidade, também produziram niveis detectaveis de
NIV, concordando com o potencial toxigénico determinado pelo método molecular. Ja os
isolados F. asiaticum oriundos do arroz foram pouco agressivos e ndo produziram
micotoxinas nos gréos de trigo. Evidencia-se, assim, que F. asiaticum do arroz nao parece
adaptado como patégeno adaptado ao trigo.

Além das espécies de FGSC determinadas para o maior nimero de isolados

amostrados nesse estudo, devido ao direcionamento principal a esse complexo, outros trés
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complexos de especies de Fusarium foram encontrados. Dentre esses, a maior diversidade
de espécies dentro de um dos complexos foi observada para o complexo de espécies
Fusarium fujikuroi, muitas delas associadas ao bakanae.

Uma alta diversidade também foi encontrado por Wulff et al (2010) que
encontraram populacdes de F. andiazi, F. fujikuroi, F. proliferatum e F. verticillioides
associadas com bakanae em arroz na Africa e na Asia. Resultado semelhante foi
encontrado por Desjardins et al. (2000) no Nepal, onde espécies desse complexo foram
mais frequentes no arroz em amostras do ano de 1997. Hsuan et al. (2011) relataram trés
espécies desse complexo em arroz na Malasia, no entanto associando somente a espécie F.
verticilioides como causador da bakanae. Na India, um estudo envolvendo o levantamento
de espécies de Fusarium em 90 amostras de arroz com casca, detectou em maior
prevaléncia F. verticillioides, alertando para a contaminacdo com fumonisina, tipicamente
produzida por essa espécie

Considerando que varias das espécies do complexo F. fujikiroi sdo produtoras de
fumonisinas (B1, B2, etc), trabalhos futuros deveriam ter como alvo esse grupo de
micotoxinas nas amostras de arroz produzidas no Brasil, embora a fumonisina ndo seja
regulamentada atualmente para arroz e subprodutos (Anvisa, Resolucdo - RDC N° 7, de 18
de fevereiro de 2011). Estudos futuros com esses isolados do complexo F. fujikuroi do
arroz poderiam analisar o potencial toxigénico com base na presenca de genes da sintese de
fumonisinas bem como a detecgdo da micotoxina em cultivos artificiais.

Pela primeira vez foram identificadas espécies e linhagens do complexo F.
chlamydosporum em sementes arroz no Brasil, com sequencies similares a uma linhagem
(linhagem 1) das cinco espécies/linhagens sugeridas por O’Donnel et al (2009) para uma
colecdo de isolados obtidos de ambientes clinicos humano e veterinario de varios estados
americanos, sendo apenas uma delas atribuido um epiteto (F. nelsonii) para a qual os

isolados obtidos nesse trabalho ndo apresentaram similaridade. Ainda, foi confirmada a
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habilidade desse grupo para a producao de tricotecenos detectados nos gréos provenientes
das paniculas de arroz inoculadas com dois isolados da linhagem 1 do complexo. Os
isolados do complexo F. chlamydosporum ndo foram analisados quanto ao genotipo
tricoteceno, 0 que seria interessante de ser conduzido futuramente, porém utilizando
primers mais genéricos da sintese tricotecenos como por¢oes do gene Tri5 (Ward et al.,
2002; Lincy et al., 2013)

Lincy et al (2013) em sementes de sorgo cultivado na india identificaram F.
nelsonii como produtor de DON, concordando com informacBes anteriores sobre esse
complexo (O’Donnell et al., 2009). No Nepal, Desjardins et al (2000) relataram a
ocorréncia de F. equiseti, F. semitectum, além de F. chlamydosporum como produtores de
micotoxinas.

O quarto complexo encontrado nesse estudo foi o F. incarnatum-equiseti. Nesse
grupo, as espécies identificadas também sdo relatadas em alguns estudos como produtoras
de tricotecenos e zearalenonas (Summerell et al., 2011). A producdo de tricotecenos
também foi observada por Desjardins et al (2000) no Nepal quando identificaram F.
equiseti em sementes de arroz. No trabalho de Lincy et al (2011) também fizeram o relato
de um isolado de F. equiseti produtor de DON e NIV.

