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Resumo

Nos ultimos anos, grande énfase tem sido dada aos
fitopatdgenos que atacam os graos de milho, principalmente
pela sua capacidade de producao de micotoxinas. Fumonisinas
sao consideradas as micotoxinas mais importantes para a
cultura, sendo produzidas em maior quantidade por fungos do
género Fusarium, que contem espécies altamente complexas
quanto a sua identificagao. O estudo da distribuicao geografica
de espécies de Fusarium produtoras de fumonisinas e seu
potencial de producao dessa micotoxina é fundamental
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para o estabelecimento de estratégias de manejo visando a
reducao dos niveis de contaminacao dos alimentos. Desse
modo, o presente trabalho teve como objetivos: Identificar

as especies de Fusarium da secao Liseola associadas a graos
de milho no Brasil por métodos morfoldgicos e moleculares;
Determinar as espécies predominantes em graos de milho

nas diferentes regides geograficas do Brasil; Caracterizar o
potencial de producao de fumonisinas de isolados de Fusarium
spp. coletados em diferentes regioes brasileiras. Com base

nos resultados obtidos, foi possivel concluir: F verticillioides é
a espécie do género Fusarium predominantemente associada

a graos de milho no Brasil (99%); todos os 50 isolados
selecionados foram capazes de produzir fumonisinas; elevada
variabilidade na producao de fumonisinas, com isolados
produzindo desde 0,01 a 2,39 pg.g”’, nao sendo detectada
correlagcao com a regiao geografica de origem; F. proliferatum
e F subglutinans sao patdégenos pouco frequentes em milho no
Brasil.

Palavras-chave: Fusarium spp., fumonisinas, micotoxinas, milho
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Abstract

In recent years, great emphasis has been given to the
pathogens that attack maize, mainly for its mycotoxin
production capacity. Fumonisins are considered the most

important mycotoxins for this culture, being produced in greater

amounts by Fusarium fungi, which contains highly complex
species and their identification. The study of the geographical
distribution of Fusarium species producing fumonisins and
their potential for production of this mycotoxin is crucial for
developing management strategies aimed at reducing food
contamination levels. Thus, this study aimed to: identify

the species of Fusarium, of the section Liseola, associated
with maize grains in Brazil by morphological and molecular
methods; determine the predominant species in corn grains
in different geographical regions of Brazil; characterize the
potential production of fumonisin from isolates of Fusarium
spp. collected in different regions. Based on the results,

we concluded that: F verticillioides is the Fusarium species
predominantly associated with corn grains in Brazil (99%);
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all 50 selected isolates were able to produce fumonisins;

high variability in the production of fumonisin, with isolates
producing from 0.01 to 2.39 ug.g™’, was not detected correlation
with the geographic region of origin; £ proliferatum and F
subglutinans are uncommon pathogens in corn in Brazil.

Keywords: Fusarium spp, fumonisins, mycotoxins, corn.

Introducao

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, com
uma producao acima de 80 milhdes de toneladas no ano safra
2013/2014 (CONAB, 2014). Entretanto, nas condicoes de clima
tropical umido, a ocorréncia de doencgas tem se tornado um
grande limitador da produtividade (OLIVEIRA et al., 2004).

Dentre os patdgenos mais importantes na cultura do milho
no Brasil, os fungos do género Fusarium tém trazido grandes
preocupacoes a técnicos e produtores em razao dos danos

e prejuizos causados e do risco a saude humana e animal
(OLIVEIRA et al., 2004; MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). As
plantas de milho podem ser atacadas por algumas espécies
de Fusarium, que causam uma variedade de doencas, como
podridao de raiz, podridao de colmo, podridao de espiga

e de graos (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). Além dos
danos econdmicos causados por patdgenos desse género,
estes sao, também, produtores de micotoxinas, metabdlitos
secundarios altamente toxicos a humanos e animais
(MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). Dentre as micotoxinas
produzidas por Fusarium, as fumonisinas sao consideradas
as mais importantes, pela sua prevaléncia, niveis de producao
e toxicidade (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). Estas sao
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sintetizadas principalmente por F verticillioides, a espécie mais
comumente relatada infectando graos de milho (MADANIA et
al., 2013; RAHJOO et al., 2008; ORSI et al., 2000; MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997).

