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RESUMO

Munhoz, A.T.; Carvalho, R.V.; Querales, P.J.; Gongalves, F.P.; Camargo, L.E.A. Relagdo entre resisténcia de linhagens tropicais de milho a
podridao de espiga e ao acumulo de fumonisinas provocados por Fusarium verticillioides. Summa Phytopathologica, v.41,1n.2, p.144-148,2015.

A infecg@o de graos de milho por Fusarium verticillioides, agente causal
da podridao da espiga, pode resultar na produgdo de micotoxinas do grupo
das fumonisinas. A resisténcia genética ¢ a forma de controle mais eficiente
dessa enfermidade. Assim, o objetivo do trabalho foi buscar fontes de
resisténcia em linhagens de milho tropical a F. verticillioides e a producao
de fumonisinas. Seis linhagens tropicais de milho, trés, pré-classificadas
como resistentes e trés, pré-classificadas como suscetiveis a F. verticillioides,
foram submetidas a inoculagdo do patdogeno e posteriormente, avaliadas
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quanto a severidade da podridao de espiga, incidéncia de graos sintomaticos
e concentragdo de fumonisinas. Os resultados mostraram que as linhagens
R1 e R3 apresentaram alta resisténcia a infecgdo do patdogeno. No entanto,
apenas a R3 foi resistente ao acumulo de fumonisinas. Dessa forma, sugere-se
que a auséncia de relagdo entre intensidade da doenga e niveis de fumonisinas
seja fator inerente desse patossistema. Assim, ndo € possivel assegurar que
graos assintomaticos quanto a infecc¢do por F. verticillioides, estejam livres
de contaminag@o por fumonisinas.

ABSTRACT

Munhoz, A.T.; Carvalho, R.V.; Querales, P.J.; Gongalves, F.P.; Camargo, L.E.A. Relationship between resistance of tropical maize inbred lines
for resistance to ear rot and fumonisins accumulation caused by Fusarium verticillioides. Summa Phytopathologica, v.41, 1.2, p.144-148, 2015.

Maize infection by Fusarium verticillioides, the causal agent of Fusarium
ear rot, can result in the production of mycotoxins of the fumonisin group.
Genetic resistance is the most effective way to control this disease. Thus,
the aim of this study was to evaluate tropical maize inbred lines as potential
sources of resistance to F. verticillioides and production of fumonisins.
Six maize inbred lines, three previously classified as resistant and three
as susceptible to F. verticillioides, were inoculated with the pathogen and
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subsequently evaluated for ear rot severity, incidence of symptomatic grain
and fumonisin concentration. Results showed that the lines R1 and R3
exhibited high resistance to the pathogen infection. However, only R3 was
resistant to the accumulation of fumonisins. Therefore, it is suggested that
absence of relationship between disease intensity and fumonisin production
is inherent to this pathosystem. Thus, asymptomatic grains infected by F.
verticillioides cannot be ensured to be free of contamination by fumonisins.

Espécies do género Fusarium sao frequentemente associadas a
cultura do milho, sendo Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg,
(teleomorfo: Gibberella moniliformis) (Wineland), o principal
responsavel pela podridao rosada da espiga e de graos e producao de
fumonisinas em regides de clima tropical (11, 27). As fumonisinas
s30 micotoxinas comuns a alimentos e ragdes a base de milho (21,28).
Os principais membros desta classe sdo fumonisina B, (FB)), FB2 e
FB3. Toxicoses causadas por fumonisinas, especialmente FB , sdo
consideradas um problema global devido aos seus efeitos danosos
a saude animal. Essas toxinas provocam leucoencefalomalacia
(amolecimento e cavitacdes na substancia branca do cérebro) em
cavalos e coelhos (22); inchago e edema pulmonar em suinos (8) e
cancer hepatico em roedores (7). Em humanos, em algumas regides
da Africa do Sul verificou-se uma correlagio muito alta entre cncer de
esofago e consumo de graos com elevados teores de fumonisinas (17).
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Devido aos problemas acarretados por esta classe de toxina, 6rgaos
internacionais como o FDA (Food and Drug Administration - EUA)
e Unido Européia estabeleceram limites maximos de concentragdo
de fumonisinas no milho destinado a producdo de alimentos e
ra¢des (5). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) estabeleceu limites maximos permitidos de concentracao
de fumonisinas em milho de pipoca e para alimentos, a base de milho,
destinados a alimentagao infantil (9). AANVISA ainda estabeleceu que
até 1° de janeiro de 2014, milho em grdo para posterior processamento
podera apresentar no maximo 5 pg/g de fumonisinas e até 1° de janeiro
de 2016, os limites estabelecidos de teor maximo de fumonisinas em
farinha de milho, creme de milho, fub4, flocos, canjica, canjiquinha
sera de 1,5 ng/g e, de 1 pg/g de amido de milho e outros produtos a
base de milho (9).