Assim, os altos niveis de DON encontrados nas amostras de grdos podem resultar
de um complexo de espécies toxigénicas associadas ao arroz, e ndo apenas por F.
graminearum, conforme hipotetizado inicialmente nesse estudo.

Por fim, é importante destacar que as identificagbes para as espécies foram
baseadas na similaridade com sequéncias conhecidas usando apenas o gene TEF1-a, sendo
algumas similaridades baixas devido a baixa qualidade do sequenciamento. De forma a ndo
deixar davidas sobre a identificacdo das espécies seria apropriado sequenciar novamente
alguns isolados para esse e outros genes e proceder a uma analise filogenética, a qual

poderia posicionar de maneira mais clara os isolados nos grupos taxondémicos, podendo
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inclusive revelar novas espécies. Alem disso, a caracterizacdo morfologica detalhada de
isolados representantes dessa espécie poderia ser uma ferramenta auxiliar e elucidativa

para se verificar a presenca de marcadores morfolégicos.



5 CONCLUSOES

A incidéncia de Fusarium em sementes de arroz irrigado no Brasil, determinada
com base na presencga/auséncia de col6nia em sementes, é baixa e ndo prediz os altos niveis
de tricotecenos em amostras oriundas de lavouras de produgédo de sementes.

Uma alta diversidade de espécies de Fusarium, distribuidas em pelo menos quatro
complexos de espécies, ocorre em sementes arroz no Brasil.

Fusarium asiaticum é a espécie dominante dentre as do complexo F. graminearum
em arroz no Brasil e aptas a produzirem o tricoteceno nivalenol.

Populacdes de Fusarium asiaticum associados ao arroz e trigo se diferem por sua
especializacdo ou adaptacdo (fitness) patogénica a seus respectivos hospedeiros de origem

e potencial toxigénico.
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7 APENDICES

APENDICE 1. Colecéo de isolados pertencentes ao complexo de espécies Fusarium
graminearum, obtidos durante as safras de 2008/9, 2010/11 e 2011/12,
a aprtir de sementes e paniculas de arroz. Identificadas das espécies e
do gendtipo tricoteceno por genotipagem de multilocus (MLGT) e por
sequienciamento do gene EF 1-a.

Isolado Municipio Estado  Espécie do complexo Fg  Quimiotipo
09Ar004 Itajai SC F. asiaticum NIV
09Ar021 Palmares do Sul RS F. asiaticum NIV
09Ar024 Palmares do Sul RS F. asiaticum NIV
09Ar025 Palmares do Sul RS F. asiaticum NIV
09Ar026 Palmares do Sul RS F. asiaticum NIV
09Ar027 Palmares do Sul RS F. asiaticum NIV
09Ar031 Palmares do Sul RS F. asiaticum NIV
09Ar032 Palmares do Sul RS F. asiaticum NIV
10Ar001 Cachoeirinha RS F. asiaticum NIV
10Ar003 Cachoeirinha RS F. asiaticum NIV
10Ar005 Cachoeirinha RS F. asiaticum NIV
10Ar006 Cachoeirinha RS F. asiaticum NIV
12Ar003 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar005 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar006 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar007 Cachoeirinha RS F. asiaticum NIV
12Ar009 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar011 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar024 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar026 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar029 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar031 Uruguaiana RS F. asiaticum NIV
12Ar032 Uruguaiana RS F. asiaticum NIV
12Ar033 Uruguaiana RS F. asiaticum NIV
12Ar034 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar035 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar037 Uruguaiana RS F. asiaticum NIV
12Ar040 Dom Pedrito RS F. asiaticum NIV
12Ar042 Dom Pedrito RS F. asiaticum NIV
12Ar045 Uruguaiana RS F. asiaticum NIV
12Ar047 Dom Pedrito RS F. asiaticum NIV
12Ar050 Dom Pedrito RS F. asiaticum NIV
12Ar052 Dom Pedrito RS F. asiaticum NIV
12Ar055 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar056 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar057 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar063 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar064 Mostardas RS F. asiaticum NIV
12Ar065 Mostardas RS F. asiaticum NIV
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Colecdo de isolados pertencentes ao complexo de espécies

Fusarium graminearum, obtidos durante as safras de
2008/9, 2010/11 e 2011/12, a aprtir de sementes e
paniculas de arroz. Identificadas das espécies e do genotipo
tricoteceno por genotipagem de multilocus (MLGT) e por
sequienciamento do gene EF 1-a.