As fumonisinas estao envolvidas na inibicao da producgao

de esfingolipidios, com sérias consequéncias a estrutura
celular dos organismos eucariéticos (WANG et al., 1991).
Jackson e Jablonski (2004) relatam que a ingestao de graos

de milho infectados por F verticillioides e contaminados com
fumonisinas provoca sérias doencas em animais, como a
encefalomalacia em equinos e edema pulmonar em suinos. Os
mesmos autores relataram que o consumo, por seres humanos,
de graos de milho contaminados por fumonisinas esta
diretamente relacionado com o cancer esofagiano e defeitos na
formacao do tubo neural em fetos.

A identificacao das espécies do género Fusarium através da
analise morfoldgica é uma tarefa dificil, pois demanda tempo,
requer experiéncia e pode nao ser suficiente para a completa
distincao das espécies. Isso é especialmente verdade para os
membros do complexo de espécies do teleomorfo Gibberella
fujikuroi, que é composto por mais de 50 espécies, incluindo
F verticillioides, F proliferatum e F subglutinans, principais
organismos encontrados infectando graos de milho (KVAS

et al., 2009; LESLIE et al., 2006). Adicionalmente, analises de
sequéncias de DNA e ensaios com primers especificos para
identificacao de espécies por meio de PCR podem ser utilizados
na determinacao dessas espécies (MULE et al., 2004; RAHJOO
et al., 2008).
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Considerando que o Brasil € um dos maiores produtores de
milho do mundo, que as espécies do género Fusarium, além
de causarem grandes prejuizos econémicos, representam um
grande risco a saude humana e animal por causa da capacidade
de produzir micotoxinas e, ainda, que existe uma grande
variagao quanto a capacidade de produgao de micotoxinas
entre e dentro das espécies de Fusarium, é fundamental, para
o estabelecimento das estratégias de manejo, o conhecimento
das espécies de Fusarium predominantes nas principais regioes
produtoras de milho. Além disso, essas informacoes sao
fundamentais para o estabelecimento de estratégias de manejo
visando a reducgao dos prejuizos causados pela contaminacao
dos graos por esses grupos de fungos e dos riscos por causa
da producao de micotoxinas. Desse modo, o presente trabalho
teve como objetivos: Identificar as espécies de Fusarium

da secao Liseola associadas a graos de milho no Brasil por
métodos morfolégicos e moleculares; Determinar as espécies
predominantes em graos de milho nas diferentes regioes
geograficas do Brasil; Caracterizar o potencial de producao

de fumonisinas de isolados de Fusarium spp. coletados em
diferentes regioes brasileiras.

Material e Métodos

Obtencao dos Isolados

As coletas das amostras de graos de milho foram realizadas nas
principais regioes produtoras, envolvendo areas com grandes
diversidades quanto as condicoes climaticas (Figura 1). Cada
amostra foi constituida por espigas de milho apresentando ou
nao sintomas de infeccao por fungos do género Fusarium. As
espigas foram encaminhadas ao Laboratério de Fitopatologia
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da Embrapa Milho e Sorgo, onde foram debulhadas, e a massa
de graos foi homogeneizada. Posteriormente, foram retiradas
subamostras para compor o teste de Blotter. Para realizacao
do teste, os graos foram inicialmente desinfestados por meio
da imersao em hipoclorito de sédio a 2% por cinco minutos.
Em seguida, foram lavados duas vezes em agua destilada
esterilizada. Apos esse procedimento, foram colocados 25 graos
em cada caixa tipo gerbox contendo papel de filtro umedecido
com Agar-Agua a 5%. Foram utilizadas oito caixas gerbox,
totalizando 200 graos por amostra (PINTO et al., 2007). As
caixas gerbox foram mantidas em temperatura ambiente sob
luz continua para estimular a germinacao dos graos.