O regulamento adotado pela ANVISA representa uma importante
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medida para assegurar a qualidade de alimentos e ragdes, uma vez
que existem trabalhos demonstrando os altos niveis de fumonisinas
presentes no milho brasileiro destinados ao consumo humano e animal
(2, 13). No entanto, em regides de clima tropical como Brasil, Argentina
e Africa do Sul ha uma caréncia em pesquisas que visem a resisténcia
desta cultura a infec¢@o causada por Fusarium verticillioides e ao
acumulo de fumonisinas (1, 23), culminando em um limitado nimero
de gendtipos resistentes tanto a infec¢do do patdgeno como ao acimulo
da micotoxina (1, 26).

Para o sucesso do estabelecimento de padrdes de qualidade, de
alimentos e ragdes, nas regides tropicais ¢ necessario identificar
fontes de resisténcia ao patdogeno e a producdo de fumonisinas em
germoplasmas de milho tropical. Dessa forma, o objetivo do trabalho
foi avaliar os niveis de resisténcia a podridao de espiga e ao acimulo
de fumonisinas provocados por Fusarium veriticillioides dentre
linhagens de milho tropical.

MATERIAL E METODOS

Delineamento Experimental

O experimento a campo foi conduzido no municipio de
Jardinopolis-SP (-21° 01 04 Lat. e -47°45°50” Long.). A empresa
Dow AgroSciences Sementes e Biotecnologia Ltda. cedeu de seu banco
de germoplasma, trés linhagens tropicais de milho pré-classificadas
como resistentes (linhagens R1, R2 e R3) e trés pré-classificadas
como suscetiveis (linhagens S1, S2 e S3) a podriddo da espiga. Plantas
das linhagens foram submetidas a inoculagao artificial com isolados
de F. verticillioides potencialmente toxigénicos. O delineamento foi
em blocos ao acaso, formando seis tratamentos: inoculagdo em trés
linhagens resistentes ¢ em trés suscetiveis. A parcela experimental
contou com seis repetigdes por tratamento, representadas por seis
linhas de 20 plantas cada, espacadas a 0,76m. O experimento foi
repetido uma vez, sendo o primeiro realizado em 2007 e o segundo em
2008. O primeiro plantio foi realizado em 27 de novembro de 2007 e
o segundo em abril de 2008. Os dados climaticos da regido durante a
condugdo dos experimentos foram obtidos na estagdo metereoldgica
da propria estagao.

Inoculacio de E verticillioides

O indculo foi constituido por mistura de conideos de dez isolados
caracterizados como F. verticillioides ¢ com potencial toxigénico.
A caracterizac¢do foi feita com base em reagdes de PCR utilizando
iniciadores especificos para a espécie (16) e iniciadores para o potencial
toxigénico, inferido pela presenca do gene FUM-5 (4), e a confirmagao
realizada através da quantifica¢@o de producdo de fumonisiana in vitro
(25) (Tabela 1).

A inoculagdo ocorreu entre o sétimo e o décimo dia ap6s o inicio
do florescimento, periodo de maior suscetibilidade a infeccao (18),
através da pulverizag@o dos estigmas com 2 ml de uma suspensio de
10° conidios/ml. Apoés a inoculagdo as paniculas foram mantidas em
camara imida por 48 horas.

Avaliacdo da severidade da doenca e incidéncia de graos
sintomaticos

Apos quatro meses da semeadura foram realizadas avaliagdes
da severidade de podriddo da espiga e da incidéncia de grdos
sintomaticos. A severidade foi avaliada por uma escala diagramatica
que estima a porcentagem da drea da espiga com sintomas de podridao,
caracterizados pela cobertura com micélio de coloracdo branco a
roseo e pela presenga de grdos escurecidos e/ou com estrias brancas
no pericarpo. Essa escala compreende sete notas, sendo 1 = 0% - area
da espiga sem sintomas, 2=1a3 %,3=4a10%,4=11a25%, 5=
26 a 50%, 6 =51 a75% e 7 =76 a 100% de area da espiga exibindo
sintomas visiveis de infecgdo (1, 20). Apos a avaliagdo da severidade,
as dez espigas avaliadas, em cada repetigdo de cada tratamento, foram
ensacadas separadamente e secas por ar quente até os graos atingirem
aproximadamente 14% de umidade. As espigas foram debulhadas ¢ os
graos misturados. A incidéncia de graos sintomaticos foi avaliada em
200 graos aleatoriamente coletados dessa mistura.

