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RESUMO

BARROSO, V. M.Micobiota e ocorréncia de fumonisinas em diferentes genétip de
milho transgénico (Bt). 2013. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2013.

Os principais fungos que acometem o mil@@g maysL.) sdo Fusarium, Aspergilluse
Penicillium No Brasil, o géner&usariumé comumente associado aos gréos de milho sendo
algumas espécies capazes de produzir elevados niveis de fumonishados Etém
demonstrado diminuigdo na contaminac¢ao por fumonisinas em milho trans@éiizacéo

do genecry), devido a queda da infestacdo dos insetos nos gréos e, consequentemente,
dificultando a entrada de fungos toxigénicos. O presente trabalho teve coetivoobj
pesquisar a micobiota e a presenca de fumonisinas em diferentegoagerdd milho
transgénico (Bt) e seus respectivos hibridos controle. Foram daali@d0 amostras dos
genotipos: 2B710 (Controle) e 2B710 Herculex (Hx); AG8088 (Controle) e AG8088 VTPRO;
30F35(Controle) e 30F35 YieldGard (YG). A micobiota dos grdos, realizdaldéoaica da
semeadura direta em superficie em meio de Agar Dicloran Resgala Cloranfenicol
(DRBC), revelou a presenca dos seguintes géneros em ordem decrescémgliéncia:
Fusarium, Penicillium, Trichoderma, Neurospora, Cladosporium, Aspergillus, Mucor,
Rhizopus, Curvularia, Acremonium Alternaria As espécies do génefeusarium, apos
serem identificadas por método morfologico classico, foram tambkaébmetidas a
identificacdo molecular, através do sequenciamento parcial do gene do fatmgde@d .

A atividade de agua meédia nas amostras variou de 0,90 (2B710) a 0,96 (2B710 Hx).
Comparando a micobiota entre os hibridos controle e transgénico, observaiese m
contaminagdo nas amostras controle com excecao do hibrido 2B710, quetapneseleve
aumento na contaminagcdo na tecnologia transgénica Herculex. A frequélativa do
géneroFusariumnos diferentes hibridos revelou menor contaminagédo nos transgénicos, com
excecao do hibrido AG8088 VT PR®usarium verticillioidesfoi o fungo mais frequente
tanto nos transgénicos como nos controles. Analise de fumonisinas dosreméipada por
Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE), reveloprasenca de fumonisina BB;)

em 222 (92,5%) das amostras analisadas e fumonisifgB3) em 113 (47,1%) delas. Do
total de amostras analisadas, 71 (29,6%) apresentaram niveis deicacd® acima 2000
png/Kg, limite méximo estabelecido pela legislagcdo brasilgiema a somatdria das
fumonisinas B + B, Estatisticamente,ndo se constatou nos gendtipos 2B710 e 30F35 indicios
de variagdo na producgédo de fumonising B, e total nas variedades transgénica e n&o
transgénica. Ja para o gendétipo AG8088 houve indicios de menor producdo de furBgnisina
e menor producdo de fumonisina total na variedade transgénica.

Palavras-chave Fusarium verticillioides.Micoflora. Hibridos. Milho. Atividade de agua.
Transgénicos.



ABSTRACT

BARROSO, V. M. Mycobiota and occurrence of fumonisins in different genotypesf
transgenic corn (Bt). 2013. 87p. Masters thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2013.

The main fungi that attack cor@dg¢a mayd..) areFusarium AspergillusandPenicillium In
Brazil, the genug-usariumis commonly associated with corn kernels and some species are
able to produce high levels of fumonisins. Studies have shown decreaseditataniy
fumonisins in transgenic maize (usiogy gene) due to fall of infestation of insects in seeds,
and therefore hindering the entry of toxigenic fungi. The present stoddo investigate

the presence of mycobiota and fumonisins in different genotypes rafgamic corn (Bt)
hybrids and their respective control. We analyzed 240 samples of gesid@2g¥d.0 (Control)

and 2B710 Herculex (Hx), AG8088 (Control) and AG8088 VTPRO, 30F35 (Control) and
30F35 YieldGard (YG). The mycobiota of grain, using the technique of datathg on
surface through the middle of Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRAg@r,
revealed the presence of the following genres in decreasing ord@i@qoéncy:Fusarium,
Penicillium, Trichoderma, Neurospora, Cladosporium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus,
Curvularia, Alternaria and Acremonium Species of the genuBusarium after being
identified by classical morphological method, were also subjectettecular identification

by partial sequencing of the gene elongation factar The average water activity in the
samples ranged from 0.90 (2B710) to 0.96 (2B710Hx). Comparing the mycobiotaehetwe
control and transgenic hybrids, we observed a higher contamination in camples except
2B710 hybrid, which showed a slight increase in contamination in tramgsgarculex
technology. The relative frequency &lusarium in different hybrids revealed lower in
transgenic contamination, with the exception of the hybrid AG8088 VTPR@.fungus
Fusarium verticillioideswere more frequent in both transgenic and controls. Analysis of
fumonisins grain held by High Performance Liquid Chromatography (HP&@ated the
presence of fumonisin,gFB;) in 222 (92.5%) of the samples and fumonisi(BB,) in 113
(47.1%) them.The total samples analyzed, 71 (29.6%) had contaminationdlegets 2000
ng/kg, maximum limit established by brazilian legislation for th®ant of fumonisin B +

B,. Statistically, it was found in genotypes 2B710 and 30F35 evidence ofioranatthe
production of fumonisin B B, and total in transgenic and non-transgenic varieties. As for the
genotype AG8088 was no evidence of lower production of fumonisinaml lower
production of fumonisin total in transgenic variety.

Keywords: Fusarium verticillioidesMycoflora. Hibrids. Maize. Water activity. Transgenic.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Milho

O milho também conhecido comabati, auati e avati (HOUAISS, 2009), é uma
monocotiledénea pertencente a familia Pogag@@eroZea,espécieZea mayd.. Para o seu
desenvolvimento necessita de luz, temperatura entre 25°C a 30°C etgu&eigluvial
minima de 400 mm (BENSON; PEARCE, 1987).

Essa planta teve sua origem na mesoamérica (Fig. A.1), um dosnpaitantes centros
de domesticacdo de vegetais, a regido compreende do Tampico, no Gléxido, até a
parte meridional de Sinaloa, no Pacifico, limitada ao sul com HondurBscaragua
(MACHADO; MAGNAVACA, 1991).

Segundo Pohl (2007), o inicio da cultura do milho data cerca de 7000 anomaFgi&io
do Golfo do México, sendo descendente da planta Teosinto Mexiaaan@ysubsp. lltis e
DoebBley). Com o descobrimento da América,o milho foi levado p&spanha, Franca e
Italia, onde, a principio, era cultivado em jardins como planta ex@®ticaamental. Uma vez
conhecido seu valor alimenticio, passou a ser difundido por toda a Eusipa, pelo Norte
da Africa. Atualmente, é produzido praticamente em todo 0 mundo, excetegiss que
apresentam limitacdes climaticas (MOURA; OLIVEIRA, 1980).

Os graos de milho sao geralmente, amarelos ou brancos, podendo apderdcoes
variando desde o preto até o vermelho. O peso individual do graoerariagdia, de 250 a
300 mg e sua composicdo meédia em base seca € 72% amido, 9,5% proteifiaig 826
maioria detergente neutro) e 4% o6leo.Conhecido botanicamente como uma cariopsdgo gra
milho é formado por quatro principais estruturas:endosperma, gérmemrpericasca) e
ponta (PAES, 2006).

A importancia econdbmica desse cereal caracteriza-se pelassali formas de sua
utilizacdo, que vao desde a alimentacdo animal até a inddstr@dta tecnologia, como a
producéo de biofilmes e embalagens biodegradaveis (Quadro B.1). Cerca de 70%gioprodu
mundial de milho é destinado a alimentacdo animal, podendo este pdrchaga a 85%,
em paises desenvolvidos. Em termos gerais, apenas 15% de toda a producaicdestimdi-
se ao consumo humano, de forma direta ou indireta (PAES, 2006).

A cultura do milho pode ser considerada como uma das mais importantenarm

agricola brasileiro. E fundamental para as cadeias produtivagslesainos e bovinocultura
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leiteira, uma vez que € o principal insumo da racdo animal (COMPANACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2011).

Na alimentacdo humana é utilizado natura e na forma de subprodutos como péo,
farinha e massas (CANTARELLA, 1993). O Brasil € consideratikragiro maior produtor
desse grdo no cenério mundial, ficando atras somente dos Estados Ubidog, ehegando
a atingir aproducao de 57,5 milhdes de toneladas na safra 2010/2011. (CONABe 2011)
producao de 72,8 milhdes de toneladas na safra 2011/2012 (CONAB, 2012).

A cultura do milho pode ser afetada por muitos problemas destacan@otiidade do
solo, época de semeadura, potencial produtivo do hibrido e atague de agentEs como
plantas daninhas, insetos e doencas.As principais doencas assariailas,ano Brasil, sao
causadas por virus, bactérias e fungos.Os efeitos do crescimento faolgiem: diminuicdo
do poder de germinagdo, emboloramento visivel, descolora¢éo, odor dessgretda de
matéria seca, aquecimento, mudang¢as quimicas e nutricionais, pgudtidade e producao
de compostos toxicos, micotoxinas (POMERANZ, 1982). Essas micotoxinas sao
normalmente produzidas pelos génefapergillus Fusariume Penicillium (CASA; REIS,
2003).

Os principais insetos-praga que atacam esta culturéSpadoptera frugiperdélagarta-
do-cartucho) eHelicoverpa zedlagarta-da-espiga), Biatraea saccharaligbroca-do-colmo)
(DUARTE et al., 2007).

Diante das vias de contaminacdo do milho, o controle da contaminac&ngos no
campo pode ser feito por melhoramento genético, pela selecdo des plesitentes,
dispensando-se o emprego de defensivos agricolas e contribuindo paravagies# meio
ambiente (COSTA et al2003).

1.2 Micobiota do milho

Os graos de milho séo colonizados por uma ampla variedade de funggsdgréolheita.
A espécie predominante dependera de fatores abidticos e bidticokdemarticularmente
susceptivel a colonizacdo fungica, ap0s ocorrer a emergéncia do (MLLER et al.,
1994).

A contaminacdo pode ocorrer desde o cultivo até a colheita, podenderogorr
transporte, armazenamento e nas diferentes fases de producédodeexmior intensidade

sobre condi¢cbes de temperatura e umidade favoraveis (FRISVADSOA, 1991). Apos a
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colheita, o crescimento fungico depende da acdo de muitos fatores cividad® de dgua
(Aa) da semente, da temperatura, da umidade, da aeracdo, damtarepbioldgica, da
acdo de insetos, da contaminacdo interna das sementes, de tadamémicos e da
exposicdo a umidade (HESSELTINE, 1976).

O géneroFusariumé o principal género fungico que causa deterioragdo no milho, sendo
as espécies dE. graminearium, F. verticillioidese F. subglutinansas mais frequentes
(MARASAS; NELSON; TOUSSON, 1984). As espécief, graminearum e F.
verticillioides, sdo consideradas os principais patdégenos do milho, invadindo através dos
sitios de danos causados por insetos (MILLER; REID; HARRIS, 200F)emanto,F.
verticillioides e espécies afins, incluindaproliferatum parecem ser comensais e endémicas
no milho, na maior parte do mundo (LESLIE; SUMMERELL, 2006)F Overticillioides
predomina em regides tropicais e areas temperadas Umidas pmasoéreqliente em zonas
temperadas frias. Por sua véz, graminearumpredomina em regides de clima tropical a
temperado (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Além do génerdrusarium, outros fungos sdo também encontrados no milho, como o
Aspergillus flavuse o génerdenicillium (PITT; HOCKING, 2009). A espécie fuangica mais
comumente associada a semente de milho no Brasilerticillioides(CASA; REIS, 2003).

Lillehoj e Zuber (1988), analisando grédos de milho submetidos a sedage apds a
colheita provenientes de diversos paises, verificaram que 928&taessras provenientes do
Brasil estavam contaminadas cdausarium spp., 25% porPenicillium spp. e 8% por
Aspergillusspp.

Em pesquisa realizada por Castro, Soares e Ful&d85), com milho recém-colhido no
Brasil, foram isolados os seguintes funglspergillusspp., A. flavus, A. niger, Penicillium
spp, Fusariumspp., F. verticillioides e A. ochraceuscom maior incidéncia nos géneros
Fusariume Penicillium.

Almeida et al (2000), estudando 66 amostras de trés hibridos de milho (BR-201, C-91,
CX-322) recém-colhidos, provenientes de trés regides do estado dad¢A3sis, Capao
Bonito e Ribeirdo Preto). Em Assis, 0 géneEwsariumfoi o mais frequente (80%), seguido
pelo Penicillium (40%) eAspergillus(23,3%); na regido do Capao Boniteysariumspp.
(55%), Penicillium spp. (50%) eAspergillus (22,2%), e em Ribeirdo Pretdusarium
(77,8%), Penicillium (50%). Do génerd-usarium o F. verticillioides foi a mais isolada
(60%).
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Ono et al. (2002) analisaram 57 amostras de grdos de miho no elagiaturacao
fisiologica (hibrido XL-251), sendo 26 provenientes de Capéao Bonito e 31 dedRiBeeto.
Em Capéo Bonito, foram encontradasverticillioides (35%), levedura (32%)enicillium
spp. (27%),A.flavus (1%), Acremoniumspp. (1%),Nigrospora spp. (1%) eMucor spp.
(0,5%). Em Ribeirao Preto, foram detectaBosgerticillioides(49%), Penicillium spp. (21%),
leveura (10%)A. flavus(5%), Acremoniurspp. (4%)Cladosporiunspp. (0,8%)Mucor spp.
(0,7%), Trichodermaspp. (0,7%)Nigrosporaspp. (0,6%), fungos ndo esporulados (0,5%),
Alternaria spp. (0,2%)F. proliferatum(0,1%) eRhizopusspp (0,1%).

1.3 Fusarium verticillioides

O Fusarium verticillioides(Saccardo) Niremberg é o estagio anamorfo (assexuado) da
Giberella moniliformisWineland. Ele é considerado um patégeno do milho, sendo encontrado
no mundo inteiro, onde esse cereal é cultivado (LESLIE; SUMMERENQ6). A
contaminagcdo no milho ocorre durante o seu ciclo vegetativo no campo, sendadeapa
sintetizar fumonisina até a época da colheita. Essa sintese d@edorena rapida e abundante,
em milho submetido a alto indice de Aa (CAHAGNIER; MELCIONCRARD-MOLARD,
1995).