. Passo Fundo/RS
Campos Novos/SC
Campo Mourdo/PR
Londrina/PR
Manduri/SP
Valenga/RJ

Sete Lagoas/MG
Perdizes/MG

9. ltumbiara/GO

10. Rio Verde/GO

11. Luis Eduardo Magalhdes/BA
12. Sinop/MT

13. Manaus/AM

14. Belém/PA

15. Boa Vista/RR

05N 1D, e o iy B g

N
0 250 500 1.000 Km A
1

Figura 1. Localidades onde foram realizadas as coletas das
amostras de graos de milho para isolamento das espécies de
Fusarium

Apos 24 horas, as caixas gerbox contendo os graos, foram
transferidas para o freezer a -5 °C, por um periodo de 24 horas,
paralisando o processo de germinacao. As caixas foram levadas
a camara de incubacao a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Apos 10 dias, procedeu-se a identificagcao e quantificacao
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dos patdgenos presentes nos graos, com o auxilio de um
microscopio estereoscopio e de um microscopio binocular.

Os graos apresentando colonias caracteristicas de Fusarium
(micélio cotonoso de coloragao branca a résea) foram coletados
e transferidos para placas de Petri contendo meio BDA, a partir
das quais foram obtidas as culturas monosporicas. Cada cultura
monospodrica, aqui denominada isolado, foi devidamente
identificada considerando-se a data, a cultivar de milho e

o local de coleta. Foram obtidos um total de 230 isolados
monosporicos de Fusarium. Estes isolados foram armazenados
e conservados em tubos de ensaio contendo BDA e dleo
mineral.

A identificacao das espécies de Fusarium presentes nos graos
foi composta de duas etapas: identificagao morfoldgica e
confirmacao molecular das espécies identificadas.

Identificacao Morfologica

Para a identificacao morfoldgica, todos os isolados foram
cultivados em meio BDA e incubados a 25 °C, sob fotoperiodo
de 12 horas durante 14 dias. As caracteristicas macroscopicas
da coldnia foram analisadas com o auxilio de um microscopio
estereoscopio e um microscopio binocular. A morfologia dos
microconidios, macroconidios, células conidiogénicas (fialides)
e clamiddsporos foi observada para cada isolado e as espécies
foram identificadas de acordo com os critérios propostos por
Leslie et al. (2006).
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Identificacao Molecular

Para a identificacao molecular, os isolados foram cultivados

em meio BD (batata dextrose) liquido durante trés dias em
agitador orbital a 90 rpm sob luz continua. Apos esse periodo,

o micélio foi coletado com auxilio de uma gaze esterilizada

e, posteriormente, congelado em nitrogénio liquido. O DNA
total foi extraido de cada um dos isolados utilizando protocolo
adaptado descrito por Murray e Thompson (1980). Os pares de
primers VER1/2, PRO1/2 e SUB1/2 (Tabela 1) foram utilizados em
ensaios de PCR espécie-especificos com intuito de identificar F
verticillioides, F. proliferatum e F subglutinans respectivamente.

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para a identificacao
das espécies de Fusarium isoladas dos graos de milho.

SUB1 CTGTCGCTAACCTCTTTATCCA F. subglutinans®
SUB2 CAGTATGGACGTTGGTATTATATCTAA

PRON CTTTCCGCCAAGTTTCTTC F. proliferatunm?®
PRO2 TGTCAGTAACTCGACGTTGTTG

VER CTTCCTGCGATGTTTCTCC F. verticillioides?®
VER2 AATTGGCCATTGGTATTATATATCTA

ERA ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC Todas as espécies de
ER2 GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT Fusarium®

aMulé et al. (2004), ®°O’Donnell et al. (1998), Geiser et al. (2004)

As reacgoes de PCR foram realizadas separadamente para cada
conjunto de primers num volume final de 20 pl contendo Tris-
HCI 200 mM (pH 8,4); KCI 500 mM; MgCl, 1,5 mM; primers 0,5
pM; dNPTs 0,25 mM; 1 U deTag DNA Polimerase (Invitrogen) e
20 ng de DNA. As condicoes de amplificagao foram: 95 °C por
5 minutos (desnaturacao), 94 °C por 50 segundos + 56 °C por
50 segundos + 72 °C por 1 minuto (anelamento) e 72 °C por 7
minutos (extensao).

