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RESUMO - Fusarium verticillioides € o mais prevaente fungo associado com aimentos
pertencentes a dieta humana e anima, em especid milho e subprodutos. Tem grande
importancia por serem toxigénicos, produzindo principamente as fumonisinas. Alguns estudos
tém demonstrado a diminui¢cdo na contaminagdo por fumonisinas em milho transgénico, devido
a queda na infestacdo por insetos, logo, dificultando a entrada de fungos toxigénicos. O
objetivo deste trabalho foi comparar a micobiota no milho convencional (controle) e
transgénico, respectivamente: 2B710 e 2B710 Herculex (Hx); AG8088 e AG8088 VT PRO;
30F35 e 30F35 YieldGard (YG). Para o isolamento dos diferentes géneros fungicos, utilizou-
se 0 méodo da semeadura direta em meio Agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol e para a
identificagdo molecular utilizou-se sequenciamento parcial do gene do fator de elongacéo 1-.
Os géneros identificados em ordem decrescente de frequéncia foram: Fusarium, Penicillium,
Trichoderma, Neurospora, Cladosporium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Curvularia,
Acremonium e Alternaria. Observou-se maior contaminagdo nas amostras controle, com
excegd0 do hibrido 2B710 Hx. Comparando-se a frequéncia relativa do Fusarium
verticillioides nos diferentes hibridos, verificou-se menor contaminacdo nos transgénicos, com
excecdo do hibrido AG8088 VT PRO. Os resultados indicam maior resisténcia dos graos de
milho transgénicos a micobiota.
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Introducéo

A cultura do milho pode ser considerada como uma das mais importantes no cendrio
agricola brasileiro. As principais doencas associadas ao milho, no Brasil, sdo causadas por
virus, bactérias e fungos. Um dos principais efeitos do crescimento fangico é a producédo de
compostos toxicos (micotoxinas), produzidas principamente pelos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillium (POMERANZ, 1982; CASA e REIS, 2003).

Fusarium verticillioides € a principal espécie produtora de fumonisinas, grupo de
micotoxinas que ocorre naturalmente no milho e em produtos a base de milho, podendo
associada ao cancer esofégico em humanos e defeitos congénitos do tubo neural (MARASAS,
2004). A temperatura e a atividade de agua minima para o0 crescimento dessa espécie séo 2°C a

37 °C e 0,87, respectivamente. Para a producdo de fumonisnas a Aa minima é 0,90
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(CAHAGNIER et d., 1995).

Atualmente, através da utilizacdo de plantas que expressam o gene bt clonado da
bactéria Bacillus thuringiensis, bactéria gram-positiva que produz « -exotoxinas, e-exotoxinas
e «-endotoxinas, foi possivel a obtencdo de gendtipos de milho resistentes s principais pragas
como Spodoptera frugiperda (lagarta do cartucho). Alguns estudos tém demonstrado a
diminuigdo na produgdo de fumonisinas por F. verticillioides em milho Bt, como o trabalho de
Papst et al. (2005).

A reducdo nos niveis de fumonisinas pode ser explicada pela reducéo da infestaco por
insetos nos gréos, impedindo o desenvolvimento do fungo. Estes fatos, associado ao grande
sgnificado econdmico da cultura do milho, as perdas econdmicas decorrentes da contaminacéo
por fungos e pelas micotoxinas, principalmente fumonisinas, e a tendéncia, no Brasl, de
substituicdo do milho convencional pelo transgénico (Bt) motivaram a presente pesquisa que
tem como objetivo principal avaliar a micobiota de amostras de milho transgénico (Bt) e

convencional.

Materiais e M éodos

Foram analisadas 240 amostras de milho transgénico (40 de cada gendtipo): 1-
genétipos 2B710- controle e 2B710 Hx- transgénico; 2- 30F35- controle e 30F35 Y G-
transgénico; 3- AG 8088- controle e AG 8088 VT PRO-transgénico. Estes foram cultivados
pelo Programa Milho e Sorgo IAC/APTA do Instituto Agrondmico - IAC, no municipio de
Cruzdlia, Sdo Paulo. A amostragem foi realizada segundo metodologia proposta por Delp et
a. (1986), coletando espigas em parcelas uniformes. Para cada hibrido foram instaladas 4
parcelas de 8 linhas de 10 m de comprimento. Coletaram-se 10 espigas de cada parcela,
retiradas da 4%linha a partir da sé&tima planta.

