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RESUMO

Fumonisinas produzidas pdéiusarium verticillioides patégeno primério de milho, desencadeiam
patologias em humanos e animais. O trabalho ten® abjetivo avaliar a toxigenicidade (producao
de fumonisinas) em cinco cepaskleverticillioides (103F, 113F, 119B, 119BR e 97K) submetidas a
constantes repicagens desde o isolamento, comdiatapicagem no periodo de estocagem de 1991 a
2007. Os sub-cultivos (20 cepas) foram reativadonsreio agar batata dextrose e a toxigenicidade
avaliada em substrato milho incubando-se a 25 tApalias. No decorrer destes anos de repicagem-
estocagent:. verticillioidestestadas mantiveram producgédo de niveis detectdedismonisina, sendo
gue 90 % das cepas produziram FB1 (0,28 a 26iP@1) e 85 %, FB2 (0,03 a 781ufdy g-1); duas
cepas apresentaram-se negativas perante produgts aeicotoxinas. Nao obstante, o decréscimo
drastico na toxigenicidade das cepas sugere @ efeitrepicagens aliado a estocagem das cepas na
expressdo de enzimas envolvidas na biossinteseetddlitos secundarios, indicando a necessidade
de avaliar as caracteristicas das culturas antpgodeder qualquer ensaio experimental toxicoldgico

Palavras-chave:Fumonisinas, micotoxind&usarium verticillioides milho.

1 INTRODUCAO

A conservacao da viabilidade e das caracteristioagologicas e fisiologicas € um
requisito fundamental na preservagéo de microrgass Os fungos filamentosos em cultivo
sob constante repicagem apresentam uma elevadenteéagbara a mudanca espontanea, seja
morfologica (setorizacéo, por exemplo) ou fisiot@g(producéo de metabdlitos secundarios),
provavelmente relacionada as condi¢cfes de cubiliealos ao niumero de geracdes (SANTOS
et al., 2002).
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Inimeros métodos disponiveis para a conservacamlmana dependem da natureza
do organismo e sua futura utilizacdo (RYAN et2002). Dentre os métodos de conservacéao,
citam-se 0s repiques sucessivos em meio de cuftara manter a viabilidade celular.
Todavia, as mdultiplas transferéncias afetam a iittade genética original e, muitas
caracteristicas podem ser modificadas ou perdidiamptacédo (AZEVEDO, 1991).

Tradicionalmente, a avaliacdo rotineira de cultfilagica em estoque envolve
estimativa da viabilidade, observacdo das caratité morfoldgicas e fisioldégicas, com
atencdo especial a manutencdo da toxigenicidadedaodexr importdncia em pesquisas
referentes a seguranca alimentar. Entre os fungostorigénicos da cadeia produtiva de
milho, o Fusarium verticillioidesdestaca-se na pdés-colheita nas imediacdes daléapec-
secagem, por gerar perdas no rendimento, valoicimral, além de qualidade fitossanitaria
devido a producéo de fumonisinas (MUNKVOLD & DESJAIR'S, 1997). As fumonisinas
sao classificadas no grupo 2B, ou seja, possia@ndgenas ao homem pela Internacional
Agency for Research on Cancer (IARC, 1993) e, teido sresponsavel pela
leucoencefalomalacia equina (SYDENHAM et al., 199@jlema pulmonar em suinos,
hepatocarcinogenicidade e hepatoxicidade em ra@®@ELDERBLOM et al., 2004),
carcinogenicidade em roedores (VOSS et al.,, 20@8)ucédo da viabilidade e atividade
fagocitica de macréfagos em aves (CHATTERJEE; MURBIEE, 1994).

O presente estudo analisou a producdo de fumor({iEBiae FB2) em cinco cepas de
F. verticillioidesisoladas em 1991 de racdo animal, submetidosessivos subcultivos, com

diferentes datas de reativagcéo para nova estocaigeonano de 2007.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS
2.1.1 Substrato Eusarium verticillioides
O substrato utilizado para avaliar a toxigenicidadesistiu de milho hibrido simples

P30F53 (Pioneer®), cultivado na safra 2007, didpbmado pelo Instituto Agronémico do

Parana.
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Cepas dd-. verticillioides 97K (1 cepa), 103F (14 cepas), 113F (3 cepasB 119
cepa) e 119BR (1 cepa), com datas de repique 28&%® a 2007, pertencentes a colecao de
cepas do Departamento de Ciéncia e Tecnologia ieeAtos da Universidade Estadual de
Londrina (UEL), foram originalmente isoladas dedes; envolvidas em surtos de intoxicacao

animal no ano de 1991 no Estado do Parana.

2.1.2 Procedimento operacional

As cepas dé&. verticillioidesforam isoladas de racdes animais em 1991, empategan
agar peptona pentacloronitrobenzeno, agar peptichbohn cloranfenicol e PCNB 2-amino
butano. Volume de 0,5 mL da suspenséo de racamaiem agua peptonada 0,1 % (10 -1 a
10 -4) foi plaqueada na superficie de agar em datalie, 5 a 10 colbnias representativas de
Fusarium sp. em cada plagueamento foram transferidas pdo@ ¢ontendo agar batata
dextrose inclinado, para proceder cultura monoéspOrA cepa oriunda da cultura
monoesporica foi inoculada em carnation leaf ag&LA, selecionando-se 42 cepas para
prosseguir com identificagdo microscopica. A torigelade de cepa foi avaliada
imediatamente inoculando-se 10 6 propagulos mL-blaca de Petri (90 x 20 mm) contendo
10 g de milho triturado e 10 mL de &agua destilaslapmetidos previamente a duas
autoclavagens (121 °C/30 min). As culturas foraouliadas a 25 °C por duas semanas € a
fumonisina quantificada por CLAE (SHEPHARD et d990, modificada por UENO et
al.,1993) . Ao longo dos anos seguintes, as mesapEs reativadas-repicadas permaneceram
a 4 °C no meio agua batata dextrose. Vinte destesdtivos foram ativados em 2007 em
agar batata dextrose inclinado a 25 °C por 15 djaa producdo de fumonisina avaliada

conforme efetuado no ano de 1991.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