Isolados padroes obtidos da Colecao Micoldgica da
Universidade Federal de Lavras, identificados como CML770
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(F subglutinans), CML2394 (F. proliferatum) e CML2395 (F
verticillioides), foram utilizados como controles para validagao
dos resultados.

Producao de Fumonisinas por Isolados de Fusarium
verticillioides

Para a caracterizacao quanto ao potencial de producao de
fumonisinas foram selecionados aleatoriamente 50 isolados de
F verticillioides obtidos em diferentes regides amostradas.

Todos os 50 isolados foram cultivados em placas de Petri
contendo meio BDA (batata dextrose agar) e mantidos em
camara de incubacao a 27 °C, durante 7 dias sob fotoperiodo
de 12 horas. De cada placa foi obtido o inéculo, sob a

forma de quatro discos de micélio, apresentando 0,56 cm de
diametro. Os discos foram colocados de forma equidistante
em placas de Petri contendo 40 g de graos de milho triturados
(“canjiquinha”), previamente esterilizado e umedecido com 20
mL de agua deionizada. As culturas foram incubadas a 27 °C
por 14 dias sob fotoperiodo de 12 horas, seguindo metodologia
proposta por Ono et al. (2010).

Para a determinacao do teor de fumonisinas totais, as amostras
foram colocadas em estufa de ventilacao forgcada a 65 °C
durante 48 horas, para homogeneizar o teor de dgua. O teor

de fumonisinas totais foi determinado em 10 g de amostra,

em duplicada, utilizando-se um fluorimetro marca VICAN, de
acordo com os procedimentos descritos nos manuais VICAN,
utilizando-se colunas de imunoafinidade FumoniTest®.

13
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Aos dados dos teores de fumonisinas foi aplicada analise de
variancias e as médias, quando necessario, foram comparadas
entre si, pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade utilizando
o programa SISVAR® (FERREIRA, 2011).

Resultados

Identificacao Morfologica

Por meio das observacoes morfolégicas dos 230 isolados
coletados, 207 foram identificados ao nivel de espécie, com
base nos critérios morfoldgicos propostos por Leslie et al.
(2006). Destes, 200 foram identificados como F verticillioides.
Alguns isolados desta espécie apresentaram monofialides
agrupadas e grande quantidade de macroconidios, dificultando
a sua identificagao. Nestes casos, a presenca do septo na

base de cada fidlide, o qual permitiu identifica-las como
monofialides, foi o critério utilizado para identificar os isolados
como F. verticillioides.

Sete isolados foram identificados como F. proliferatum. A
presenca de polifialides, de cadeias curtas de microconidios

ou presenca de falsas cabecas foram as caracteristicas
consideradas para a identificacao dessa espécie (LESLIE et al.,
2006). Nos demais casos (23 isolados), as caracteristicas citadas
anteriormente nao foram observadas, nao sendo possivel sua
identificacao ao nivel de espécie.

Identificacao Molecular

Todos os isolados foram avaliados com os primers espécie-
especifico VER1/2, PRO1/2 e SUB1/2. Dos 230 isolados
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analisados, 228 apresentaram amplificagcao quando se

utilizou o primer VER1/2, sendo, portanto, identificados

como F. verticillioides. Somente dois isolados apresentaram
amplificacao quando se utilizou o primer PRO1/2, ao quais
foram identificados como F proliferatum. Esses isolados foram
coletados em Manduri/SP e Manaus/AM. Em todas as outras
localidades foi detectada somente uma espécie. Nao houve
amplificacao quando se utilizou o primer SUB1/2.

O ensaio para validacao da especificidade dos primers esta
apresentado na Figura 2. Os primers utilizados no presente
estudo somente geraram produtos de amplificacao na espécie-
alvo.