Isolado Municipio Estado  Espécie do complexo Fg  Quimiotipo
12Ar066 Cachoeirinha RS F. asiaticum NIV
12Ar069 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar074 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar075 Cachoeira do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar077 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar079 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar084 Capivari do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar085 Cachoeirinha RS F. asiaticum NIV
12Ar087 Dom Pedrito RS F. asiaticum NIV
12Ar113 Guaiba RS F. asiaticum NIV
12Ar114 Guaiba RS F. asiaticum NIV
12Ar115 Cacapava do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar116 Cacapava do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar117 Camaqua RS F. asiaticum NIV
12Ar127 Rio Pardo RS F. asiaticum NIV
12Ar128 Cacapava do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar129 Rio Pardo RS F. asiaticum NIV
12Ar130 Cacapava do Sul RS F. asiaticum NIV
12Ar131 Pelotas RS F. asiaticum NIV
12Ar133 Camagqua RS F. asiaticum NIV
12Ar134 Pelotas RS F. asiaticum NIV
12Ar135 Pelotas RS F. asiaticum NIV
12Ar136 Pelotas RS F. asiaticum NIV
12Ar138 Nova Veneza SC F. asiaticum NIV
12Ar139 Nova Veneza SC F. asiaticum NIV
12Ar158 Criciima SC F. asiaticum NIV
12Ar160 Itajai SC F. asiaticum NIV
12Arl162 Nova Veneza SC F. asiaticum NIV
12Ar008 Capivari do Sul RS F. cortaderiae NIV
12Ar012 Capivari do Sul RS F. cortaderiae NIV
12Ar018 Capivari do Sul RS F. cortaderiae NIV
12Ar041 Dom Pedrito RS F. cortaderiae NIV
12Ar044 Uruguaiana RS F. cortaderiae NIV
12Ar054 Capivari do Sul RS F. cortaderiae NIV
12Ar062 Capivari do Sul RS F. cortaderiae NIV
12Ar070 Capivari do Sul RS F. cortaderiae NIV
12Ar071 Capivari do Sul RS F. cortaderiae NIV
12Ar107 Cacapava do Sul RS F. cortaderiae NIV
12Ar109 Cacapava do Sul RS F. cortaderiae NIV
12Ar111 Camaqua RS F. cortaderiae NIV
12Ar132 Camaqua RS F. cortaderiae NIV
12Ar030 Uruguaiana RS F. graminearum 15-ADON
12Ar036 Uruguaiana RS F. graminearum 15-ADON
12Ar038 Uruguaiana RS F. graminearum 15-ADON
12Ar039 Uruguaiana RS F. graminearum 15-ADON
12Ar046 Dom Pedrito RS F. graminearum 15-ADON
12Ar048 Dom Pedrito RS F. graminearum 15-ADON
12Ar049 Dom Pedrito RS F. graminearum 15-ADON
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Colecéo de isolados pertencentes ao complexo de espécies

Fusarium graminearum, obtidos durante as safras de
2008/9, 2010/11 e 2011/12, a aprtir de sementes e
paniculas de arroz. Identificadas das espécies e do gendtipo
tricoteceno por genotipagem de multilocus (MLGT) e por
sequienciamento do gene EF 1-a.

Isolado Municipio Estado  Espécie do complexo Fg  Quimiotipo
12Ar051 Dom Pedrito RS F. graminearum 15-ADON
12Ar053 Capivari do Sul RS F. graminearum 15-ADON
12Ar059 Capivari do Sul RS F. graminearum 15-ADON
12Ar068 Cachoeirinha RS F. graminearum 15-ADON
12Ar091 Pelotas RS F. graminearum 15-ADON
12Ar092 Brazabrantes GO F. graminearum 15-ADON
12Ar095 Pelotas RS F. graminearum 15-ADON
12Ar010 Dom Pedrito RS F. meridionale NIV