O fungo pode infectar os gréos fazendo uso de trés vias: invasaoicasttnediante
contaminagdo das sementes, uma vez que é considerado um fungo engdofifissuras na
planta ja desenvolvida; ou através do “cabelo do milho” (MUNKVOLD; NEEG
CARLTON, 1997). Dentre essas rotas de contaminacao, a infeccacdinesogorre de forma
mais eficiente quando as cepasHeverticillioides sdo inoculadas nos “cabelos do milho”,
proporcionando rompimento da casca e maior severidade no apodrecimentpigda es
(WARFIELD; DAVIS, 1996).

A prevaléncia dé. verticillioidesno teosinto, considerado ancestral do milho, demonstra
que essa associacdo € longinqua, sugerindo importancia evolucionaria.disgamF.
verticillioides pode degradar proteinas benzoxazinéides (glicosideos ativados apds dano
tecidual) produzidas por gramineas, garantindo éxito como fitopatégeno (DBEBN&R
PLATTNER; GORDON, 2000; GLENN; GOLD; BACON, 2002).

A espécieF. verticillioides taxonomicamente, faz parte de um complexo de espécies
denominaddGibberella fujikuroj anteriormente agrupado na set#seola Este complexo é

composto por nove espécies bioldgicas ou populapadisag designadas pelas letras de “A”
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a “I". F. verticillioidescorresponde a populacéwating“A”, mais frequentemente isolada do
milho e capaz de produzir elevados niveis de fumonisinas. As espitgcas “D” (.
proliferatum e “E” (F. subglutinany também séo isoladas do milho, sendo que a primeira
produz quantidades significativas de fumonisinas e a segunda, niveis baix@ sao
capazes de sintetiza-las (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

A temperatura maxima de crescimentoFdeerticillioidestem sido relatada como sendo
32-37 °C, o minimo como 2,5-5 °C, e o 6timo préximo de 25 °C (NIRENBERG, 1976). A Aa
minima para o crescimento foi de 0,87 a 25 °C, ap6s um tempo de géondeaguatro
meses (ARMOLIK; DICKSON, 1956).A reducéo da quantidade de oxigénio 20-8%ewna
qualquer efeito sobre o crescimento Fleverticillioides mas com sacos de embalagem a
vacuo inibiram totalmente o crescimento (SAMAPUNDO gt24l07).

Fusarium verticillioidesé a principal espécie produtora de fumonisinas, grupo de
micotoxinas que ocorre naturalmente no milho e em produtos a base hie Rara a
producdo de fumonisinas a Aa minima é 0,90 (CAHAGNIER; MELCI®N;HARD-
MOLARD, 1995).

1.4 Fumonisinas

As fumonisinas sao metabdlitos secundarios produzidos, principalmenteF.por
verticillioides e F. proliferatum(GELDERBLOM et al, 1988; SCOTT, 1993). Além dessas
duas principais espécies existem no minimo mais 13 espécies do géodutoras de
micotoxinas, tais comd:. anthophilum, F. dlamini, F.napiforme, F. nygamai, F. thapsinum,
F. sacchari, F. fujikuroi, F.subglutians, F. globosum, F. pseudonygamai, F. oxysporum, F
andiyazie F. polyphialidicum RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002).

Recentemente, descobriu-se digpergillus nigeré capaz de produzir & FB;, porém,
apresenta regulacdo da producdo e perfil quantitativo das fumonisieasnidis defF.
verticillioides (KNUDSEN et al., 2011, MOGENSEN, 2010). Sabe-se também, que
compostos semelhantes as fumonisinas sédo produzidos por espddiesndeia (BOTTINI;
GILCHRIST, 1981).

As fumonisinas sdo moléculas polares, soliveis em agua e em acktrdgua e
insollveis em solventes orgéanicos. A hidrolise das fumonisinas, por agaézioom acido
hidroclorico 6 M ou hidroxido de potassio 0,05 M e 2 M, produz &cido tricarbmélio

aminopoliol correspondente (SCOTT, 1993).
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Estruturalmente, as fumonisinas constituem de 19 ou 20 carbonos linearésdeoxil,
acido tricarboxilico, ligadas em varias posicbes ao longo da cadeide D888 foram
caracterizados 28 fumonisinas (RHEDER; MARASAS; VISMER, 20D SLEE, 1999).
Entretanto, as formas mais presentes em quantidades significatias contaminantes
naturais de milho e derivados sdo as fumonisinagdB,), B, (FB;) e B; (FBs) (RHEDER
MARASAS; VISMER, 2002; VISCONTI et gl 1995). A FB € a mais importante do grupo,
constituindo, aproximadamente, 70% do total das fumonisinas estudadas. Astregies
de FB e FB observadas representam cerca de 15 a 30% das proteinas do grup&ERMUSS
PLATTNER, 1997; SYDENHAM et al 1991).

As fumonisinas sdo elaboradas a partir de uma estrutura que cieristiaa da
esfinganina, um composto intermediario da biossintese dos esfingolipidiassdfselhanca
das fumonisinas com a molécula de esfinganina leva alguns autoresdéanaue o0 seu
mecanismo de acdo esteja relacionado com a inibicdo do metabdbsmesfingolipidios,
pela potente inibicdo de ceramida sintetase (WANG et al., 1991),eamma chave na
biossintese dos esfingolipidios (RILEY et al., 1993).

Os esfingolipidios estdo relacionados com diversas funcbes da ddlislacomo:
comunicacao célula-célula, crescimento, diferenciacdo e traresféo. Assim, a inibicdo da
biossintese dos esfingolipideos pode trazer graves consequéncias (SYWEEQE WANG
et al., 1991). Nas fumonisinas, a alanina substitui a serina, enquantmoacaB do acetil-
CoA substitui o palmitoil-CoA. (DESJARDINS et al.,1995).

As andlises de ressonancia nuclear magnética e de espétralmenassa revelaram que
a fumonisina Bé um diéster de propano 1,2,3- acido tricarboxilico e 2- amino-12, 16 dimetil
- 3,5,10,14,15 — pentahidroxieicosanoztgNO1s), no qual o G e Gs dos grupos
hidroxilas sdo esterificados com o grupo carboxiterminal de propano 1,2,3de- ac
tricarboxilico (BEZUIDENHOUT et al., 1988).

A FB; pode ocasionar leucoencefalomalacia em equinos (LEME), edema pulemna
suinos, cancer hepatico em ratos (INTERNATIONAL AGENCY FERSEARCH ON
CANCER, 2002), reducdo do desenvolvimento, imunossupressdo, problemas cardiacos,
degeneragcdo e necrose hepatica em aves, além de estardasaoci@@ncer esofagico em
humanos e defeitos congénitos do tubo neural (MARASAS et al., 2004)otaxaiidade
dessa micotoxina foi explicada pela peroxidacao de lipidios e pelgdimita sintese celular
de macromoléculas, de proteinas e de DNA (ABADO-BECOGNEE,1998; SAHU et al
1998). A FB causou a apoptose em varios tipos de células e tecidos. (TOLLES@&IN
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1999; ZHANG; DICKMAN; JONES, 1999), devido as alteragbes na produdmd
esfingolipidios.

A frequente ocorréncia de fumonisinas no milho como também as agidis na saude
humana e animal, tem influenciado no desenvolvimento de diversas tédeisaparacao
para esta micotoxina, destacando-se a cromatografia liquida ddic#acia, técnica que se
destaca pela alta resolucao, alta sensibilidade e veladél(DILKIN et al., 2001). O uso de
colunas de imunoafinidade para extracdo e limpeza, tem possibili@do especificidade
permitindo limites de deteccdo mais baixos com menor volume de sl(@HUNDO;
SABINO, 2006).

1.5 Pragas relacionadas ao milho

1.5.1 Lagarta-do-cartucho,Spodoptera frugiperddSmith, 1797)—Lepidoptera:

Noctuidae

Spodoptera frugiperdaé nativa das zonas tropical e subtropical das Américas, sua
distribuicdo abrange desde o sul do Canadé até a Argentina (LEIDERMAN; SAUER, 1953).
Os adultos sdo mariposas (Fig. A.2), com as asas anteriores peudases as posteriores
branco-acinzentadas (BIANCO, 2005). As fémeas colocam seus ovosensufsrior das
folhas (SILVA, 2000), formando massas com média de aproximadamente 2Q0conos
periodo de incubacdo de aproximadamente trés dias (LUCCHINI, 1977); loga epldsao,
as lagartas alimentam-se do corio do ovo, entrando em periodo de repousb las

(SILVA, 2000).

A S. frugiperdaé uma espécie polifaga. As lagartas alimentam-se de ummaséiantas
cultivadas, alimentando-se de arroz, milho, soja, amendoim, sorgo e taigoghtacio das
lagartas inicia raspando os tecidos verdes de um lado da folha, deizaspmerme
membranosa, do outro lado intacto. Lagartas maiores, em geral, diggesnaso interior do
cartucho, comecam a fazer buracos na folha e, quando estdo gutrgcoe osexto instares
(oito a 14 dias), podem destruir completamente pequenas plantas ouseagsas danos em
plantas maiores (OLIVEIRA; PINTO; FERNANDES, 2009).

Quando falta alimento, elas migram em grupos, sendo por isso, denominéaiga: s
militares (GASSEN, 1996).
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As plantas de milho prejudicadas pela destruicdo do cartucho apnesénéa
fotossintética reduzida, comprometendo a producao. A lagarta-do-capgadh ainda atacar
a base da espiga, destruindo os graos ou abrindo caminho para micro-argap@endo
provocar queda da espiga (CRUZ, 1999).

Wiseman, Painter e Wassom (1966) consideram-na como a mais ingatdré as
pragas do milho nas Américas, com ampla destruicdo. Atualmentepgt@da em todos os
estados do Brasil, favorecida pelas condicbes climaticas e psfonitilidade e
diversificacao de plantas hospedeiras o ano todo (CRUZ, 1995).

No Brasil, as perdas causadas por este inseto-praga variam @e3B/?%86 (CRUZ et al.,
1999). Sua importancia deve-se ndo somente aos danos provocados, masnespedcal

dificuldade de seu controle, segundo Melo et al. (2006).

1.5.2 Lagarta-da-espigaHelicoverpa zedBoddie, 1850)-Lepidoptera: Noctuidae

A lagarta-da-espiga do milhdjelicoverpa zea(Boddie)-Lepidoptera: Noctuidae esta
distribuida ao longo de regifes temperadas e tropicais em todo 0 murelmsEss ocasiona
danos significativos as culturas do milho, algodao, sorgo, tomate e gif@HsdA et al.,
1968).

O adulto deH. zeaé uma mariposa com cerca de 40 mm de envergadura, com as asas
anteriores de coloracdo amarelo-parda, com uma faixa transvaisat¢soura, apresentando
também manchas escuras dispersas sobre as asas. As awawg®sto mais claras, com
uma faixa nas bordas externas (Fig. A.3). A fémea fecundada pde o pvefel€ncia nos
estilos-estigma (cabelos do milho). Os ovos, esféricos e coén@ab laterais (1 mm de
didametro) sdo depositados individualmente (até 15 por espiga). Dunari@oo num periodo
de trés a quatro dias da-se a eclosdo das lagartas que sdaalinde estilo-estigma e dos
graos em formacgéo (OLIVEIRA; PINTO; FERNANDES, 2009).

Segundo pesquisa de Gassen (1996) a lagarta-da-espiga prejudica aleut@ésdormas:
atacando os estigmas (impedindo a fertilizacdo), alimentando-sgrads leitosos, 0s
destruindo e; finalmente, os orificios deixados pelas lagartas pigaggpor ocasido da fase
de pupa, facilitam a penetracdo de micro-organismos que podem causar podriddes.

No Brasil, Carvalho (1980) constatou que as infestacodd. demasédo de até 96,3%,
causando danos de até 8,4%, com 2,1% em consequéncia de graos comidos, 250% de gr

podres e 4,3% de falhas.
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1.5.3 Broca-do-colmoDiatraea saccharaligFabricius, 19740) - Lepidoptera: Pyralidae

Segundo Cruz (2007]. saccharalis vem sendo apontada como um sério problema a
cultura do milho, no Brasil, especialmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste

As perdas quantitativas em rendimentos de graos de milho forand@odes 27% em
experimentos conduzidos nos Estados Unidos. Na Argentina, os prejuizasadasipelo
atague da broca foram estimados em 170 milhGes de délares por anociagbess entre
150 e 300 milhdes de dolares (CRUZ, 2009).

Os adultos sdo mariposas de coloragcdo amarelo-palha (GASSEN, 198€). akterior
possui numerosas linhas de coloracdo marrom, que se estendem ao longsmda (Fig.
A.4). Esta coloca seus ovos nas folhas e no colmo do milho e num intéevqlatro a nove
dias, da-se a ecloséo das lagartas, seu periodo larval médid élids (OLIVEIRA; PINTO;
FERNANDES, 2009). O comportamento dos adultos € noturno, permanecendo escondidos
durante o dia. A longevidade dos adultos é de trés e oito dias (CRUZ, 2007).

Inicialmente, as lagartas raspam a superficie da folha (PINMRKRRA; OLIVEIRA,
2004) e/ou constroem uma galeria na nervura principal desta. Neefgs@ativa da cultura
perfuram as folhas ainda enroladas, causando dano caracteristico (CRUYZ, 2009

Estudos realizados por Cruz (2007) constatou que apds a primeira ou segliselaasc
lagartas deD. saccharalis penetram no colmo, abrindo galerias longitudinais. Esse inseto-
praga apresenta grande potencial de causar prejuizos ao milho, @mdaracorrer em todas
as fases do desenvolvimento da graminea, desde a emergéncia daag@antmilho ja
desenvolvido. O aparecimento de populacdo desse inseto, no inicio do flonesanena
fase de enchimento dos grédos, pode causar elevados prejuizos, em fungade s

formadas nos entrends, logo abaixo da espiga (CRUZ, 2009).

1.6 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis(Bt) € uma bactéria de solo, gram-positiva, aerdbica da familia
Bacillaceag pertencente ao comple® cereus Essa bactéria é caracterizada pela producéo
de inclusdes protéicas cristalinas no momento de sua esporufacédma bactéria de
ocorréncia ubiquitaria (KRYWUNCZYK; FAST, 1980), em varios subsgratomo solo,
agua, superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha ergra@osnados (BRAVO et

al., 1998). O nimero de células de Bt obtidas varia entree 11f unidades formadoras de
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colénias (UFC) por grama de solo, j4 em plantas este nimero nagaDee 100 UFC cf
(DAMGAARD, 2000).