Producao de Fumonisinas por Isolados de F
verticillioides

Foi constatada alta variabilidade na capacidade de producao de
fumonisinas nos 50 isolados selecionados, com teores variando
de 0,01 a 2,39 pg.g™. Os isolados foram agrupados em cinco
categorias quanto a capacidade de producgao de fumonisinas:
Grupo 1 (24%) - Baixa producao (<0,38 ug.g™"); Grupo 2 (40%)

— Moderadamente baixa producao (>0,38 a 0,85 ug.g™'); Grupo

3 (26%) — Média producao (>0,85 a 1,39 ug.g™"); Grupo 4 (6%)

— Moderadamente alta producgao (>1,39 a 1,69 ug.g’'); Grupo 5
(4%) — Alta producao (>1,69 pg.g™') (Tabela 2).

Os isolados F159 e F310 apresentaram a maior capacidade

de producgao de fumonisinas dentre os isolados avaliados,
produzindo 2,32 e 2,39 ug.g?, respectivamente. Outros 12
isolados apresentaram baixa capacidade de producao de
fumonisinas (de 0,01 a 0,38 ug.g™'), sendo considerados tracos
de producao da micotoxina nas condicoes do teste.

15
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Primer VER Primer PRO Primer SUB

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR
utilizando os trés pares de primers espécies-especificos e

as trés espécies padroes. Canaletas 1 e 14: marcador 1 Kb
Plus (Invitrogen). Canaletas 2 a 5: produto da PCR utilizando
os primers VER1/2: F. verticillioides (FV - canaleta 2), F
proliferatum (FP — canaleta 3), F subglutinans (FS — canaleta 4)
e o produto da PCR sem adicao de DNA (BR - branco, canaleta
5). Canaletas 6 a 9: produto da PCR utilizando os primers
PRO1/2: F. verticillioides (FV - canaleta 6), F proliferatum (FP

- canaleta 7), F subglutinans (FS — canaleta 8) e o produto da
PCR sem adigao de DNA (BR - branco, canaleta 9). Canaletas
10 a 13: produto da PCR utilizando o primer SUB1/2: F
verticillioides (FV - canaleta 10), F proliferatum (FP — canaleta
1), F subglutinans (FS - canaleta 12) e o produto da PCR sem
adicao de DNA (BR - branco, canaleta 13).

Verificou-se também que os isolados coletados numa mesma
regiao geografica apresentaram alta variabilidade quanto a
producao de fumonisinas. Como exemplo, isolados coletados
na regiao de Luiz Eduardo Magalhaes/BA apresentaram valores
de producao de fumonisinas variando de 0,60 (F313) a 2,39
hg.g' (F310). Situacao similar foi observada para os isolados
coletados em Passo Fundo/RS, cujos valores variaram de

0,22 (F150) a 2,32 ug.g™ (F159). Na regiao de Manaus/AM,
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os isolados F400 e F415, produziram 0,08 e 1,25 pg.g™' de
fumonisinas, respectivamente.

Tabela 2. Amplificagao por PCR utilizando o primer VER1/2
e producao de fumonisinas de 50 isolados coletados em
diferentes regides brasileiras.

Sete Lagoas/MG

Sete Lagoas/MG

Campo Mourao/PR

Campo Mourao/PR

Rio Verde/GO

Rio Verde/GO

Perdizes/MG

Perdizes/MG

Londrina/PR

Londrina/PR

Passo Fundo/RS

Passo Fundo/RS

Passo Fundo/RS

Passo Fundo/RS

Rio Verde/GO

Rio Verde/GO

Luis Eduardo Magalhaes/BA
Luis Eduardo Magalhaes/BA
Luis Eduardo Magalhaes/BA
Luis Eduardo Magalhaes/BA
Luis Eduardo Magalhaes/BA
Luis Eduardo Magalhaes/BA
Campos Novos/SC