Quantificacio de niveis de fumonisinas

A quantifica¢do de fumonisinas foi feita através do método de
ELISA competitivo (1, 11) com o kit Myco Fumonisin™ (Strategic
Diagnostics Inc., E.U.A.). Esse teste ¢ calibrado para detectar uma
mistura de fumonisinas B » B2 eB , ha razdo 5:2:1, respectivamente.
As amostras foram compostas por graos colhidos de dez espigas por

Tabela 1. Identificagdo dos isolados de Fusarium verticillioides utilizados na inoculagao artificial

PCR (espécie- especifico)

Isolado Local Fumonisinas* PCR (Gene FUM-5)

Cidade/Estado (VerIR/Ver2F) ngle (Fum 5F/Fum 5R)**
LGM FUS 003 Tangara/Santa Catarina + 2,2 +
LGM FUS 017 Mamboré/ Parana + 9,1 +
LGM FUS 029 Boa Esperanga/Minas Gerais * 17,2 +
LGM FUS 037 Machado/ Minas Gerais + 3,9 +
LGM FUS 105 Tangara/Santa Catarina * 9,9 +
LGM FUS 113 Cristalina/ Goias + 5,8 +
LGM FUS 117 Unai/ Minas Gerais * 8,1 +
LGM FUS 156 Londrina/Parana + 10,9 +
LGM FUS 169 Rondondpolis/ Mato Grosso + 6,2 +
LGM FUS 185 Maracai/Sdo Paulo " >20 +

*Niveis de fumonisinas produzidos in vitro e quantificados através de ensaio de Elisa Competitivo, utilizando o Kit Myco Fumonisin (Strategy Diagnostics Inc. EUA)

** Iniciadores especificos para o gene FUM 5, relacionado a produgédo de fumonisinas (4).
+ reagdo de PCR positiva para os iniciadores utilizados.
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repeticdo de cada tratamento, de forma que, para cada tratamento
(linhagens suscetiveis e resistentes) foram realizadas trés analises
separadas, (uma analise para cada repeti¢ao). Os testes de ELISA foram
realizados em duplicata para cada amostra. O primeiro passo para essa
analise consistiu na moagem das amostras a 20 mesh e, apds mistura
para homogeneizagdo, uma sub-amostra de 500g foi separada e, a partir
desta, uma por¢ao de 20g foi pesada em erlenmeyers e utilizada para
a extragdo das toxinas. O material moido foi suspenso em 100 mL de
uma solug@o de metanol 70%. Em seguida, foi agitado em agitador
orbital a 28 rpm por 25 minutos e decantado por 2 a 3 minutos. Quinze
mililitros do extrato foram filtrados com filtro tipo Whatman® #1 e
recolhidos em tubo falcon de 50 mL. Cinquenta microlitros do filtrado
foram transferidos para pogos de placa ELISA. O processamento deu-se
conforme instrugdes do fabricante (Strategic Diagnostics Inc., E.U.A.).
As leituras foram realizadas em aparelho Expert Plus (Asys Hitech
GmbH, Austria) com filtro de 650 nm.

Andlises Estatisticas

Os valores de severidade e concentragdo de fumonisinas foram
transformados pela equacao \x+3 ¢ os valores de incidéncia de graos
sintomaticos pela equagio VP/100 a fim de normalizar os residuos. Os
dados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (p=0,05). O conjunto de todos os dados de cada uma das
variaveis analisadas foi submetido a analise de regressao linear, sendo
concentragdo de fumonisinas a varidvel dependente e incidéncia de
grios com sintomas e severidade da espiga as variaveis independentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ano foram analisadas 336 espigas para a resisténcia a
infecgo causada por F. verticillioides. Nesse ano, a temperatura média
na area experimental foi de 24,3 °C (Tmin. 14,8°C e Tmax. 35,2°C)
¢ a umidade relativa de 80% (Umin. 27,4% e Umax. 100%). No
segundo ano, 517 espigas das mesmas linhagens foram analisadas, com
temperatura média na area experimental de 21°C (Tmin. 7,3°C e Tmax.
33,1°C) e a umidade relativa de 66% (Umin. 23% e Umax. 100%).