O B. thuringiensidfoi, inicialmente, isolado de larvas mortas do bicho-da-sBdanlpyx
mori) e descrito pelo bacterologista Ishiwata. Uma década depoisplfmilagsum organismo
similar, na Alemanha, batizando-o de Bt (AGUIAR, 2007).

Durante a fase de esporulagcdo (mecanismo de resposta das edlutamndicdes
desfavoraveis do ambiente) ocorre 0 acumulo de proteinas nas céiglaando um corpo
de inclusédo cristalina, razdo pelas quais sdo denominadas proteyn@ACFAMOTO;
DEAN, 2000).

As proteinas sdo codificadas por getryse sua toxicidade esta ligada a regido N-terminal
das cadeias polipeptidicas, enquanto na porcao C-terminal (Fig. Inidatex forma da
estrutura do cristal (LI; CARREL; ELLAR, 1991)

Figura 1 - Estrutura tridimensional (modelo teérico) para a proteina Crylla.

Produzida por modelagem molecular por homologia a partid-eladotoxina Cry3A cédigo PDB
1DLC. Visualizada através do programa WebLab ViewerLite 3.7 da MoteSimmlations Inc.
Fonte: (MARTINS et a) 2005).

Além das proteinas Cr. thuringiensigpode produzir varias outras proteinas, incluindo
proteinas com atividade inseticida comoa#@xoproteinas,B-exoproteinas, hemolisinas,
enteroproteinas, quinases e proteinas VIP (HANSEN; SALAMITQQQO), podendo

apresentar sinergia com as proteinas Cry ou néo.
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1.6.1 Asé-endoproteinas (proteinas Cry e Cyt)

As proteinas Cry estéo classificadas em 70 grupos baseados ém fiangentidade e
homologia das sequencias de aminoacidos. Atualmente, mais de 350 gerwsidasp€ry
foram clonados e sequenciados nos ultimos anos, a partir de ddesstipes de Bt
(CRICKMORE et al., 2006). Cada proteina Cry é ativa contra alspscéicos, capazes de
matar insetos de diferentes ordens, como: Lepidoptera, Diptera, @otedgymenoptera e
também alguns nematdides. Em contraste, as proteinas citoliticas (@yt)cfassificadas em
dois grupos, que mostram especificidade principalmente para diptenoly sapazes de
matar diferentes espécies de mosquitos tais chetesspp., Culex spp. eAnophelesspp.
(BRAVO et al, 2011).

Segundo pesquisas de Bravo, Gill e Soberdn (2007) as proteinas Crpert€gtem a
classe de proteinas bacterianas conhecidas como proteinas fosntsdpmaos (TFP). Estas
podem sofrer modificacdes conformacionais, permitindo a sua inseucéianslocamento na
membrana celular do hospedeiro. Segundo Parker e Feil (2005) existemugos dg TFP:

(1) a-hélice proteinas, no qual a regidocdieélice forma um poro através da membrana e (2)
B-barril proteinas, que se inserem na membrana formandop-barrii composto de
mondmeros de grampos de follflagregueadas .

A maioria das estirpes dB. thuringiensispode sintetizar mais de um tipo de cristal,
formando até cinco proteinas Cry, com pesos moleculares variando3én&rel42 KDa
(MONNERAT; BRAVO, 2000). Ja as proteinas citoliticas apresem@so molecular entre
25 e 28 KDa (GLARE; O’ CALLAGHAM, 2000).0 cristal pode apresefdama piramidal,
cubdide, romboide, ovoide, esférico ou sem forma definida (HABIB; ANDRADE, 1998).

Os genegry podem ser localizados tanto no cromossomo como em plasmideos de alta
massa molecular e com alto nivel de replicacdo (40- 200 MDa) amdros (SANCHIS et
al., 1998). O numero de coOpias de um mesmo gene, que pode coexistir emhagpenii de
Bt sem que altere a sua fisiologia pode ser de 5 a 15 (ARANTES; LERECLUS, 1991).

A expressao dos genepy € regulada por dois mecanismos: o primeiro € dependente de
fatores sigmas especificos da fase de esporulagdo (fasereésiay, onde esta baseada a
classificacdo da maioria dos ger@y, e outro independente do processo de esporulacéo,
como o genevip3, cujos fatores sigmas séo tipicos da fase de crescimento wegetat
(VALADARES-INGLIS; SOUZA; SHILER, 1998).
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Existem seis fatores sigmas principais, o fator sigih@sta presente somente na fase

vegetativa, enquanto outros fatore§, o, o o

, estdo presentes durante a fase de
esporulacdo. J& o fator signad esta presente durante a fase de transicdo, entre a fase
vegetativa e o inicio da esporulacdo (AGUIAR, 2007).

Dentre as estirpes @ thuringiensisalgumas apresentam um unico gene codificador das
proteinas Cry. Outras estirpes apresentam cinco genes diferentes, corso dastdespéecie
aizawaiHD-137 e subespécisraelensifBOURGOUIN et al.,1988).

A primeira estrutura molecular de uma proteina Cry (Cry®Adéterminada través de
técnicas de cristalografia de raios X (LI; CARREL; ELLAR991). A estrutura

tridimensional das formas ativadas das proteinas Cry consiste de trés d¢Rignids

Figura 2 - Estrutura tridimensional da proteina Cry3Aa.

Resolvida por cristalografia e difracdo de raios X. Os Damilhi Il e Ill estdo representados em
vermelho, azul e verde, respectivamente.
Fonte: (PIGGOT; ELLAR, 2007).

O dominio | é constituido por seis-hélices anfipaticasufl, a-2, o-3, o-4, a-6 € a-7)
circundando uma hélice central hidrofébiaas). O dominio Il possui—hélices curtas e trés
folhas B-antiparalelas formando ufitprisma. O dominio Il é formado por duas foltfas
antiparalelas, forma urrsanduiche e possui similaridade a moléculas capazes de ligacédo a
carboidratos (PIGGOT; ELLAR, 2007). O dominio | est4 envolvido na iéseata proteina
na membrana e na formacdo do poro, jA& os dominios Il e Il estdolvidos no
reconhecimento e ligacdo ao receptor. Acredita-se que o dominictdja €ortemente
envolvido com a estabilidade estrutural (DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001).
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1.6.2 Modo de acédo das proteinas Cry

Os sintomas observados a partir da ingestédo dos cristais e edpBrdluringiensisao:
perda do apetite e do abandono do alimento, paralisia do intestino, vémitiadiaaralisia
total e morte (ARONSON; BECKMAN; DUNN, 1986). Ap0s a mortdama apresenta cor
negra, caracteristica das infeccbes provocadas por esseonganismo (MONNERAT;
BRAVO, 2000).

O mecanismo de acédo das proteinas Cry pode ser dividido em trés etapashilizagéb
e processamento das proteinas, 22) reconhecimento e ligacdo ao recgtamsercdo na
membrana, agregacéao e formacao do poro (MARTINS, 2009).

Na etapa de solubilizacdo e processamento das proteinas, s prestazidos (Cry) sado
ingeridos pelas larvas de insetos susceptiveis, esses sdo sdodilipaintestino médio,cujo
pH alcalino, promove a liberacdo de uma ou mais protoxinas. Essas pote&meaentao,
ativadas por proteases existentes no intestino medio dos insetatiyagem das porcdes N-
terminal e C-terminal da proteina, liberando um monémero de aproxiraateag0-70 KDa
(GROCHULSKI et al., 1995). Em Lepiddpteros, as principais enzingestivas envolvidas
na clivagem das proteinas Cry sao as proteases serinicas, topsina e a quimiotripsina
(SCHNEPF et al 1998) e em Coledpteros, as proteases cisteinicas e aspédicas
MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001).

Na etapa de reconhecimento e ligacdo ao receptor, as protejnasiv@s ligam-se a
receptores especificos localizados nas microvilosidades das amamlapicais das células
colunares do intestino médio dos insetos suscetiveis das ordens Lepi(laEMANN et
al, 1988), Diptera (HUGHES et al., 2005), Himenoptera, Homoptera, e Q#opte
(FEITELSON, 1994), Coleoptera (WEISER, 1986) e algumas espéciedoddldmatoda
(EDWARDS; PAYNE; SOARES1998).

A cinética de unido das proteinas Cry as vesiculas da membranerokalosidade apical
dos insetos suscetiveis € bifasica, composta de um passo réversiugo reversivel
(HOFMANN et al., 1988). O passo reversivel envolve a interacde artoxina e 0 seu sitio
de unido, o qual é um requisito basico para que ocorra a toxicidade, onasific&nte
(SCHNEPF et al., 1998). Entretanto, a unido irreversivel a mespespecificos e a insercéo
na membrana parecem estar mais ligadas com a toxicidade (MONNERAV@R000).

Segundo Gémez et al. (2007), ha quatros receptores protéicos descritopossineis

moléculas para a ligagdo das proteinas Cry nas células dadoepitéktinal dos insetos
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susceptiveis: uma proteina do tipo caderina (CADR), uma aminopeptdd8PN)
ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), uma fosfatasealala (ALP) ancorada com a
licosilfosfatidil-inositol (GPI), e um glicoconjugado de 270Kda —GCR (Fig.3).

Figura 3 - Receptores moleculares da proteina CrylA.
- ™
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Fonte: (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

Na terceira etapa 0s eventos nao estao totalmente estiareiistindo dois modelos
propostos, o modelo da permeabilizacdo da membrana induzida por insetgamaa a
formacdo de poros levando a um efeito osmaético e consequentementee admanseto
(KNOWLES; ELLAR, 1987), modelo mais aceito em diversos traba(B&sAVO et al,
2004; SCHNEPF et al., 1998;) e o outro modelo, relata a morte celdarovido por
sinalizacao celular (ZHANG et al., 2006).

Baseando-se no modelo de Knowles e Ellar (1987), atualizado por Brdv@ Gi
Soberén (2007), propde que ambos receptores (Caderina e APN) sdo reecessaria
toxicidade da proteina CrylA paiManduca sextalepidoptera). O primeiro passo € a
ligacdo do receptor Bt{Rcaderina), o qual promove uma clivagem proteolitica adicional da
toxina no dominio |, na porcde-1, faciltando a formacdo da estrutura oligomérica,
denominada pré-poro, importantissimo para a inser¢do da proteina naameerélular
(BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).0 pré-poro liga-se ao segundo recagu tipo APN.
Neste receptor ocorre o direcionamento da estrutura do pré-para pktaforma de lipidios,
que facilita a insercdo e a formacdo do poro litico na membrauardd-ig. 4). Assim, as
células epiteliais morrem por inativagdo do sistema que mantgadi@nte de pH e citdlise
osmoética (KNOWLES; ELLAR, 1987). O citoplasma adquire entdo um fudliro,

interferindo no metabolismo celular normal e, consequentemente, destaimgbitélio
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intestinal. Uma vez destruidas as células colunares e caliedpros esporos dB.

thuringiensistém acesso a hemolinfa, causando a morte das larvas por inani¢cao e septicemia

Figura 4 - Modo de acédo das proteinas Cry proposto por Knowles e Ellar.
- ™
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(1) Solubilizacdo e ativacdo da toxina; (2) Ligacdo da toxina rGonomérica no 1° receptor

(Caderinas), mudanca da conformagéo e clivagem-fadéice 1; (3) Formacdo do oligdmero; (4)

Ligacao da toxina oligomérica ao 2° receptor (ALP ou ANP). @aama mudanc¢a da conformacéo e
a toxina assume um estagio globular; (5) Insercéo da toxina na membranagifodo poro.

Fonte: BRAVO; GILL; SOBERON 2007).

O modelo proposto por Zhang et al.(2006) h& a interacdo das formas moasrdéaric

CrylAb com o BT-R, desta forma, suficiente para ativacdo de um sinal parata oedualar

gy

via cascata de M3" dependente. Esta interacdo (toxina-receptor) causa um estimulo
proteina G e a adenilato ciclase (AC), causando um aumento nocikht® (AMPc) e a
ativacdo da proteina quinase A (PKA). Essa reacdo em cadaia ldesestabilizacdo do
citoesqueleto e dos canais ibnicos e posterior morte celular (FEgt®)modelo foi validado
com experimentos realizados por Zhang e colaboradores, demonstrandelag@orentre a

guantidade do primeiro receptor (Bhj)Rom a toxicidade (ZHANG et al., 2008).
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Figura 5 - Modelo proposto para a acao da proteina Cry por Zhang e colaboradores.
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A toxina Cry interage com a regido de ligacdo (TBR) do tec€BT-R), estimulando a proteina G e
adenilato ciclase, causando um aumento no AMP ciclico (AMRBcatevacdo da proteina quinase A
(PKA), levando a desestabilizag&o do citoesqueleto e dos canaisiérposterior morte celular.
Fonte: (ZHANG et al 2006).

1.7.Milho transgénico (milho Bt)

O milho Bt é um milho geneticamente modificado, cujo foram introduzidogsge
especificos deB. thuringiensisno milho, levando a producdo de proteinas toxicas a
determinadas ordens de insetos considerados pragas (insetos quedzagsastondmicos)
para a cultura.

Segundo pesquisas realizadas por Castro (2008) sao atribuidas aslesriedanilho Bt
as seguintes vantagens: necessitam de menor quantidade de insetiaitgs integrado de
pragas, ajudam a preservar a populacéo de insetos benéficos na lavouwamafezaor risco
de contaminagdo do lencol freatico e dos rios; requerem menor comg&udgua; maior
produtividade e maior rentabilidade.

O primeiro milho Bt utilizado comercialmente ocorreu no ano de 1996 qgoodacao do
milho Maximizef™ pela empresa Novartis no mercado norte americano (JOUANG, et
1998) .Contudo os primeiros testes para o uso do milho Bt comecou algunstrdaps a
segundo Koziel et a(1993), através da insercdo modificada do gey®Ad conseguiram a
expressao da proteina CrylAb em alto niveis em plantas de eni#hmo testes de campo, foi
verificada a protec&do contra o consumo foliar e perfuracdo desgarOstrinia nubillalis

uma importante praga da cultura do milho nos EUA.
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No Brasil,em 1997, foram feitas, com o milho Btll, as primeiras p@sgcosn esse tipo
de transgénico (SYNGENTA, 2010). Hibridos de milho, expressando a protgibAbCr
foram liberados comercialmente (MON810 ou Mi{Bwardian) no ano de 2007
(COMISSAO TECNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANCA, 2008).