Campos Novos/SC

Campos Novos/SC

Campos Novos/SC
Roraima/RR

Roraima/RR

Roraima/RR

Roraima/RR

Manduri/SP

Manduri/SP

Manduri/SP

Manduri/SP

Manaus/AM

Manaus/AM

Manaus/AM

Manaus/AM

Sinop/MT

Sinop/MT

Sinop/MT

Sinop/MT

Valenca/RJ

Valenga/RJ

Valenca/RJ

Valenca/RJ

Belém/PA

Belém/PA

Belém/PA

Belém/PA

F73
F75
F105
F110
F115
F118
F125
F129
F135
F140
F150
F154
F155
F159
F176
F177
F308
F310
F311
F312
F313
F315
F320
F321
F323
F325
F375
F378
F380
F383
F391
F393
F395
F397
F400
F403
F406
F415
F420
F422
F423
F425
F431
F432
F433
F436
F440
F442
Fa44
F446

R S S S S S S S A R e S S S S S S A A T T A T T T T SR e e S

+

0,85
0,54
0,01
0,14
0,02
1,15
1,08
0,81
0,79
0,46
0,22
1,12
0,69
2,32
1,35
0,68
0,62
2,39
1,69
1,02
0,60
1,02
0,38
0,82
0,73
0,59
0,71
0,03
0,71
0,36
0,16
0,51
0,38
1,02
0,08
0,99
0,20
1,25
1,69
1,05
0,99
1,65
0,45
0,38
1,34
0,62
0,48
0,72
1,39
0,46

*meédias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de

probabilidade.
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Discussao

Utilizando os critérios morfologicos descritos por Leslie et al.
(2006), foi possivel identificar, ao nivel de espécie, 207 dos 230
isolados utilizados neste estudo. Dos 207 isolados identificados,
sete pertenceram a espécie F proliferatum. Por meio da analise
molecular utilizando primers espécie-especifico, somente dois
dos sete isolados foram confirmados como F. proliferatum.

Os demais isolados foram identificados como F verticillioides.
Os 23 isolados identificados como Fusarium spp, utilizando-

se os critérios morfologicos, foram identificados como £
verticillioides quando foram utilizadas as analises moleculares
com primer espécie-especifico. Os outros 200 isolados
identificados morfologicamente como F verticillioides tiveram
sua identificacao confirmada pelos testes moleculares. Varios
estudos descrevem a dificuldade ou a impossibilidade de
distincao de espécies de Fusarium associadas a graos de milho
por meio de observagcoes morfolégicas (MADANIA et al., 2013;
RAHJOO et al. 2008; SUMMERELL et al., 2003; LESLIE et al.,
2006). Os resultados obtidos no presente trabalho reforgam

a dificuldade de se identificar, ao nivel de espécie, alguns
isolados desse género.

A utilizagao de analises moleculares através de reagao de PCR
com primers especificos permitiu realizar a identificagcao segura
das espécies de Fusarium, mesmo nos casos em que nao foi
possivel sua identificagao por meio dos critérios morfoldgicos.
Rahjoo et al. (2008) relatam que, dos 140 isolados identificados
morfologicamente como F verticillioides em seu estudo, 133
foram confirmados como F. verticillioides quando utilizadas
técnicas moleculares com primer especificos. Dos 7 isolados
restantes, um foi identificado como F thapsinum, quatro como
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F proliferatum e dois como Fusarium spp. Esses resultados
corroboram com os resultados encontrados no presente
trabalho, e demonstram a complexidade da identificacao
morfolégica das espécies de Fusarium associadas a graos de
milho.

A alta frequéncia de F verticillioides (99,13%) detectada entre
os isolados obtidos no presente estudo tem sido relatada,
também, em outros trabalhos (MUNKVOLD, 2003; RAHJOO et
al., 2008; VENTURINI et al., 2011; MADANIA et al., 2013). Rocha
et al. (2011), analisando a frequéncia de espécies de Fusarium
em graos de milho em quatro diferentes regides brasileiras,
também relatam a predominancia de F. verticillioides (96%) em
um total de 100 isolados.