No primeiro ano, somente a linhagem R1 apresentou valores de
severidade de podriddo da espiga e incidéncia de graos sintomaticos
significativamente inferiores as linhagens classificadas como
suscetiveis (Tabela 2). No segundo ano, a severidade de podridao
da espiga das linhagens R1 e R3 foram inferiores a das linhagens

pré-classificadas como suscetiveis e a linhagem R1 foi a inica que
apresentou menor incidéncia de grdos sintomaticos em relagdo as
demais linhagens (Tabela 2).

Os valores inferiores dos parametros severidade e incidéncia
da doenga observada na linhagem R1, em relagdo as linhagens
consideradas suscetiveis, podem ser comparados aos valores de algumas
linhagens e hibridos classificados como resistentes na Africa (1). Por
outro lado, essa linhagem (R1) ndo apresentou a mesma resisténcia em
relag@o a concentragdo de fumonisinas, sobretudo no segundo ensaio.
Essa flutuagdo no acumulo de fumonisinas entre linhagens de milho e
até mesmo na mesma linhagem em diferentes safras pode ser devido
ao processo de biossintese da micotoxina ser influenciado pelo isolado
do patdgeno, hospedeiro e condigdes ambientais (15, 19).

A maior incidéncia de doenga ocorreu no primeiro ano, fato que
pode estar associado as condigdes ambientais, que favoreceram o
desenvolvimento do fungo. Nesse ano foram observadas elevadas
temperaturas ¢ elevada umidade relativa, fatores que favorecem o
desenvolvimento da doenga (12,17). Outros fatores, além do clima,
também devem ser relacionados a incidéncia da doenga no campo ¢
acumulo de fumonisinas, como a reducdo do ataque de insetos que
culmina na redugdo da infeccdo de Fusarium verticillioides e niveis
de fumonisinas (3).

Os niveis totais de fumonisinas diferiram significativamente apenas
na linhagem R1, R3 e S1 entre os dois ensaios (Tabela 2). No primeiro,
a concentragdo de fumonisinas foi significativamente inferior nas
linhagens consideradas resistentes quando comparados as linhagens
suscetiveis S1 e S2 (Tabela 2). No segundo ano, somente a linhagem R3
apresentou concentracao de fumonisinas significativamente inferior as
demais linhagens (suscetiveis e resistentes). Esses resultados podem ser
comparados com outros trabalhos, onde foi observada alta variabilidade
em linhagens na Africa do Sul (1) e hibridos de milho nos EUA (6).

A concentracdo de fumonisinas apresentou correlagdo significativa
com a severidade de podriddo da espiga e com a incidéncia de graos
sintomaticos (Figura 1). Embora significativo, a distribui¢do dos pontos
¢ muito distante da linha de regressao. Isso caracteriza baixa relagdo
entre as variaveis dependente (fumonisina) e independentes (severidade
ou incidéncia). Além disso, a regressao foi significativa apenas quando
os dados foram analisados em conjunto para os dois ensaios, ou seja,
quando um maior numero de dados foi utilizado (Figura 1). O mesmo
ocorreu em estudos realizados na Nigéria (1) e em diferentes estados
Americanos (8, 14). Esses resultados podem estar relacionados a, pelo
menos, duas hipéteses: (i) parte dos sintomas causados na espiga foi

Tabela 2. Severidade de podriddo na espiga, incidéncia de graos sintomaticos e concentragdo de fumonisinas em linhagens de milho infectadas por Fusarium

verticillioides através de infec¢do artificial realiazada nos anos de 2007 e 2008.