De cada sub-amostra (1 kg) de milho foram retirados, aproximadamente, 30 g para
desinfeccdo em solugdo de hipoclorito de sodio (2%) por 3 minutos. Apos a desinfeccdo 0s
gréos foram lavados, por 3 vezes, com &gua destilada esterilizada. Trinta e trés gréos foram
selecionados a0 acaso e semeados diretamente em placas de Petri contendo Agar Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol. Foram utilizadas 3 placas contendo 11 gréos para cada uma das
amostras, incubadas a 25°C por 5 dias. As col6nias foram transferidas para Agar Batata (PDA)
e Agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA), sendo incubadas a 25 °C por 5-7 dias. As col6nias de
diferentes tipos morfologicos foram isoladas em Agar Batata e submetidas a identificagio em

nivel de género. Entretanto, aqueles pertencentes ao género Fusarium foram classificados até
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espécie, de acordo com os seguintes compéndios: Pitt e Hocking, 1997; Ledie e Summerell,
2006.

A atividade de agua dos graos de milho foi determinada utilizando-se 0 equipamento
AquaLab CX-2 (Decagon, Washington, EUA).

A identificacdo morfoldgica dos fungos do género Fusarium foi confirmada através do
sequenciamento parcial do gene do fator de elongagéo 1-+, utilizando os primers forward e
reverse, ef-1/ef-2 (» 650 pb), como descrito por Geiser et al., 2004.

Para a obtencdo da biomassa fungica, as cepas selecionadas foram semeadas em placas
de Petri contendo o0 meio Y es ( &gar-sacarose-extrato de levedura) e incubadas por 5 dias a 25
°C. Ap0s esse periodo, os micélios das placas foram retirados, acondicionados em microtubos
e mantidos & — 20°C. Posteriormente, 0 DNA gendmico das cepas de F. verticillioides foi
extraido conforme o manua de instrugdes do kit Easy-DNA (Invitrogen). A quantificacéo e a
verificagdo do grau de pureza das amostras foram realizadas em Nanodrop (Life
Technologies).

O fragmento de aproximadamente 650 pb foi amplificado em termociclador Applied
Biosystems Thermocycler GeneAmp® 9700, utilizando-se os iniciadores conforme descrito por
Geisen et a. (2004). Os produtos da reagdo foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose (2%) com TBE 0,5x e corados com safe DNA (Invitrogen). O marcador de peso
molecular utilizado foi de 1 Kb DNA ladder (Invitrogen). A presenca das bandas foi
visualizada pela exposicdo dos géisaluz UV.

O fragmento gerado foi purificado utilizando o kit para purificacdo Qiaquick Spin
Handbook (Qiagen). Posteriormente, as amostras foram quantificadas utilizando o
equipamento Nanodrop (Life Technologies).

A reacdo de sequenciamento foi realizada em termociclador Applied Biosystems
Thermocycler GeneAmpR 9700, utilizando 2 pL do BigDye Terminator v3.3. (Applied
Biosystems), 2 uL do tampéo para BigDye, 1 uL do iniciador (5 uM), 4 puL de &gua Milli Q
esterilizadae 1 pL de DNA (10 a 20 ng).

Apos areacdo, as amostras foram purificadas utilizando 40 pL de isopropanol 60%, em
seguida, incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Apés centrifugag@o por 3000 rpm
(30 minutos), o sobrenadante foi descartado e 150 L de etanol 65% adicionados. O
material foi centrifugado novamente a 3800 rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado,
este Ultimo passo foi repetido mais uma vez e,em seguida, o tubo foi seco em Speed Vacum.