Em adicao a F verticillioides, outras espécies tém sido relatadas
causando podridoes de espiga em milho. F proliferatum foi
relatado juntamente com F. verticllioides na ltalia (LOGRIECO

et al., 1995), no sul da Europa (LOGRIECO et al., 2002) e no

Ira (RAHJOO et al., 2008). Por outro lado, F proliferatume F
subglutinans foram encontrados em baixa frequéncia na Austria
(KRSKA et al., 1997), Republica da Eslovaquia (PIECKOVA;
JESENSKA, 1997), na Polonia (KOSTECHI et al., 1995) e no
México (DESJARDINS et al., 2000). Em estudo realizado por
Rocha et al. (2011), foram detectados somente dois isolados

de F proliferatum obtidos de amostra proveniente de Oliveira
dos Campinhos no estado da Bahia. No presente estudo,

dos 230 isolados, foram detectados somente dois isolados

de F. proliferatum, um proveniente de amostras obtidas no
estado do Amazonas e outro do estado de Sao Paulo. Apesar
de os isolados de F proliferatum terem sido encontrados em
diferentes localidades quando comparadas ao trabalho de
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Rocha et al. (2011), deve-se considerar que essas diferencas
podem ter ocorrido em razao do processo de amostragem.

A baixa frequéncia de F proliferatum e a auséncia de £
subglutinans verificadas no presente trabalho, indicam que
essas duas espécies sao pouco relevantes como patdogenos em
milho no Brasil, assim como relatado em trabalhos realizados
em outros paises (COVARELLI et al., 2012; MADANIA et al.,
2013).

A alta variabilidade quanto a producao de fumonisinas
verificada entre os isolados utilizados neste trabalho esta de
acordo com relatos da literatura em outros paises (COVARELLI
et al., 2012; ROCHA et al., 2011; ONO et al. 2010; PICOT et

al., 2010; NELSON et al., 1991). No presente estudo, nao foi
verificada correlagcao entre a producao de fumonisinas e a
localizacao geografica dos isolados. Isolados com maior
capacidade de producao de fumonisinas apresentaram uma
distribuicao uniforme em todas as regidoes amostradas.

Muitos genes estao envolvidos na regulacao da producao de
fumonisinas em F. verticillioides. Além do fator genético, outros
fatores podem interferir na biossintese dessa micotoxina,
como: temperatura, atividade de agua nos graos, nutricao da
planta e fatores ligados a resisténcia genética no hospedeiro.
Portanto, a regulacao da producao de fumonisinas € um
processo complexo governado por condicoes ambientais e
por interagcoes com a planta hospedeira (PICOT et al., 2010).
Os niveis maximos de fumonisinas detectados no presente
trabalho foram relativamente baixos quando comparados aos
niveis comumente detectados em amostras provenientes de
campo e relatados em outros trabalhos de pesquisa (NELSON
et al., 1991; ROCHA et al., 2011). Neste caso, apds a repicagem
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dos isolados, eles permaneceram colonizando o substrato,
composto por graos de milho, durante um periodo de 14
dias, conforme metodologia proposta por Ono et al. (2010).
Nos trabalhos realizados por Nelson et al. (1991) e Rocha

et al. (2011) foram detectados niveis de fumonisinas mais
elevados do que os verificados neste trabalho, entretanto, o
periodo de colonizacao do substrato pelos isolados foi de,
aproximadamente, 30 dias. Vale ressaltar que o objetivo deste
trabalho nao foi expressar os niveis maximos de producao de

fumonisinas pelos isolados de F. verticillioides, mas, sim, avaliar

a variabilidade na capacidade de producao de fumonisinas
existente entre os isolados obtidos em diferentes regides
produtoras de milho no Brasil.

Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir

que: F verticillioides é a espécie do género Fusarium
predominantemente associada a graos de milho no Brasil;
todos os 50 isolados selecionados foram capazes de produzir
fumonisinas; verificou-se elevada variabilidade na producao
de fumonisinas e nao foi detectada correlacao com a regiao
geografica de origem; F proliferatum e F subglutinans sao
patdogenos pouco frequentes em milho no Brasil.
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