Primeiro ensaio (2007) Segundo ensaio (2008)
Linhagem Severidade* Incidéncia de graos Fumonisinas Severidad* Incidéncia de grios Fumonisinas
Tratamento podridao de espiga sintomaticos (%) (ng/g) podridao de espiga sintomaticos (%) (ng/g)
R1 1.2 Aa 13.7 Aa 10.7 Ba 1.4 Aa 42 Aa 5.4 Aabc
R2 3.3 Abc 25.3 Bab 5.6 Aa 2.6 Ab 8.0 Aab 2.0 Aab
R3 2.3 Bab 23.1 Aab 6.6 Ba 1.4 Aa 8.8 Aab 1.7 Aa
S1 3.5Bc 29.4 Bb 40.7Bc 2.6 Ab 12.6 Aab 8.9 Abcd
S2 3.3 Abc 30.5Ab 28.6 Abc 4.6 Be 22.7 Ab 17.7 Ad
S3 43 Be 39.3. Ab 15.2 Aab 2.9 Ab 21.9 Ab 13.2 Acd

As diferengas entre os ensaios estdo representadas por letras maiusculas e as diferengas entre linhagens estdo representadas por letras minusculas

X Severidade de podridio de espiga causada por F. verticillioides em espigas avaliadas durante a colheita através de uma escala de nota, onde 1 = sem sintomas, 2 =1 a 3%, 3 =4 a 10%,

4=11a25%,5=26a50%,6=51a75%¢c¢7=76a100% de sintomas na espiga (20)
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Figura 1. Relacao entre concentragdo de fumonisinas e incidéncia de graos sintomaticos e severidade de podridao de espiga (A e B, respectivamente). Os dados
obtidos de plantas de milho inoculadas com Fusarium verticillioides , no ano de 2007 (circulos cheios) e de 2008 (circulos vazios). A severidade da doenga foi
baseada em uma escala de notas, onde 1= sem infec¢@o; 2 =1 a 3% de infecgdo; 3=4a 10%; 4 =112a25%;5=26a50%; 6=51a75% e 7="76a 100 de infecgdo
na espiga e graos. Cada simbolo representa dados obtidos de linhagens individuais de milho.

provocado por isolados diferentes dos inoculados de F. verticillioides
nao produtores de fumonisinas ou que produzem niveis abaixo do
limite detectavel (24) e (ii) a baixa relagdo entre intensidade da doenga
e niveis de fumonisinas seja fator inerente desse patossistema. Essa
ultima hipotese pode ser reforgada por outros trabalhos, os quais
sugerem que fatores genéticos que afetam a infec¢do no grao podem
operar independentes daqueles que afetam a produgdo de fumonisinas
(1), sendo explicado em parte, pela natureza quantitativa dessas duas
caracteristicas (17).

As linhagens R1 e R3 foram confirmadas como fontes de resisténcia
a infecgdo por F verticillioides, contudo, somente a R3 apresentou
resisténcia a produgdo de fumonisinas. Assim, nesse patossistema,
ha pelo menos trés interagdes possiveis entre sintomas e toxinas: (i)
presenca de sintomas nos graos acompanhados de elevados teores de
fumonisinas; (ii) presenca de sintomas nos graos com baixos teores de
fumonisinas e (iii) produgao de toxinas em graos sem sintomas visiveis
de infecgdo (1,8, 17). Desta forma, esforgos devem ser direcionados
na busca de material genético resistentes a ambos os parametros, uma
vez que nem sempre ha correlagdo entre infeccdo de grios e niveis
de fumonisinas (5, 10). No presente estudo foi observado que graos
assintomaticos a podriddo rosada da espiga, ndo garantem a auséncia
de contaminag@o por fumonisinas ou nives abaixo dos limites maximos
de tolerancia (9).

No Brasil, esse foi o primeiro estudo, relacionando a intensidade da
doenca e niveis de fumonisinas em linhagens tropicais de milho, através
da inoculagdo de isolados potencialmente toxigénicos. Nesse trabalho
apenas uma linhagem tropical de milho (R3) foi identificada com
resisténcia a podriddo rosada da espiga e a produgdo de fumonisinas.
Assim, os resultados mostraram a necessidade de selecionar genotipos
em programas de melhoramento genético, para a resisténcia a podridao
de espiga e a produgdo fumonisinas. Por esta razdo, a obtencio
de genotipos resistentes a podriddo de espiga, incidéncia de graos
sintomaticos e¢ produ¢do de fumonisinas, culmina em uma tarefa
mais laboriosa ¢ demorada. Desta forma, praticas que dificultam o
desenvolvimento do fungo como remocdo de grdos sintomaticos e/
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ou danificados durante o beneficiamento e armazenamento e teor de
umidade abaixo de 18%, representam uma medida adicional na reducéo
dos niveis de fumonisina.
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