O nivel de fumonisina produzida no substrato mgbo 42 cepas dE. verticillioides
monoesporadas isoladas de racdo envolvida em ¢aigo animal, no estagio de recém-
isolamento em 1991 mostrou-se elevado, atingint@adade 9,32 a 54,21 mg g-1 de FB1 e
3,88 a 34,92 mg g-1 de FB2, com énfase a cepa td8#89,13 mg g-1 de fumonisina total.
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Procedendo a analise de toxigenicidade, no ano 0f¥,2em 20 cepas dE.
verticillioides originalmente isoladas em 1991 e mantidas sobssivoes subcultivos, 90 %
das cepas produziram niveis detectaveis de FB8 €02610,6ug g-1) e 85 %, de FB2 (0,03
a 781,1ug g-1), poréem duas cepas perderam a capacidaderatlico (Tabela 1).
Consequentemente, no decorrer de dezesseis argegsivas repicagens, as cepas.de
verticillioides que mantiveram maior toxigenicidade (> 100§ g-1) foram a 103F
(codificacao 9 e 14), 119BR (codificagdo 18), 97¢0dificacdo 20), com producdo de
fumonisina total (FBtotal) de 1662,73; 3391,72; @, d3 e 1685,199 g-1, respectivamente
(Tabela 1). As cepas 113F e 119B (codificacdo 85,17 e 19) reduziram a capacidade de
producao de fumonisinas, atingindo a faixa de réieatiavel (N.D.) a 0,3dg g-1.

FBtotal analisada em 2007 apresentou decréscirfé,8¢%, 92,4 %, 96,8 % e 95,4 %
nas cepas codificadas 9, 14, 18 e 20, respectivemem relacdo a mesmas cepas em 1991
(Tabela 1).

A diferenca na producdo de fumonisinas entre asoccepas dé&. verticillioides
principalmente entre os 14 subcultivos de 103F5(6,8391,72.g g-1 de FBtotal) ocorreu
devido a constantes repicagens sequenciais, aiadempo prolongado de armazenamento,
repercutindo provavelmente na patogenicidade. @utNo no meio esterilizado tem sido
método simples e comum na manutencdo de viabilidatidar, mas com possibilidade de
alteracdo morfolégica e/ou fisiologica aliado a daerde patogenicidade original
(FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1975). Recomenda-se iniciar cultura com conidio
monoesporico, assim como evitar meio rico em cdrtd para manter a estabilidade
genética (NELSON, 1992).

O presente estudo demonstrou diferentes niveisud®rfisinas produzidos por
diferentes cepas de. verticilliodes provavelmente afetada por inadequacao no subaplti
aliado ao longo periodo de manutencgéo sob estaggmdegundo Abramson et al. (1998), o
géneroFusarium em cultivo, apresenta variabilidade morfologicaepiques repetitivos em
meios de cultura laboratorial podem desencadeaagéot Kim (1997) observou setorizagéo,
variacdo morfologica e pigmentacdo em culturaFdeoysporumsubmetido a repicagens
sucessivas. Ryan et al. (2002) observaram compent@amsimilar em outros géneros
fungicos, i.e. a formacdo de setores E@rtarhizium anisopliagque diferiram da cultura
parental na morfologia, producdo de enzimas, mbtabosecundarios e reducdo da

esporulagéo.
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Tabela 1. Reducéo da toxigenicidade lenverticillioidessubmetidas a repiques-estocagem a

4 °C até 2007 em relagdo a mesmas cepas recémasam 1991

F. verticillioides Ano 2007
% reducao
Ano 1991 _ Fumonisinas fig g%
Cepas Caodigo (1991-2007)
FBrotal (19 97) FB, FB,  FBuow
1 80,76 19,83 100,59 99,8
2 32,77 11,25 44,02 99,9
3 495,79 106,80 602,59 98,6
4 351,73 95,52 447,25 99,0
5 38,37 7,90 46,27 99,9
6 145,74 57,70 203,44 99,5
7 463,17 155,10 618,27 98,6
103F 44620,00 8 468,06 141,25 609,31 98,6
9 1.259,1 403,63 1.662,73 96,3
10 298,71 73,98 372,69 99,3
11 435,44 115,87 551,31 98,8
12 330,44 103,22 433,66 99,0
13 7,35 3,47 10,85 99,9
14 2610,65 781,07 3391,72 92,4
15 0,28 0,03 0,31 100,0
113F 89130,00 16 0,34 N.D. 0,34 100,0
17 N.D. N.D. N.D. 100,0
119BR 31150,00 18 748,08 252,35 1.000,43 96,8
119B 33730,00 19 N.D. N.D. N.D. 100,0
97K 36790,00 20 1.171,17 514,02 1.685,19 95,4

N.D. = ndo detectavel, isto é, abaixo do limited#geccdo do método para £8 FB, 27,5 e 35,3 ng g
respectivamente.
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3 CONCLUSAO

A estabilidade de isolados fungicos perante toxage@ade em cultura é
imprescindivel para garantir os resultados expeniaig, sendo que a colecdo de culturas
desempenha papel imprescindivel para o patrimGalodico.
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