No mundo, em 2010, foi plantado cerca de 19 milhGes de hectares de nmg£miao
em 16 paises (JAMES, 2010). O Brasil assumiu a posi¢cdo de a@eroaior produtor de
transgénicos, sendo responsavel por 12% da area total com transgénioosdo, depois
dos EUA e da Argentina (JAMES, 2007).

A area estimada semeada com milhos transgénicos, em 2010/11, iof@rde 7,37
milndes de hectares ou 57,2% da area total, destacando-se um imcretoe milho
transgénico na safrinha (MENEZES et 2011).

Os cultivares transgénicos atualmente no mercado (safra 2011/2012ssliantes de
cinco eventos transgénicos para o controle de lagartas: o evento TC 15@/Heraulex I®;

o evento MON 810, marca registrada YieldGard ®; o evento MON 89034 asddGIPRO

®; o Agrisure TL®, conhecido como Btll; o evento MIR162, TL VIP® e dois eventos
transgénicos que conferem resisténcia ao herbicida glifosato apficagds emergéncia: o
NK603, marca registrada Roundup Ready, e 0 GA 21 —TG. (LEITE et al., 2011). Na Tabela 1,
encontra-se um historico dos eventos de milho Bt, alguns também expi@sgenes para

tolerancia a herbicidas, liberados no Brasil até o ano de 2011.

Tabela 1 - Eventos de milho transgénico Bt liberados no Brasil, suas caraatedsti
respectivas datas de aprovacéo pela CTNBio

(continug)
Evento Caracteristicas Proteina(s) Aprovacao
MONB810 Resisténcia a insetos CrylAb ago/07
da ordem Lepidoptera
BT11 Resisténcia a insetos CrylAb, set/07
da ordem Lepidoptera PAT
(Cryl1Ab) e Tolerancia
ao glufosinato de
amonio
TC1507 Resisténcia a insetos CrylF dez/08
da ordem Lepidoptera e PAT
Tolerancia ao
glufosinato de aménio
MIR162 Resisténcia a insetos Vip3Aa20 set/09
da ordem Lepidoptera
MONB810xNK603 Resisténcia a insetos CrylAb set/09
da ordem Lepidoptera CP4
Toleréancia ao herbicida EPSPS

Glifosato



Tabela 1 - Eventos de milho transgénico Bt liberados no Brasil, suas caraatedsti

respectivas datas de aprovacéo pela CTI:

(conclusac
da ordem Lepidoptera e MEPSPS
Tolerancia ao
glufosinato de amoénio e
glifosato
MON89034 Resisténcia a insetos CrylA.105 out/09
da ordem Lepidoptera Cry2Ab2
TC1507xNK603 Resisténcia a insetos CrylF out/09
da ordem Lepidoptera e CP4
Tolerancia ao EPSPS
glufosinato de amonio e PAT
glifosato
MONB9034xNK603 Resisténcia a insetos e CrylA.105 nov/10
toleréncia ao glifosato Cry2Ab2
CP4
EPSPS
BT11xMIR162xGA21 Resisténcia a insetos e CrylAb nov/10
toleréncia ao glifosato e Vip3Aa20
glufosinato PAT
MEPSPS
MONB88017 Resisténcia a insetos Cry3Bbl dez/10
da ordem Coleoptera CP4
Tolerancia ao glifosato EPSPS
MONB89034xTC1507xNK Resisténcia a insetos CrylA.105 dez/10
603 Tolerancia ao glifosato Cry2Ab2
e glufosinato de ambnio CrylF
PAT
CP4
EPSPS
TC1507xMON810xNK60 Resisténcia a insetos CrylF jun/11
3 da ordem Lepidoptera CrylAb
Tolerancia ao glifosato PAT
e glufosinato de ambnio CP4
EPSPS
TC1507xMON810 Resisténcia a insetos CrylAb ago/11
da ordem Lepidoptera CrylF
Tolerancia ao PAT
glufosinato de amonio
MONB89034xMON88017 Resisténcia a insetos CrylA.105 set/11
da ordem Coleoptera CrylAb2
Tolerancia ao glifosato Cry3Bbl
CP4
EPSPS

@ Adaptado de CTNBio (2011)

Fonte: (LEITE et al, 2011)

Os primeiros milhos Bt ndo apresentavam resultados satief@tqois 0s niveis de
expressdo dos genes nativos eram inferiores aos necessariosopawgepruma protecao
adequada contra espécies-alvo no campo. Esta baixa concentracatet@apiCry ocorreu
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devido ao fato de existirem variacdes no codon para 0 mesmo aminodtEl@spécies,
estas variacbes podem afetar negativamente a expressdo gE&UETAFSSON,;
GOVINDARAJAN, 2004).

Além disso, genes bacterianos possuem baixo contetdo de C+G, contrastano® com
genes de plantas (MURRAY; LOTZER; EBERLE, 1989). Por isso, paraeatar a
expressao de um gewey no organismo receptor, estes genes devem ser “recodificados” ao
nivel de nucleotideos, ndo apenas aproximando o conteudo de C+G doygdeeBt do
milho, mas também mudando o cédon preferencial dos aminoacidos, sendaassimaior
guantidade tRNAs e tRNA transferase estara disponivel paraceptada as sequencias
nucleotidicas alvo (IKEMURA, 1985).

1.7.1 Producao de milho Bt

Para a producado do milho Bt, ha trés requisitos basicos: (1) ragaoi@ vitro do tecido
vegetal que sera transformado; (2) a metodologia para a inser¢cdoedorygeo genoma do
milho e (3) a construcao génica, dos getrgse marcadores de sele¢cdo (CARNEIRO et al.,
2009).

A metodologia mais usada na regeneragaotro no milho € a embriogénese somatica, a
qual a vantagem é produzir uma estrutura bipolar que pode, teoricasanggerminada e
regenerada em um s6 passo (CARNEIRO et al., 2009).

No milho, a regeneracdo somatica pode ocorrer a partirde calos ald dip Tipo |
(ARMSTRONG; GREEN, 1985). Os calos do Tipo | sdo compostos de damsdalistintos.
Um tecido é duro, compacto, amarelo ou branco e normalmente capgemerae plantas; o
outro é granular, amarelo-pélido ou cinza-claro, translicido e incapeéeeerar plantas
(VASIL; VASIL; 1981). Os calos descritos como do Tipo Il sdo wscfriaveis e altamente
embriogénicos (TOMES; SMITH, 1985). As culturas formadoras de cal®gpddl crescem
rapidamente, podem ser mantidas por um longo periodo de tempo e formanand®a gr
namero de embrides somaticos facilmente regeneraveis (VASIL, 108 ®8alos do Tipo |l
sdo os mais utilizados na producdo do milho transgénicos, contudo o do Tifintaode
ser utilizado.

Existem duas metodologias diferentes para a insercédo daiyene genoma do milho, a

transformacao genética indireta e a direta (CARNEIRO et al., 2009).
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A metodologia direta envolve o bombardeamento de células vivas com o DNA de
interesse. Na transformacdo via bombardeamento de particulas ou ishaahal
microparticulas de metal (tungsténio ou ouro) cobertas com o gemiedsse sdo aceleradas
em direcdo as células-alvo (aceleradas por uma faiscaaderafio elétrica ou uma descarga
de hélio), utilizando equipamentos conhecidos como “gen-gun” ou canhdaoicgenét
(SANFORD et al.,, 1987). O DNA precipitado sobre as microparticélaiberado
gradualmente dentro da célula pdés-bombardeamento e integrado no genoma RAYLO
FAUQUET, 2002).

As principais vantagens do bombardeamento estdo relacionadas cohzagaotide
vetores simples e de facil manipulacdo, além da possibilidadeatedo de mais de um gene
de interesse nas células de maneira eficiente (WU et al., 2002).

A metodologia indireta é através da transformacdo via bact#gbacterium
tumefaciensEssa bactéria possui o plasmideo Ti, circular, dupla fita d& ®Bue pode se
replicar independentemente do genoma da bactéria (GELVIN, 2003).

Localizadas no plasmideo Ti, encontram-se duas regides importaraes tpansferéncia

de genes da bactéria para a planta: a regido do T-DN#A €Fag. 6).

Figura 6 - Principais regides no plasmideo nativAg®bacterium.
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Origin of replicatibn

Fonte:(MAYER, 2003).

Para viabilizar a utilizacdo daAgrobacterium processos biotecnolégicos de
transferéncia de genes para plantas, é necessario que 0s genesicsndidgd-DNA
causadores de tumor sejam inativados e que 0s genes exdgenos, geraede,irsejam

inseridos entre as extremidades direita e esquerda do T-DNA Tri O plasmideo
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recombinante resultante € novamente colocadégrobacteriumpara ser transferido para
células vegetais (GELVIN, 2003).

Figura 7 - Transformacéo genética migrobacterium
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(A) Inativacdo da regido T-DNA no plasmideo Ti; (Bercdo dos genes exdgenos de interesse na degigo
DNA removido.
Fonte: Modificado de Mayer (2003).

Os genes inseridos via técnicas de biologia molecular no milho séaoituidost
basicamente da regido codificadora do gene de interessecfggoe do gene marcador de
selecéo e das sequencias reguladoras de expressédo (promtaoresaslores). Os principais
promotores utilizados para direcionar a expressao dos ger&do: Ubiquitina e CaMV35S;
ja as regides terminadoras utilizadas para finalizar acnighe dos genesry sao: NOS,
CaMV35S e pin Il (CARNEIRO et al., 2009).

1.7.2 Efeito do milho Bt sobre as fumonisinas

O milho Bt permite reduzir o ataque de insetos em até 90%, dimdmui
consequentemente, a probabilidade de crescimento de fungos atravésrfdes;Oes
provocadas pelos insetos-pragas (MARQUES, 2009).

Bakan et al. (2002) encontraram baixos niveis de contaminac&do por fiamBnism
milho Bt em relacdo ao milho ndo Bt em linhas iguais de crescimento na Fraspandd

Outros estudos tém demonstrado a diminuicdo na producdo de fumonisin&s por
verticillioidesem milho Bt, como o trabalho de Duvick (2001), Munkvolv, Hellmich e Rice
(1999) e por Papst et al. (2005). Hammond et al. (2004) verificaram didonois niveis de
fumonisinas em hibridos Bt contendo a proteina CrylAb durante o desenvobvideent

cultura em condi¢cbes naturais e com infestacdo forcada pekissi@strinia nubilalis e
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Diatraea grandiosella (broca européia do milho e broca do milho do sudoeste,
respectivamente). Estes autores atribuem a diminuicdo na produc@mndeisinas pela
queda da infestacdo dos insetos nos graos e, consequentemente, manutenegadadae

dos mesmos, dificultando a entrada de fungos toxigénicos, Eosaoium(DUVICK, 2001).
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2 PROPOSICOES E OBJETIVOS

O milho € uma cultura relevante na cadeia produtiva de alimemiodp sconsumido
desdein natura até industria de ponta. Este cereal é importante mundial, uma vez que
amplamente cultivado e consumido em diferentes regiées do nfnderticillioidesé uma
espécie fungica altamente associada aos graos de milho, ocasionandie geathutividade,
qualidade e consequentemente levando a queda na exportacdo, além disquazeiodea
produzir elevados niveis de fumonisinas. Alguns estudos tém relatadoiraiicim na
producdo de fumonisinas pdit. verticillioides em milho transgénico (Bt). A queda na
producao de fumonisinas pode ser explicada pela reducéao da infestaig@efosrnos graos,
consequentemente, impedindo o desenvolvimento do fungo no cerne do milho.

Até o presente momento ndo existem relatos envolvendo trés genotipogdhde m
transgénico (Bt), em relacdo a contaminagdo fungica e por fumonisisagrdos. Sendo
assim, a presente pesquisa tem como objetivo avaliar a micoligiesenca de fumonisinas

nos diferentes gendtipos de milho transgénico (Bt), comparativamente ao milho convenciona
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Implantacéo, colheita e andlise do experimento

Foram analisadas 40 amostras de cada genoétipo de milho, totalizandom@dfas.
Foram utilizados os genotipos 2B710 controle e 2B710 Hx, 30F35 controle e 30F35 YG,
AG8088 controle e AG8088 VTPRO. Estes foram cultivados pelo Progratha #iSorgo
IAC/APTA do Instituto Agronémico de Campinas, da Agéncia Paulistaadmdlogia dos
Agronegocios, no municipio de Cruzalia, Sdo Paulo. O milho foi semeado embmowen
2010 e as amostras coletadas em marco de 2011. A amostragemalif@idee segundo
metodologia proposta por Delp, Stewell e Marois (1986), coletando espiggmreelas
uniformes. Para cada hibrido, foram instaladas 4 parcelas de 8didba® de comprimento.
Foram coletadas 10 espigas de cada parcela, retiradddintaada partir da sétima planta,

totalizando 40 amostras por hibrido.

3.2 Micobiota das amostras de milho

3.2.1 Técnica da semeadura direta para o isolamento da micobiota das amostras de

graos de milho e verificacdo da atividade de agua dos graos

Utilizando a metodologia proposta por Berjak (1984), de cada sub-amostra (1 kg) de milho
foram retirados, aproximadamente, 30 g para desinfeccdo em solug@oderito de sddio
(0,4%) por 3 minutos. Tal procedimento é utilizado para eliminacdo dosnioatdaes
externos. Apés a desinfeccdo os grdos foram lavados, por 3 vezes, cordestjada
esterilizada. Trinta e trés grédos foram selecionados ao aceasmeados diretamente em
placas de Petri contendo Agar DRBC - Agar Dicloran Rosa Bengdatan®nicol (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, England). Foram utilizadas 3 placas contendoo$lpgra cada
uma das amostras. As placas foram incubadas a 25 °C por Sodiasselltados expressos em
porcentagem do total de gréaos inoculados infectados por fungos.

As coldnias de diferentes tipos morfologicos foram isoladas em Bgtata —PDA
(Oxoid) e incubadas a 25 °C por 5-7 dias. ApoOs esse periodo foram submetidas éac@ntifi
em nivel de género e mantidas em Agar Spezieller Nahrstoffé&N@). Entretanto, aqueles

pertencentes ao géndrasariumforam classificados até espécie, de acordo com os seguintes
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compéndios: Leslie e Summerell, 2006, Nelson, Tousone Marasas 1983; Nelson P119@2
Hocking, 1997. A atividade de agua dos graos de milho foi determinadanctdiza o

equipamento AqualLab (Decagon, Washington, USA).