As amostras foram ressuspendidas em formamida Hi-Di (Applied Biosystems),
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desnaturadas a 95 °C por 2 minutos e incubadas em gelo por 1 minuto. Em seguida foram
aplicadas as colunas capilares contendo o polimero POP6 no seqlienciador automéatico Abi
Prism R Genetic Analyser (Applied Biosystems). As sequiéncias foram editadas utilizando o
software BioEdit v7.0.9.0 e posteriormente ainhadas com o Blast do banco de dados
Fusarium 1D v1.0 (http://isolate.fusariumdb.org) (Geiser et a., 2004).

Resultados e Discussao

Andlise da micobiota de 240 amostras de gréos de milho recém-colhido dos hibridos
2B710, 30F35 e AG8088 (controle e transgénico), provenientes da regido de Cruzdlia (Séo
Paulo), revelou a presenca de fungos filamentosos na totalidade das amostras, destacando-se
Fusarium verticillioides como o fungo mais frequente.

Das 80 amostras de grdos de milho, referentes ao hibrido 2B710 (controle e
transgénico - Hx) foram isolados os seguintes géneros fungicos em ordem decrescente de
frequéncia: hibrido controle - Fusarium (75,4%), Penicillium (40,52%), Cladosporium
(3,2%), Neurospora (2,8%), Trichoderma (2,2%), levedura (1,74%), Aspergillus (1,73%),
Mucor (0,45%), Rhizopus (0,40%), fungo néo esporulado — FNE (0,23%), Curvularia (0,1%).
A Aa variou de 0,74 a 0,94 (média 0,90); Hibrido transgénico - Penicillium (66,8%),
Fusarium (54,5%), Trichoderma (12,6%), levedura (3,68%), FNE (1,36%), Cladosporium
(0,7%), Neurospora (0,67%), Acremonium (0,08%), Aspergillus (0,07%). Os valores de Aa
variaram de 0,93 a 0,94 (média: 0,96). Pertencentes a0 género Fusarium constatou-se
somente a presenca da espécie F. verticillioides, tanto nos gréos transgénicos quanto nos
iSogénicos.

Das 80 amostras de gréos de milho do hibrido 30F35 (controle e transgénico - YG),
foram isolados os seguintes géneros fungicos em ordem decrescente de frequéncia: Fusarium
(91,8%), Penicillium (40,7%), Trichoderma (10,2%) Cladosporium (4,7%), Aspergillus
(1,4%), Mucor (1,4%), Rhizopus (0,15%), Alternaria (0,08%). A Aa variou de 0,87 a 0,98,
com média de 0,93; Hibrido transgénico - Fusarium (84,1%), Penicillium (34,7%),
Trichoderma (5,2%) Cladosporium (2,3%), Neurospora (1,7%), Aspergillus (0,9%), Mucor
(0,2%), Rhizopus (0,08%). A Aavariou de 0,92 a 0,97 (média: 0,95).

Dentro do género Fusarium, as espécies isoladas foram: F. verticillioides e F.
bulbicola (amostra 19 — hibrido 30F35 controle).Vae sdientar que a espécie F. bulbicola,
isolada principadmente de flores como narciso (Narcissus sp.) e nerine (Nerine sp.), esti4
associada ao apodrecimento do bulbo das plantas (LESLIE e SUMMERELL, 2006).
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Com relagéo as 80 amostras referentes ao hibrido AG8088 (controle e transgénico —
VT PRO), observou-se a presenca dos seguintes fungos: Controle - Fusarium (59,5%),
Penicillium (30,1%), Neurospora (17%), Trichoderma (10,9%), Cladosporium (1,4%),
Aspergillus (1,1%), Mucor (1,1%), Rhizopus (0,8%), levedura (0,7%). A Aavariou de 0,87 a
0,96, com média de 0,91; Transgénico - Fusarium (81,5%), Penicillium (17,8%), Neurospora
(4,6%), Trichoderma (3,3%), Mucor (1,8%), Aspergillus (0,8%), Cladosporium (0,3%), FNE
(0,08%). A Aavariou de 0,86 a 0,93, com média de 0,91. Com relagdo ao género Fusarium,
identificou-se apenas a espécie F. verticillioides.