3.3. Identificacdo das espécies draisarium através do sequenciamento parcial do gene
do Fator de Elongacéo 1 Alfa (TEF-)

A identificacdo morfoldgica foi confirmada através do sequencianpartial do gene do
fator de elongacéo d- utilizando osprimers forwarde reverse,ef-1/ef-2 & 650 pb), como

descrito por Geiser et al., 2004.

3.3.1 Extracdo do DNA

Para a obtencdo da biomassa fungica, as cepas selecionadasefoadas em placas de
Petri contendo o agar Yes (agar-sacarose-extrato de levedncajpadas por 5 dias a 25 °C.
Apos esse periodo, os micélios das placas foram retirados, acoadascem microtubos de
1,5 mL e mantidos a — 20°C. Posteriormente, o DNA genémico das cebasgettcillioides
foi extraido conforme o manual de instrucdes kito Easy-DNA (Invitrogen Carlsbad,
California, USA).

O micélio obtido foi macerado em gral e pistilo previamenteiksaeios, transferido para
microtubo de 1,5 mL, foram adicionados 350 pL da solucdo A e o conteidbadiaca 65 °C
por 15 minutos. Foram adicionados 150 pL da solucdo B, em seguidd, 8@Gloroformio.

As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 20 minutos, posterioranise superior

foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL contendo 1 mL de etsswilito (-20 °C)

e mantidas por 1 hora em gelo. As amostras foram submetidas a centrifugacdo (14000 rpm/ 15
minutos) e o etanol removido, foram lavadas com etanol 80% (-20 °C) dzes eeem
seguida mantidas 5 minutos a temperatura ambiente.

O residuo de DNA das amostras foi ressuspendido emllde@ tampao de eluicdo (TE)

e 2L de RNAse (2 mg/mL), incubado a 37 °C por 30 minutos e mantido a -20 € até
utilizagdo. A quantificagéo e a verificacdo do grau de pureza dastras) foram realizadas
em Nanodrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific,Wilmington, DelaW8A) e a

concentracdo dada em ng/uL.
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3.3.2 Amplificacdo do fragmento parcial do gene TEF+«l

O fragmento de aproximadamente 650 pb foi amplificado em termocichgujared
Biosysten® GeneAmPPCR System9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA)
utilizando-se os iniciadores conforme descrito por Geisen.(@0@4). O volume total da
reacao foi de 25 uL, utilizando-beffer2,5 pL, 1,25 uL de MgGla 50 mM, 0,2 uL dNTP a
25 mM, 0,63 pL de cada iniciadores a 10 uM ; 0,13 pL de Taq DNA pobmer@,04 U/uL;
1,5 pL do DNA concentrado e 18,16 pL de agua ultra pura. Os parametnopldecacao
foram: 94 °C a 5 minutos para a desnaturacéo inicial, 35 ciclos a @0 ¥&gundos), 58 °C
(1 minuto), 72 °C (1 minuto) e um ciclo adicional de 72 °C por 7 minutos (extensao final).

Os produtos da reacédo foram visualizados por eletroforese em gghrdsea(2%) com
TBE 0,5x e corados consybersafe DNA gel staifinvitrogen). O marcador de peso
molecular utilizado foi de 1 KIDNA ladder (Invitrogen). A presenca das bandas foi
visualizada pela exposicéo dos géis a luz UV e fotografados por fotodadeaiod®oc Print

(Vilber Lourmat Biosystems, Paris, France).

3.3.3 Purificacdo do fragmento

O fragmento gerado foi purificado utilizando o kit para purifica¢ggSAPIT
(Affymetrix Inc., Cleveland, Ohio, USA). Foram adicionados 5 pL dgrfranto de DNA (20
a 40 ng) com 2 pL dExoSAP-ITem um microtubo de 0,2 mL e colocadas no termociclador
Applied BiosysterfisGeneAmPPCR SysterB700 com as seguintes condicdes: 37 °C por 15

minutos e 80 °C por 15 minutos.

3.3.4 Reacao de seqguenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada em termocicldgmied Biosystems
Thermocycler GeneAM®70Q utilizando 2 pL doBigDye Terminatorv3.3. (Applied
Biosystems), 2 uL do tampéao para BigDye, 1 pL do iniciador (5 uMl), depagua ultra pura
esterilizada e 1 pL de DNA (20 a 40 ng). As condic¢des da réagin: 95 °C por 2 minutos,
35 ciclos de 96 °C por 20 segundos, 55 °C (30 segundos) e 60 °C (4 minutos).

Apoés a reacdo, as amostras foram purificadas utilizando 40 pdopepanol 60%, em

seguida, incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds centoifpgad@00 rpm
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(30 minutos), o sobrenadante foi descartado e 150 pL de etanol 65% altisidDanaterial
foi centrifugado novamente a 3800 rpm por 10 minutos, o sobrenadante descat&do, e
altimo passo foi repetido mais uma vez e, em seguida, o tubo foi seBpeed Vacuum
(Eppendorf, Mount Laurel, New Jersey, USA).

As amostras foram ressuspendidas em formantitddi (Applied Biosystems),
desnaturadas a 95 °C por 2 minutos e incubadas em gelo por 1 minuto. Esta $&gum
aplicadas as colunas capilares contendo o polimero POP6 no sequeactaduticoAbi
Prism"Genetic AnalysefApplied Biosystems).

As sequéncias foram editadas utilizando o softvBieEdit v7.1.3 e posteriormente
alinhadas com o Blast do banco de daBasariumID v1.0 (http://isolate.fusariumdb.org)
(Geiser et aJ 2004).

3.4 Metodologia analitica para determinacéo de fumonisinas;& B,

O método foi avaliado de acordo com 0s seguintes parametros: recaperkgite de

quantificacéo.

3.4.1 Construcao da curva de calibracdo

Foram construidas duas curvas de calibragdo (Tabelas 2 e 3), neanausiézadas na
determinacao dos limites de quantificacdo para aeFHB tanto nas analises de fumonisinas
das amostras de milho quanto para as amostras de milho amiéictal contaminadas pbr
verticillioides

As solucbes padréo de FB FB foram preparadas em acetonitrila:agua (50:50, v/v) com
uma concentragdo de 50 pg/mL pary EBFB. Foram pipetados 400L desta solucéo
padrdo de fumonisinas para um baldo volumétrico de 5 mL para dildoéo
acetonitrila:dgua (50:50, v/v). As solucbes foram agitadas para encébt de uma
concentracdo de 10 pg/mL para;F8 FB. Foram preparadas oito solu¢cdes em baldes
volumétricos de 5 mL diluidas em acetonitrila:agua (50:50, v/v) (Takla 3) para a
realizacdo das curvas de calibracdo e verificacdo daitiada. As solucdes tiveram limites
variando entre 0,039 — 10,0 pug/mL para [EBFB. O coeficiente de correlacdo da curva de
calibracdo 1 para RB: FB foi de 0,9997; ja para a curva de calibragcéo 2 foi de 0,9919 para
FB,e 0,9958 para FB



42

Tabela 2 - Concentracao das solucdes para a curva de calibracdo — Curva déaadlibrac

Solugbes padrao Concentracao de R FB, em pg/mL
0,3125

0,625

1,25

2,5

5,0

10,0

OO WIN|F

Tabela 3 - Concentracao das solugdes para a curva de calibragdo — Curva déaaalibrag

Solugbes padrao Concentracédo de R FB, em pg/mL
1 0,039
2 0,078
3 0,156
4 0,3125

3.4.2 Avaliacdo da recuperacao

A partir das solucdes-estoque dos padroes deeFBB (Romer Labs, Tulln, Austria)
foram preparadas solu¢cdes na concentracdo deg/tOL em acetonitrila:agua (50:50,v/v)
grau CLAE para utilizagédo nas analises de recuperacao.

O estudo da recuperacdo do método foi realizado pela adicdo de glemtidahecidas
de FB e FB a amostras de milho provenientes do campo com concentracfes rtéavdete
de fumonisinas, nas condi¢des de nosso experimento.

Em 20 g de amostras de graos de milho foram adicionados padrdes desiiuasem
triplicata, nas seguintes concentragdes: L§/Rg, 25,0ug/kg, 35,0pg/kg, 85,0ug/kg, 150,0
ug/kg e 300,qug/kg para FBe 15,0ug/kg, 25,0ug/kg, 35,0ug/kg, 85,0ug/kg e 150,qug/kg
para FB. Em seguida, as amostras foram submetidas a metodologia adaptddaahti,
Solfrizzo e Girolamo (2001).
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3.4.3 Determinacao de fumonisinas das amostras de milho

3.4.3.1 Extracdo das fumonisinas das amostras de milho

Foram transferidos para um frasco, 20 g de cada amostra previamemtzla e
adicionados 100 mL de acetonitrila:metanol:agua (25:25:50, v/viv). ApOs agipacdds
minutos, em agitador mecanico horizontal, o sobrenadante foi filtradpaped de filtro
(Whatman n° 4, 12 cm). Foram pipetados 10 mL do filtrado, adicionados 40 taimg&o
fosfato (PBS) pH 7,0 e agitados. Os extratos diluidos foram filtrasiopapel de filtro de
microfibra de 9 cm (Solcampo) e, em seguida, coletados 10 mL pardi@apéo em coluna

de imunoafinidade.

3.4.3.2 Purificagéo do extrato

Apoés a filtragem, um volume de 10 mL foi passado pela coluna de imuideai—
fumonitest (Vicam, Milford, Massachusetts, USA) com fluxo de 1 mL por minuto.
Posteriormente, a coluna foi lavada com 10 mL de PBS (tampé&o fopfatd,0). As
fumonisinas foram eluidas com 1,5 mL de metanol grau CLAE, evaporagsidaio em

banho-maria a 60 °C e mantida a -20 °C até o momento da cromatografia.

3.4.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O residuo foi redissolvido em 2Q@Q de acetonitrila:agua (50:50, v/v). Uma aliquota de
50 uL do extrato da amostra foi diluida em @0 do reagente OPA (40 mg de ortoftaldeido
dissolvidos em 1 mL de metanol, diluidos em 5 mL de solucdo 0,1 M deaetto de sodio,
acrescidos de 50L de mercaptoetanol) e mantidos & temperatura ambiente sob abrigo da luz.

A solucéo foi agitada por 30 segundos, e apos 2 minutos da adicdo da solD&&y, =
injetada no cromatografo liquido modelo LC-10AD, equipado com injetimog™fixo de 20
uL (Shimadzu, Kyoto, Japan). Apos a separagdo em coluna de fase @i8ga ODS-20,

150 x 4,6 mm, Phenomenex), as fumonisinaseBB, foram detectadas em detector de
fluorescéncia (modelo RF-10AXL), com comprimentos de onda de 335 e 4@Xcitacao e
emissao, respectivamente). Como fase movel, foi utilizada, em moctatiso, a solucéo

acetonitrila:dgua:acido acético (490:510:20, v/viv). A vazéao foi de 1,4 mLiemperatura
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da coluna mantida em forno a 30 °C e a temperatura da sala de 22-g&ttdologia
adaptada de Visconti, Solfrizzo e Girolamo (2001). A quantificacatodass nas amostras,

quando presentes, foi feita através da férmula proposta por Stack e Eppley (1992):

Concentragao (Wu@/kg) =B x (P) X Vb x V3
P, xVixM

Onde,

W = concentracdo da amostfgy(Kg) P,= area da amostra

(P) = concentracdo do padrgoy(mL) V., = volume injetado do padrapl()
V3 = diluicdo da amostraul) P, = area do padrao

V1 =volume injetado da amostial) M = amostra correspondente no extrato (g)

3.4.3.4 Determinacao dos limites de quantificacido para fumonisinas FFiB

Os limites de quantificacdo (LQ), menor concentracdo medidasamneente (CHASIN;
CHASIN; SALVADORI, 1994), foram determinados a partir da aslice quantidades
decrescentes dos padrdes as amostras até concentracdes ofaveitetde toxinas (nas
condicbes de nosso experimento), baseadas nas estimativas desdedumonisinas no

milho e do estudo da recuperacédo do método.

3.5 Anélise estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos do crescimerftosdeium da producao de
fumonisina B e B, e da atividade de agua das 40 amostras analisadas de cada um dos
seguintes gendtipos de milho: 2B710 Hx, 30F35 YG, AG8088 VTPRO, 2B710, 30F35,
AG8088, sendo os 3 primeiros genadtipos transgénicos e o0s 3 ultimos seusvasshéntidos

controle, foram feitas utilizando-sesoftwareSAS 9.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microbiota fungica do milho

Andlise da micobiota de 240 amostras de grdos de milho recérdecalbs hibridos
2B710, 30F35 e AGB088 (controle e transgénico) provenientes da regido deaCiaaali
Paulo),revelaram a presenca de fungos filamentosos na totalidadea$tisaa, destacando-se
F. verticillioidescomo o mais frequente.

Dos 235 isolados deusariumspp. (5 amostras de milho ndoapresentaram contaminacao
pelo fungo), 234 foram classificados comoverticillioidese 1 comd-. bulbicola

Das 80 amostras de graos de milho, referentes ao hibrido 2B710 @entrahsgénico -
Hx) foram isolados os seguintes géneros fungicos em ordem decredeefreguéncia:
hibrido controle (Quadro B.2) Fusarium (75,4%), Penicillium (40,52%), Cladosporium
(3,2%), Neurospora(2,8%), Trichoderma(2,2%), levedura (1,74%)Aspergillus (1,73%),
Mucor (0,45%),Rhizopug0,40%), fungo néao esporulado — FNE (0,23@yrvularia (0,1%).
Os valores de Aa variaram de 0,74 a 0,94 (média: 0,90); Hibrido transgeaidaillium
(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 0,97(média: 0,96). Pertencenteseao F&sarium foi
identificada apenas a espééie verticillioides, nos graos transgénico e isogénico (Quadro
B.3).

Das 80 amostras de graos de milho do hibrido 30F35 (controle e transgé@i;doram
isolados os seguintes géneros fungicos em ordem decrescente de faedjiéndo controle:
Fusarium (91,8%), Penicillium (40,7%), Trichoderma (10,2%) Cladosporium (4,7%),
Aspergillus(1,4%), Mucor (1,4%), Rhizopus(0,15%), Alternaria (0,08%). Os niveis de Aa
variaram de 0,87 a 0,98, com média de 0,93 (Quadro B.4). Hibrido transdémenium
(84,1%), Penicillium (34,7%), Trichoderma (5,2%) Cladosporium (2,3%), Neurospora
(1,7%), Aspergillus(0,9%), Mucor (0,2%), Rhizopug(0,08%). Os niveis de Aa variaram de
0,92 a 0,97, média: 0,95 (Quadro B.5).

Dentro do géneréusarium as espécies isoladas foram:verticillioidese F. bulbicola
(amostra 19 — hibrido 30F35 controlBe acordo com Leslie e Summerel (2006) a espgécie
bulbicola esta associada ao apodrecimento do bulbo das plantas e tem obaita is

principalmente de flores como narcidéafcissussp.) e nerineNerinesp.).
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Com relacdo as 80 amostras do hibrido AG8088 (controle e transgénic®ROY,T
observou-se a presenca dos seguintes fungos no grupo corusiarium (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%). Os valores de Aa
variaram de 0,87 a 0,96, com média de 0,91 (Quadro B.6). Transg&nisarium(81,5%),
Penicillium (17,8%), Neurospora(4,6%), Trichoderma(3,3%), Mucor (1,8%), Aspergillus
(0,8%), Cladosporium(0,3%), FNE (0,08%). Os niveis de Aa variaram de 0,86 a 0,93, com
média de 0,91. Dentro do géndfosarium constatou-se somente o isolamentoda esfpécie
verticillioides (Quadro B.7).

A cultura do milho é susceptivel a contaminacdo e proliferacédo ipersds micro-
organismos, principalmente porfungos toxigénicos. Dentre estes, os g&usasum,
Aspergilluse Penicillium os mais importantes do ponto de vista micotoxigénico, S&0 0s mais
isolados nos gréos de milho. Estes fungos sdo provenientes da podigaadaas plantas
infectadas, de insetos, do solo, de dejetos organicos de animaistdidentes; entretanto, o
ar e o solo, sdo as principais vias de dispersao utilizadas fpatpss (ALMEIDA et al.,
2002). Fatores abioticos também influenciam no crescimento fangico presanca de
micotoxinas nos graos. Dentre esses fatores, a atividade de aguangexatura sdo
consideradas os mais importantes (HURST, 2001). A contaminacéo pboxiras € um dos
principais fatores que compromete a qualidade do produto (ALMEIDA, 20815).

A predominancia dé-. verticillioides, principal espécie produtora de fumonisinass
hibridos estudados, vem ao encontro dos resultados obtidos por diversos pesquisadores
citam o géneroFusarium como principal contaminante de grdos de milho, podendo
contaminar até 100% das amostras, dependendo do lote (MILLS, 1989). Estlidaslas
no Brasil, também apontam este fungo, considerado endofitico, como oatefraiéncia
em graos de milho recém-colhido e armazenado (ALMEIDA et al., 2004EIDA et al.,
2005; HIROOKA et al 1996; ORSI et a1 2000; POZZI et al 1995; ROCHA et al., 2009).

Relacionando a frequéncia do génEusariumcom os niveis de Atividade de agua (Aa),
observou-se maior frequéncia de isolamento do fungo quando a Aa médla P3
(91,8%), no hibrido 30F35 (controle), e menor frequéncia quando a Aa médiaG@ede
(54,5% - hibrido 2B710 Hx). Segundo Lacey e Magan (1991), os niveis minimosreasaxi
de atividade de agua para o crescimenté-.deerticillioidesvariam de 0,87 e 0,98, valores

gue coincidem com os encontrados nos graos estudados.
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Alguns trabalhos tém demonstrado reducdo Fiesarium spp., como também da
contaminacgao por fumonisinas em graos de milho transgénico (MUNKYBEYLMICH,;
RICE, 1999; PAPST et al2005). Os resultados demonstrar&mverticillioides como a
espécie mais frequente tanto no Bt como no convencional.

Em nossa pesquisa observou-se, também, menor frequéncia fangica nosdeyraos
transgénico do hibrido 30F35 (Fig. 8). A tecnologia utilizada nesse hibridaz chp
expressar as proteinas crylAb (YG — 30F35), esta envolvida comeadoerinsetos na fase
adulta. A menor frequéncia @eisariumspp. nos graos transgénicos (30F35 YG e 2B710 Hx)
vem ao encontro dos estudos conduzidos por Dowd (2000).

Estudos realizados por Waquil et al. (2002) revelaram maior suskeatibi de
Spodoptera frugiperdgprincipal inseto-praga do milhojrente a tecnologia transgénica
CrylF. A tecnologia CrylAb (menos suscetivel) apresentou uma sugtadibimoderada. A
maior suscetibilidade do inseto ao transgénico resulta em um menoradangraos,
consequentemente, uma menor contaminacdo fungica no milho, uma das vias de
contaminacgao utilizada pelos micro-organismos. Na presente pesgteéséate pode ser
constatado pela menor frequéncia de contaminacad-psarium no hibrido 2B710 Hx
(CrylF) com reducgdo de 21%. Por outro lado, o hibrido 30F35 YG (CrylAb), abteve
reducao de 8,4% (Fig. 9).

Na tecnologia transgénica VTPRO a maior freqiéncia da contamirgBusarium
(Fig.9) pode ser atribuida & baixa expressdo da dose da toxina no hitsidicjeinte para
alcancar a dose letal nos insetos (morte de 99% dos insetos lgetes)zipermitindo o dano
na planta e favorecendo a entrada de micro-organismos. Segundo Mendgsile(2009),
dependendo do hibrido de milho Bt utilizado, diferentes niveis de controle sedebtidos:
larvas deSpodoptera frugiperdalimentadas com seis hibridos diferentes, com a mesma
toxina Cry, apresentaram valores diferentes de sobrevivénciendiamo do hibrido. Além
disso, a expresséo da toxina cry na planta vai depender do hibridogtdo dasexpressao da
toxina nos diferentes tecidos vegetais e da dose da toxina (MARTINELLI; OMOTO, 2006).
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Figura 8 -Porcentagem de contaminacao fangica nos hibrid@gd @2B71 Hx, 30F35,
30F3¥G, AG8088 e AG80 VTPRO.
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Figura 9 -Porcentagem de contaminacao Fusariumspp. nos hibridos 2B710, 2B7 Hx,
30F35, 30F36G, AG8088 e AG8088 VTPRI
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Nossos estudos também registraram a presenAspergillusspp. em todos os hibrid
estudados, porém, com baixa frequéncia de isolamEstes resultados vém ao encontro
achados em Castr&oares e Furli (1995) aoestudar a micobiota em milho coletado
diferentes localidades do estado de Séo F Os aitores constataram menor frequénia
géneroAspergillus Em relacdo aos géne Fusariume Penicilliun, Rocha et al. (2009)
também observaraneduzidafrequéncia do citado géneemn grdos de milho provenientes

diferentes regd@ies do Brasil. (Fi( 10).



49

Figura 10- Porcentagem de contaminacéo Aspergillusspp. nos hibridos 2B71
2B716ix, 30F35, 30F3 YG, AG8088 e AG8088 VTPRO
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A reducado da contaminacao [Penicilliumspp. na tecnologia transgénica YG e VTF,
comparativamente coseus respectivos contrg, € um fator relevante nesse estudo, a|
da tecnologia transgénica Hx | apresentar os mesmos resultados que aas tecnologias.
(Fig. 11).

Figura 11 Porcentagem de contaminacéao Penicilliumspp. nos Hiridos 30F35
30F35YG, AG8088,AG8088 VTPRO, 2B710 e 2B710 HXx.
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O emprego de técnicas morfoldgicas classicas (maonacromorfoldgicas) possibilitot
identificacdo deF. verticillioides na maioria dos isolados. Microscopicamente, fo
observados conidios em cadeia longa e em falsaczalzém de e conidioforos ¢
monofidlides. Apenas um isolado (amostra 19, hibrRBDF35), identificado comdF.
subglutinans apresentou conidiéforos em mono e polifialidesoaidios aglomerados €

falsa cabeca.



50

Para a confirmacdo dos resultados obtidos na anélise morfologicaglamtoss foram
submetidos ao sequenciamento parcial do gene do fator de elongacéo 1-

O gene do fator de elongacdm odifica uma parte essencial da proteina da maquinaria
de translacdo e tem grande utilidade filogenética, ja querdegita informativo em nivel de
espécie parkusarium.Até o momento nenhuma cépia ndo-ortéloga do gene foi descrita. Este
gene é de copia Unica e possui alto nivel de polimorfismo entrp@sessrelacionadas. Por
esta razdo se tornou um marcador de escolha como ferramedemtifecacdo das espécies
de Fusarium(GEISER et aJ 2004). Neste trabalho, esse marcador demonstrou-se mais uma
vez muito Util para confirmagdo da identidade das espécieBudarium isoladas dos
diferentes hibridos. Dos 235 analisados pela técnica de sequenciameseo/o-se
divergéncia com a identificacdo morfolégica em apenas um isolamlad@s19 — hibrido
30F35), inicialmente classificado confo subglutinansAtravés do sequenciamento parcial
de TEF-1o, este isolado foi identificado comé. bulbicola De acordo com Leslie e
Summerell (2006),F. bulbicola € comumente identificada morfologicamente cofo

sacchariou F. subglutinanse a diferenciacao € facilitada através de técnicas moleculares.

4.2 Avaliagdo da metodologia analitica para determinacdo das fumonisinas 8B,

As curvas padrdo apresentaram-se lineares nas faixas dentrtagfes variando de
0,3125 a 10 pg/ml (Tabelas 2 e 3). Os coeficientes de correlacantdimtam considerados
satisfatorios, j& que todos os valores foram maiores que 0,99.

A recuperacdo do método foi testada em triplicata, a partimdsteas artificialmente
contaminadas com kB FB, em diferentes niveis de contaminacdo (Quadros 1 e 2).

Os testes de recuperacdo apresentaram resultados variando ée @bj3&entracéo de
300,0 ug/kg) a 109,13% (25,fg/kg) para FB O maior valor de Desvio Padréo Relativo
(DPR) foi de 13,86% para a concentracdo de [ui§/Rg, demonstrando que quanto menores
0s niveis de FB maior a diferenca entre as determinagfes (Quadro 1).

Com relacdo a FB os valores de recuperacdo variaram de 85,39% ({idKp) a
99,72% (25,Qug/kg), sendo que o maior valor de DPR foi de 11,63% para a concentracao de
35,0ug/kg (Quadro 2).

O limite de quantificagdo (LQ) para FB1, na concentracdo de|@Bkg, apresentou
recuperacdo média de 109,13% e DPR de 6,67%. Posteriormente, 0 empregordeacénce

de 15,0ug/kg, revelou recuperacdo média de 92,83% e o DPR 13,86%. A partis deste
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resultados, a concentracdo de 1p@kg foi considerado como LQ para fBara a

fumonisina B, na mesma concentracao (15,0 pug/kg), a recuperacdo média foi de 85,39% e

DPR de 6,87%, valores considerados satisfatorios.

Quadro 1- Avaliacdo da recuperacao para FB

Parametros | Concentracdo (Lg/Kg)| Média (ug/KQg) Recuperacédo media (%)
Recuperacéo 15,0 13,92 92,83
(Exatidao) 25,0 27,32 109,13
35,0 32,76 93,70
85,0 77,10 90,67
150,0 146,0 97,33
300,0 2440 81,35
Repetitividade | Concentracdo (ug/Kg)| Desvio Padrédo Desvio Padrédo Relativo (%)
(Precisao) 15,0 1,93 13,86
25,0 1,82 6,66
35,0 2,99 9,13
85,0 5,89 7,64
150,0 17,15 11,74
300,0 28,27 11,59

Quadro 2 - Avaliacdo da recuperacao para FB

Parametros | Concentracdo (ug/Kg)| Média (ng/Kg) Recuperacdo média (%)
15,0 12,80 85,39
Recuperaca 25,0 24,90 99,72
(Exatido) 35,0 32,70 93,43
85,0 83,90 08,68
150,0 148,0 98,26

Concentracao (ug/Kg)| Desvio Padréo | Desvio Padrao Relativo (%)
Repetitividad 15,0 0,88 6.87
o 25,0 0,125 0,5

(Preciséo) 35.0 3,8 11,63
85,0 0,33 0,39
150,0 0,70 0,48

4.3 Determinacao das fumonisinas nos graos de milho

Andlises micotoxicolégicas das 240 amostras de graos de milhsg@riacos e
convencionais) revelaram a presenca dedfB 222 (92,5%) amostras e F/8n 113 (47,1%)
Tais dados vém ao encontro de outros pesquisadores (HASSEGAWA26808!. ROCHA et
al., 2009; TSENG; LIU, 2001), que também observaram alta contaminacBBpuoos graos

de milho convencional. Em relagédo ao milho transgénico, os estudosdeslmancionam



52

diminuicdo na frequécia de contaminacdo e dos niveis de contamiragaB, fFOLCHER
et al., 2010; HAMMOND et al., 2004; MUNKVOLD et al, 1999).

Das amostras contaminadas com fumonisinas, 71 (29,6%) excederarte arlarimo
permitido pela legislacédo brasileira (2000 pg/Kg), para a soraatés fumonisinas B+ B,.
(BRASIL, 2011).

Na tecnologia transgénica 30F35 YG, todas as amostras analisadasmes
contaminadas com FBe 26 (65%) com FB A concentracdo de FKBrariou de 17,91 a
1028,80 ug/Kg e de FEBentre 16,03 a 6156,53 pug/Kg. Ja no seu respectivo controle (30F35),
a presenca de FBfoi registrada em 100% das amostras e de &M 47,5% delas. A
concentracdo de RBariou de 35,39 a 4307,64 ug/Kg e de;leBtre 19,72 e 2710,23 pg/Kg
(Quadro B.8).

Na tecnologia transgénica AG8088 VTRO, das 40 amostras analisadés],2%)
apresentaram contaminacdo por;FB16 (40%) por FB Os niveis variaram de 17,64 a
14024,58 ng/Kg (FB e entre 16,92-7869,73 pg/Kg (PBJ4 no seu respectivo controle
(AG8088), a presenca de FB FB foi constatada em 38 (95%) e 17 (42,5%) das amostras,
respectivamente. Os niveis de;RBriaram de 15,74 a 13576,39 ug/Kg e de &tre 77,05
e 7270,71 ng/Kg (Quadro B.9).