Das 235 cepas de Fusarium spp. isoladas das amostras de milho (transgénico e
convencional), 234 foram classificadas como pertencentes a espécie F. verticillioides,
utilizando o sequenciamento parcial do gene do fator de elongacéo 1+ (TEF-1 ¢). Constatou-
se, também, o isolamento uma cepa de F. bulbicola A predominancia de F. verticillioides,
principal espécie produtora de fumonisinas, em todos os hibridos estudados vem ao encontro
dos resultados obtidos por diversos pesquisadores que mencionam a referida espécie endofitica
como a principal contaminante de grdos de milho, podendo contaminar até 100% das
amostras, dependendo do lote (MILLS, 1989).

Relacionando a frequéncia do género Fusarium com os niveis de Atividade de &gua
(Aa), observou-se maior frequéncia de isolamento do fungo em Aa média de 0,93 (91,8%), no
hibrido 30F35 (controle), e menor frequéncia em Aa média de 0,96 (54,5% - hibrido 2B710
Hx). Segundo Lacey, et al. (1991), os niveis minimos e maximos de atividade de &gua para o
crescimento de F. verticillioides variaram de 0,87 e 0,98, valores que coincidem com oS
encontrados nesta investigagao.

Alguns trabalhos tém demonstrado a reducdo de Fusarium spp., como também da
contaminacdo por fumonisinas em gréos de milho transgénico (PAPST et a. 2005). Em 2002,
Bakan et al., compararam a micobiota de gréos de milho Bt (expressam a toxina Cry1Ab) e de
gréos convencionais isolados, da Franca e da Espanha e demonstraram que F. verticillioides
foi a espécie mais frequente, tanto no Bt, como no convencional. Entretanto, os autores
constataram massa flngica de 4 a 18 vezes menor no milho Bt comparado com o isogénico.

No presente trabalho, observou-se reducdo da frequéncia fungica nos gréos
transgénicos dos hibridos AG8088 e 30F35 (Figura 1). As tecnologias utilizadas nesses dois
hibridos sdo capazes de expressar as toxinas crylAb (YG — 30F35) e cry 1A.105 (cry 1Ab +
cry 1Ac + crylF + Cry 2Ab2) + cry 2Ab2 (VTPRO — AG8088). A primeira esté envolvida

com a morte dos insetos na fase adulta e a segunda na fase larval e adulta, além de propiciar a
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morte de insetos resistentes as toxinas cry disponiveis atuamente. Com relacdo a frequéncia do
género Fusarium, houve reducéo da contaminagdo nos gréaos transgénicos 2B710 e 30F35.

A tecnologia Herculex utilizada no hibrido 2B710 é eficiente na morte dos insetos na
fase larval e adulta, dém disso, observou-se reducdo da frequéncia de Fusarium spp. em
27,3% nos graos 2B710Hx em relagdo ao controle. J& atecnologia Y G proporcionou reducdo

da contaminacdo por Fusarium spp. de 8,4% em comparagdo com o controle (Figura 2).

Conclusdes
A redizacdo deste trabalho permitiu chegar as seguintes conclusdes. 1- o género
Fusarium foi encontrado em sementes de todos os hibridos, sendo a espécie F. verticillioides a
mais predominante; 2- a tecnologia transgénica reduziu mais a contaminagdo fungica, nos
gréos de milho, em relacdo a tecnologia convenciona; 3- a utilizacdo do gene do fator de
elongacdo 1-» para confirmacdo da identidade das espécies de Fusarium, isoladas através do
sequenciamento desta regido, provou ser adequada, permitindo uma correlagdo de

aproximadamente 99,4% da identificagdo morfoldgica com aidentificagdo molecular.
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Figura 1. Porcentagem de contaminacao fungica nos hibridos 2B710, 2B710Hx, 30F35, 30F35Y G, AG8088 e
AG808VTPRO
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Figura 2. Porcentagem de contaminaco por Fusarium spp. nos hibridos 2B710, 2B710Hx, 30F35, 30F35Y G,
AGB8088 e AG8088 VTPRO de milho
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