Na tecnologia transgénica 2B710 Hx, 38 (95%) das amostras aprentar@minacao
por FB, e 20 (50%) por FB A concentracdo de kBariou de 23,51 a 5111,33 ug/Kg e de
FB, entre 17,70 e 2083,49 pg/Kg. Ja4 no grupo controle (2B71Q)fdtRletectada em 39
(97,5%) amostras e EEm 15 (37,5%) das amostras analisadas. A concentracdoide FB
variou de 22,34 a 3346,05 ug/Kg e de eBtre 17,70 a 2083,49 nug/Kg (Quadro B.10).

4.4 Andlise estatistica dos resultados

4.4.1 Analise exploratoria

A Tabela A.1 apresenta estatisticas descritivas para&ehatividade de agua. Pode-se
observar que, em geral, a atividade de agua foi elevada e resultofidégs amostrais iguais
ou acima de 0,9, em todos os genadtipos de milho. Também n&o houve variaga@ionessde
atividade de agua entre os genotipos transgénicos e nao transgénicos.

Andlise estatistica descritiva para a variavel crescmndetFusarium apresentada na

Tabela A.2, revela comportamento distinto nos diferentes genétiposdestubtiims gendtipos
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2B710 e 30F35 a variedade transgénica revelou, em geral, menor crescintargardendo
que a variedade ndo transgénica. Por outro lado, para o gendtipo AG808&dadear
transgénica apresentou, em geral, maior crescimenteusi@iumdo que a variedade nao
transgénica. Para o gendtipo 2B710, por exemplo, a variedade transgérseataprenédia
amostral de 54,5%, mediana de 50,0% e terceiro quartil de 75,8%, enqueatedade nao
transgénica, esses numeros sdo, respectivamente, 75,4%, 84,8% e 100,0%.

Andlise estatistica descritiva para as variaveis mfadas a producdo de fumonisina
(Tabelas A.3 a A.5), nos gendétipos 2B710 e 30F35, revelou médias amostraisalmres
nas variedades transgénicas do que nas variedades néo transgéaicastamMo, se
observarmos as demais medidas, podemos notar que as médias am@graducao de
fumonisina sdo maiores nas variedades transgénicas, principalmeidie aecorréncia de
amostras com niveis elevados de fumonisina. Nesses genétipos, 0s vadiess
observados nas variedades transgénicas sdo consideravelmente qnaia®sbservados nas
variedades nao transgénicas. Ja o primeiro quartil amostral, pamplexena variedade
transgénica €, nesses genotipos, igual ou inferior ao observado nadeari@daransgénica.
Para o genotipo AG8088, as médias amostrais sdo proximas nas variedetgEsicas e ndo
transgénicas. No entanto, assim como nos demais genétipos, os valoressmbsgervados
sdo bem maiores na variedade transgénica do que na variedadensgénica. O terceiro
quartil amostral, por exemplo, foi consideravelmente menor na varit@dadgénica do que
na variedade nao transgénica (830 ug/kg no primeiro e 1388 pg/kg no altimo).

A Tabela A.6 apresenta frequéncia relativa de amostras d® rpibsitivas para
fumonisinas (FB+ FB;) com niveis acima do permitido pela legislacdo brasileir&cRaréo
haver indicios de que a frequéncia de amostras positivas para funaorasie entre as
variedades transgénicas e ndo transgénicas. No gendtipo AG8080, por erepeptentual
de amostras obtidas que tinham fumonisina acima do permitido peladégi® de 25% na

variedade néo transgénica e 22,5% na variedade transgénica.

4.4.2 Andalise inferencial

Tendo em vista os elevados niveis de atvidade de agua das art@S0as 0,96) e a
baixa variabilidade entre elas, como pode ser visto na Tabela A.l, canside
desnecessario incluir essa variavel na comparacdo do crescideeRtsariumspp. € na

producdo de fumonisina entre as variedades transgénicas e naénicasgPara confirmar
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essa suspeita, empregou-se acorrelacéd®paarman(GIBBONS; CHAKRABORTI, 2003)
entre a atividade de agua, o cresciment&ukariume a producdo de fumonisina, para cada
um dos hibridos analisados (Tabela A.7). Constatou-se que 100% dasc@esrdiaram
baixas e inferiores, em maodulo, a 0,43, porém, 16 das 18 correlagfes rifedords, em
moddulo, a 0,3. Tais resultados sugerem que pequenas variagfes na atividgda déo
afetaram consideravelmente o crescimentoFdsariume a producdo de fumonisina nos
hibridos de milho analisados. Dessa forma, foram utilizadas nas egpdesudo crescimento
de Fusariume producdo de fumonisina, testes para comparacdes de duas populegdes pa
amostras independentes (BUSSAB; MORETTIN, 2011). Esses testedog 0os demais
utilizados neste trabalho consideraram um nivel de significancia de 5%.

O teste mais simples de comparacao entre duas populacdes independeteste t.
(BUSSAB; MORETTIN, 2011). Esse teste supde que a varidvel deesstertenha
distribuicdo normal. Para cada uma das varidveis de interessadamum dos gendtipos
analisados, utilizou-se o teste de Anderson-Darling (STEPHENS, 1986), qaarat@vel
em estudo revela distribuicdo normal. Em quase todos os casos, aehij@dtesmalidade foi
rejeitada e, portanto, o teste t para duas amostras independenteisutiizado. Empregou-
se, entao, o teste de Mann-Whitney (BUSSAB; MORETTIN, 2011).

A Tabela A.8 apresenta os resultados dos testes de Mann-Whitnegspeaadaaveis de
crescimento déusariume producao de fumonisina. Em relacédo ao crescimerffasiium
conforme esperado pelos resultados da andlise descritiva, paés aenoétipos de milho
analisados, houve diferenca entre as variedades transgénicas mns@énicas. Para a
variedade transgénica dos gendtipos 2B710 (p = 0,003) e 30F35 (p = 0,029), constatou-se
tendéncia de menor crescimentoFdesarium,comparativamente a variedade nao transgénica.
Ja para a variedade transgénica do gendtipo AG8088 houve tendéncia de eseaioreato
de Fusariumcomparativamente a variedade n&o transgénica (p = 0,003).

As demais colunas da Tabela A.8 apresentam os resultados desdtedflann-Whitney
para as variaveis de producdo de fumonisina. Nos genotipos 2B710 (p > 0Ot@@osnos
casos) e 30F35 (p = 0,065 para a producao de fumonisi@gp B 0,3 nos demais casos) nao
houve indicios de variacdo entre a producdo de fumonisinB; total e as variedades de
milho transgénica e ndo transgénica. Ja para variedade transgéngenotipo AG3088
houve tendéncia de menor producdo de fumonisingpB= 0,023) e menor producdo de
fumonisina total (p = 0,017) comparativamente a variedade nao trarssgEoi@m, nao

houve indicios de variacdo na producdo de fumonisinenBe as variedades transgénica e
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nao transgénica do gendtipo AG8088 (p = 0,610). Curiosamente, a variedade ttandgéni
genotipo AG8088 foi aquela com maior tendéncia de crescimeriaosgeium.Dessa forma,
para a variedade transgénica do gendtipo AG8088, houve tendéncia de meireatesde
Fusariume menor producéo de fumonisinadétotal do que a variedade nédo transgénica.

A tecnologia transgénica no milho Bt tem efeito direto somente nesospraga, a
contaminacgao parusariume a producao de fumonisinas sdo efeitos indiretos. Isto pode ser
observado na tecnologia transgénica Hx e YG, nao existindo indicios deligtrébaicdo da
producdo de fumonisina;BB, e total varie entre a variedade de milho transgénica e nao
transgénica jA& no VTPRO somente a; B®e uma menor reducdo no transgénico. Estudo
realizado por Clements et. dP003) ndo revelou variagcdo no dano no grao causado pelo
Fusariume producéo de fumonisinas tanto no controle (RX697) como no transgénico (RX697
YG).

Testou-se a probabilidade de uma amostra de milho divergir-se antvariedades
transgénicas e ndo transgénicas nas concentracdes de fumonisin@sesuper permitido
pela legislacdo brasileira. Para isso utilizou-se o testehateogeneidade (BUSSAB,;
MORETTIN, 2011) e os resultados estdo apresentados na Tabelamh\.@bdBs os trés
gendtipos de milho analisados, ndo houve indicios de variagdo entre iedades

transgénicas e ndo transgénicas (p > 0,31 nos trés genotipos).
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5 CONCLUSOES

A realizacdo deste trabalho permitiu chegar as seguintes conclusdes:

— 0 génerdrusariumfoi isolado em todos os hibridos, sendo a esgecierticillioides
a mais predominante;

— a tecnologia transgénica apresentou menor frequéncia de contaminacaa, fungi
comparativamente a tecnologia convencional nos hibridos 30F35 e AG8088;

— a utilizacdo do gene do fator de elongacéo dara confirmacéo da identidade das
espécies deFusarium demonstrou-se adequada, permitindo uma correlagdo de
aproximadamente 99,4%com identificacdo morfoldgica classica;

— para 0s gendtipos 2B710 e 30F35, a variedade transgénica tende a ter menor
crescimento déusariumdo que a variedade néo transgénica;

- no gendtipo AG8088, a variedade transgénica tende a ter maior @efriae
Fusariumdo que a variedade nao transgénica;

- para o genoétipo AG8088, a variedade transgénica obteve menor producdo de
fumonisina B e total comparativamente a variedade ndo transgénica, mas nao sao
diferentes em relacéo a producédo de fumonisgna B

— nos genotipos 2B710 e 30F35, ndo ocorreu variacao na producao de fumopiBina B
e total entre a variedade de milho transgénica e controle;

— em todos os 3 gendtipos de milho analisados, ndo constatou-se difetatisiices
em relagdo a presenca de fumonisinas nas amostras de raigénico e controle
superiores as permituidas pela legislacao brasileira.

- 0s niveis de fumonisinas detectados nas amostras analisadagfiGnggcontrole)
foram, em sua maioria, inferiores aos permitidos pela legisldgasileira.
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APENDICE A - Tabelas

Tabela A.1 - Estatisticas descritivas para atividade de agua.

Hibrido Média Desvio Minimo Quartis Maximo
padrao Q1 Q2 Q3
2B710 0,90 0,03 0,74 090 0,91 0,92 0,94
2B710Hx 0,96 0,01 0,93 0,95 0,96 0,96 0,97
30F35 0,93 0,03 0,87 0,91 0,93 0,9 0,98
30F35YG 0,95 0,01 0,92 0,94 0,95 0,96 0,97
AG8088 0,91 0,02 0,87 0,89 0,90 0,93 0,96

AG8088VTPRO 0,91 0,02 0,86 0,90 092 0,92 0,94

Tabela A.2 - Estatisticas descritivas para o crescimerffogiiumem porcentagem de
graos contaminados.

Hibrido Média Desvio Minimo Quartis Maximo
padrao Q1 Q2 Q3
2B710 75,4 25,7 21,2 53,0 84,8 100,0 100,0
2B710HXx 54,5 29,7 6,0 30,3 50,0 75,8 100,0
30F35 91,8 18,7 33,3 95,4 100,0 100,0 100,0
30F35YG 84,1 21,1 33,3 74,3 953 100,0 100,0
AG8088 59,5 35,8 0,0 258 65,1 98,5 100,0

AG8088VTPRO 81,5 26,1 15,2 63,5 100,0 100,0 100,0

Tabela A.3- Estatisticas descritivas para a produgdo de fumonisiGagikg).

Hibrido Média Desvio Minimo  Quartis Maximo
padrao Q1L Q2 Q3
2B710 646 989 0 58 100 817 3346
2B710HXx 1177 1570 0 56 132 2439 5111
30F35 994 1251 35 103 256 1917 4308
30F35YG 2698 3306 18 63 570 5730 9419
AG8088 1271 2179 0 50 87 1388 6998

AG8088VTPRO 1287 2829 0 0 32 830 14025




71

Tabela A.4 - Estatisticas descritivas para a producdo de fumoni¢irgl)).

Hibrido Média  Desvio Minimo  Quartis Maximo
padrao Q1L Q2 Q3
2B710 292 574 0 0 0 285 2083
2B710HXx 482 784 0 0 8 815 3421
30F35 507 789 0 0 0 1016 2710
30F35YG 1029 1445 0 0 147 1952 6157
AG8088 510 1037 0 0 0 451 4043
AG8088VTPRO 494 1438 0 0 0 127 7870

Tabela A.5 - Estatisticas descritivas para a producao de fumonisifdgBem pg/kg.

Hibrido Média Desvio Minimo  Quartis Maximo
padrédo Q1 Q2 Q3
2B710 938 1525 0 58 100 1101 5208
2B710Hx 1659 2254 0 56 154 3289 6774
30F35 1501 2017 35 103 256 3067 6926
30F35YG 3726 4676 18 86 709 7626 15367
AG8088 1782 3154 0 55 87 1871 10093
AG8088VTPRO 1781 4172 0 0 38 1058 21894

Tabela A.6- FreqUéncia relativa de amostrasde milho positivas para fumonisings )
com niveis acima do permitido pela legislacéo brasileira.

Hibrido Producéo de FB Total
<2000 > 2000

2B710 # 31 9 40
% 77,5% 22,5% 100,0%

2B710Hx # 27 13 40
% 67,5% 32,5% 100,0%

30F35 # 27 13 40
% 67,5% 32,5% 100,0%

30F35YG # 23 17 40
% 57,5% 42,5% 100,0%

AG8088 # 30 10 40
% 75,0% 25,0% 100,0%

AG8088VTPRO # 31 9 40

% 77,5% 22,5% 100,0%
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Tabela A.7 - Correlacdo d&pearmarentre a atividade de 4gua, crescimentbukarium
e producéao de fumonisineeBs,.

Hibrido Crescimento Producao de
de Fusarium FB; FB,

2B710 0,028 0,031 0,180
2B710Hx 0,054 -0,173  -0,232
30F35 0,165 0,232 0,271
30F35YG 0,042 0,001 0,009
AG8088 0,426 -0,064 0,116
AG8088VTPRO -0,054 0,365 0,296

Tabela A.8 Valores-p dos testes para comparacao entre os milhos transgénicos e nao

transgénicos em relacdo ao crescimeritosggiume a producao de
fumonisina.

Hibrido  Variavel
Fusarium FB; FB, FB
2B710 0,003 0,278 0,228 0,302
30F35 0,029 0,392 0,065 0,304
AG8088 0,003 0,023 0,610 0,017

Tabela A.9 - Valores-p dos testes para comparagao entre os milhos transg@aicos
transgénicos em relacao a proporgdo de amostras que nao atendem a legislacao.

Hibrido Valor-p
2B710 0,317
30F35 0,356

AG8088 0,793
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ANEXOS
ANEXO A-Figuras

Figura A.1 - Mapa da Mesoamérica

Fonte: (FOUNDATION FOR THE ADVANCEMENT OF MESOAMERICAN STUES, 2012)

0]

Figura A.2 - Lagarta-do-cartuch
4 | _ 12TIEUE

Spodoptera frugiperda (J.E. Smil)

Fonte: (SOLAGRO, 2006)

Figura A.3 - Lagarta—da-espiga

Fonte:(CANADIAN BIODIVERSITY INFORMATION FACILITY, 2003).



Figura A.4 - Broca-do-colmo

Fonte: (PEST AND DISEASE IMAGE LIBRARY, 2012).
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ANEXO B — Quadros

Quadro B.1 - Produtos derivados do milho ou que contém seus componentes isolados ou
transformados industrialmente.

Acetato de calcio e magnésio

Grits

Adesivos (colas, pastas, mucilagens, gom
etc

Herbicida natural

Alcoois etilico e butilico Inseticidas
Alimentos para bebé logurtes
Alimentos congelados Ketchup

Aluminio Lapis de cor e de cera
Amido e glucose (mais de 40 tipos) Licorice
Antibidticos (penicilina) Maioneses

Asbestos para materiais de condicioname
térmico

nto

Manteiga de amendoim

Aspirina e outros medicamentos

Manufatura de papéis

Automoveis (volante, estofamento, cabecal
cilindro, pneus, acabamento de borracha
sintéticas)

do

[

Margarinas

Balas e confeitos

Molhos para saladas

Batata chips

Mostarda preparada

Baterias para veiculos

Oleo comestivel

Bebidas gasosas

Paes e biscoitos

Cafés e chas instantaneos

Papéis de parede

Carpetes, tapetes. Papéis e papelBes, (corrugados e laminados)
Carreadores de cor em papéis, tecidos e tinta Pastadedentes
para impressao
Cereais matinais Pigmentos

Cerveja

Plasticos degradaveis

Chiclete de goma

Polidor para sapatos

Coberturas em madeira, papel e metal

P6s para sobremesas

Combustivel (etanol)

Produtos de chocolates
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Copos e pratos de papel

Produtos farmacéuticos

Cosmeéticos

Produtos maltados

Couro acabado

Queijos ou requeijées cremosos

Cremes de barbear

Racao animal e alimentos para animais de
estimacao

Dextrose (utilizada desde solugdes
intravenosas a coberturas para bolos)

Refrigerantes

Escurecedor de couro.

Suplementos para alimenta¢do animal
(vitaminas e aminodacidos)

Explosivos — fogos de artificio

Salgadinhos tipo chips, tortillas e outros

Farinhas ou fubas de milho

Tacos e tortillas

Fibra de vidro

Tecidos egomas

Filmes fotogréaficos

Tinta latex

Fraldas descartaveis

Tinta para maquinas de etiquetas de preco

Frutose seca e xaropes (usados em
refrigerantes, misturas alimenticias, etc)

Vegetais enlatados

Geléias e doces em conserva

Whisky

Giz para quadro negro

Xaropes

Fonte: (PAES, 2006).
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Quadro B.2 - Porcentagem de contaminacédo fungica em 40 amostras de graos de milho hetenefeoéntes ao hibrido 2B710 Controle

% Contaminagao Flingica

Amostras Aa DRBC - Hibrido 2B710
Total-graos Fusarium Aspergillus Penicillium Cladosporium Trichoderma Rhizopus Neurospora Mucor Levedura FNE Curvularia
1 0,90 100 87,9 3 - 6 - - 15,2 - - - -
2 0,91 100 100 - 45,5 6 - - - - 12,1 - -
3 0,91 100 42,4 - 100 6 12,1 3 - - - 9 -
4 0,90 100 48,5 - 81,8 - 21,2 - - - - - -
5 0,91 100 90,9 6 12,1 - - - - 9 - - -
6 0,91 100 96,9 - 36,4 - 3 3 - - - - -
7 0,92 100 100 - 6 12,1 - - - 3 - - -
8 0,88 100 100 - - 9 9 - - - - - -
9 0,91 100 78,8 - 51,5 12,1 - - - - 33,3 - -
10 0,89 100 63,6 - 48,5 - - - - - 15,2 - -
11 0,93 100 57,6 - 72,7 3 - - - - - - -
12 0,93 100 39,4 - 87,9 3 3 - - - - - -
13 0,74 100 84,8 3 84,8 - - - - - - - -
14 0,92 100 69,7 - 84,8 - 3 - - - - - -
15 0,90 100 81,8 - 48,4 - 3 - - - - - -
16 0,91 100 90,9 6 54,5 - 3 - - - - - -
17 0,91 100 100 3 9 - - - - - - - -
18 0,92 100 54,5 3 48,5 - - - - - - - -
19 0,90 100 100 9 18,2 - - - - - - - -
20 0,91 100 100 6 18,2 - 9 9 - 3 - - -
21 0,89 100 24,2 - 100 18,2 - - - 3 - - 3
22 0,88 100 36,4 - 30,3 - - - 48,5 - - - -
23 0,94 93,9 39,4 - 3 - 3 - 51,5 - - - -
24 0,92 48,5 21,2 - 21,2 - 3 - - - - - -
25 0,90 75,8 54,5 - 54,5 - 3 - - - - - -
26 0,92 100 60,6 - 75,8 - 3 - - - - - -
27 0,89 97 75,8 - 21,2 - - - - - - - -
28 0,87 100 48,5 - 51,5 - - - - - - - -
29 0,88 100 84,8 - 12,1 3 - - - - - - -




78

30 0,90 100 51,5 - 81,8 - - - - - - - -
31 0,94 100 39,4 6 42,4 - - - - - - - -
32 0,92 100 100 3 15,2 21,2 - - - - - - -
33 0,92 100 97 6 9 12,1 - - - - - - -
34 0,93 100 100 - 45,5 - - - - - - - -
35 0,92 100 100 3 12,1 3 - - - - - - -
36 0,91 100 100 - - - - - - - - - -
37 0,89 100 100 - 15,2 - - - - - - - -
38 0,89 100 93,9 3 36,4 - - - - - 9 - -
39 0,91 100 100 6 18,2 6 - - - - - - -
40 0,93 100 100 3 66,6 6 9 - - - - - -
Média 0,90 97,8 75,4 1,73 40,52 3,2 2,2 0,4 2,8 0,45 1,74 0,23 0,1
*Aa: atividade de agua
*ENE: fungos ndo esporulados
Quadro B.3 - Porcentagem de contaminacao fungica em 40 amostras de graos de milho hetenefeoéntes ao hibrido 2B710 Hx.
% Contaminagdo Fungica
Amostras Aa DRBC - Hibrido 2B710Hx
Total- graos Fusarium Aspergillus Penicillium Cladosporium Trichoderma Neurospora Levedura FNE Acremonium
1 0,97 100 93,9 - 78,8 - - - 42,4 - -
2 0,97 100 45,4 - 100 - - - 24,2 - -
3 0,97 85 30,3 - 63,6 - - - - -
4 0,97 100 60,6 - 60,6 - - - 18,2 - -
5 0,96 100 6 - 90,9 - - - 6 - -
6 0,95 100 66,6 - 81,8 - - - - - -
7 0,96 100 100 - 27,3 - - 66,6 - - -
8 0,96 100 30,3 - 90,9 - 90,9 - - - -
9 0,97 100 100 - 96,7 - - - 21,2 -
10 0,96 100 30,3 - 51,5 - - - 9 21,2 -
11 0,95 100 27,3 - 72,7 21,2 - 6 - - -
12 0,96 100 66,6 - 6 - 12,1 9 - - -
13 0,96 100 78,8 - 81,8 - - - - - -
14 0,96 97 39,4 - 75,8 - - 9 - - -
15 0,95 100 57,6 - 48,5 - - - - - -
16 0,96 100 69,7 - 75,8 - - - 9 - -
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17 0,96 100 84,8 - 84,8 - - - 18,2 - -
18 0,95 100 45,5 3 69,7 - - - 18,2 - -
19 0,96 100 02,4 - 100 - - - 3 - -
20 0,95 100 100 - 9 - - - 9 - -
21 0,95 100 18,2 - 97 - - - - - -
22 0,96 100 60,6 - 54,5 - - - - - -
23 0,96 100 100 - 3 - - - - - -
24 0,94 100 54,5 - 51,5 - - - - - -
25 0,95 94 45,5 - 57,6 - - - - - -
26 0,95 100 30,3 - 75,8 - 24,3 - - - -
27 0,95 100 97 - 45,5 - 3 - 6 - -
28 0,96 100 12,1 - 100 - 24,3 - - - -
29 0,95 94 36,4 - 60,6 - 3 - - 9 -
30 0,95 100 27,3 - 69,7 - 36,4 - 18,2 - -
31 0,96 100 6 - 94 3 3 - - - -
32 0,95 100 97 - 33,3 - - - - - -
33 0,95 100 18,2 - 66,6 - 6 - - - -
34 0,96 100 60,6 - 60,6 - - - - - -
35 0,97 100 12,1 - 100 - 66,6 9 - - -
36 0,96 100 72,7 - 84,8 - - - - - -
37 0,96 100 42,4 - 45,5 - - - - 12,1 -
38 0,93 100 72,7 - 48,5 3 - - - - -
39 0,94 100 42,4 - 100 - - - - - 3
40 0,96 100 100 - 60,6 - 9 - - - -

Média 0,96 99,3 54,5 0,07 66,8 0,7 12,6 0,67 3,68 1,36 0,08

* Aa: atividade de agua

*ENE: fungos ndo esporulados

Quadro B.4 - Porcentagem de contaminacao fungica em 40 amostras de graos de milho heteenefeoéntes ao hibrido 30F35 Controle.

% Contaminagao Fungica

Amostras Aa DRBC - Hibrido 30F35
Total — grdos Fusarium Aspergillus Penicillium Cladosporium Trichoderma Rhizopus Alternaria Mucor
1 0,98 100 100 - 6 30,3 - - - -
2 0,98 100 100 3 45,5 - 3 - - -
3 0,98 100 97 - 57,6 - 3 - - -
4 0,96 100 100 - 12,1 9 - - - -
5 0,95 100 33,3 3 3 27,3 100 - - -
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6 0,96 100 100 - 66,6 15,2 12,1 3 - -
7 0,97 100 100 - 3 - - - - -
8 0,96 100 100 - 33,3 - - - - -
9 0,95 100 100 - - 12,1 - - - -
10 0,95 100 100 - 60,6 12,1 - - 3 -
11 0,95 100 100 3 21,2 12,1 - - - -
12 0,95 100 100 - 21,2 - - 3 - -
13 0,92 100 100 - 18,1 12,1 - - - -
14 0,94 100 100 - 15,2 - 9 - - -
15 0,95 100 100 - 33,3 15,2 3 - - -
16 0,93 100 100 - 72,7 3 - - - 3
17 0,92 100 100 12,1 - - 3 - - -
18 0,93 100 93,9 - 69,7 - 6 - - -
19 0,90 100 93,9 - 36,4 - 6 - - -
20 0,92 100 60,6 3 21,2 9 63,6 - - -
21 0,93 100 93,9 6 96,9 - - - - -
22 0,90 100 100 - 42,4 3 - - - -
23 0,91 100 100 - 36,4 - - - - -
24 0,91 100 96,9 - 33,3 - - - - -
25 0,91 100 88 - 81,8 6 - - - -
26 0,92 100 100 - 72,7 6 - - - -
27 0,91 100 100 - 48,5 - - - - 54,5
28 0,90 100 100 - 48,5 - 3 - - -
29 0,91 100 100 - 33,3 6 - - - -
30 0,89 100 36,4 - 42,4 - 57,5 - - -
31 0,95 100 96,9 3 42,4 - - - - -
32 0,91 100 33,3 - 45,5 - 66,6 - - -
33 0,93 100 84,8 - 60,6 6 - - - -
34 0,93 100 63,6 6 21,2 - 60,6 - - -
35 0,93 100 100 3 63,6 - - - - -
36 0,94 100 100 3 48,4 - - - - -
37 0,87 100 100 - 42,4 - - - - -
38 0,93 100 100 3 63,6 - - - - -
39 0,90 100 100 - 63,6 3 12,1 - - -
40 0,87 100 100 6 42,4 - - - - -
Média 0,93 100 91,8 1,4 40,7 4,7 10,2 0,15 0,08 1,4

* Aa: atividade de agua




81

Quadro B.5 - Porcentagem de contaminacédo fungica em 40 amostras de graos de milho hetenefeoéntes ao hibrido 30F35YG

% Contaminagao Flingica
Amostras Aa DRBC - Hibrido 30F35 YG
Total — graos Fusarium Aspergillus Penicillium Cladosporium Trichoderma Rhizopus Neurospora Mucor

1 0.94 100 100 - 33,3 3 - - - -
2 0,96 100 90,9 - 66,6 - - - - -
3 0,96 75,8 60,6 - 6 18,2 - - - -
4 0,95 100 36,4 - 33,3 - - - 33,3 -
5 0,96 100 72,7 - 42,4 - - - - -
6 0,95 88 69,7 - 15,2 3 - - - -
7 0,94 88 84,8 - 42,4 3 - - - -
8 0,95 100 82 - 42,4 - - - - -
9 0,95 100 33,3 - 78,8 - - - - -
10 0,94 72,7 63,3 - 18,2 - - - - -
11 0,95 100 100 18,2 12,1 - 12,1 - - -
12 0,96 60,6 48,5 3 15,2 3 - - - -
13 0,95 100 100 - 12,1 - - - - -
14 0,93 81,8 81,8 3 15,2 15,2 - 3 - -
15 0,94 96,9 96,9 3 30,3 - - - - 6
16 0,95 75,8 75,8 - 6 - - - - -
17 0,94 100 100 3 57,6 - - - - -
18 0,93 84,8 33,3 - 9 - 15,2 - 33,3 -
19 0,95 81,8 81,8 - 15,2 - - - - -
20 0,93 100 100 - 42,4 - 9 - - -
21 0,95 100 78,8 - 88 - - - - -
22 0,97 100 100 - - - 42,4 - - -
23 0,95 100 100 - 36,4 - - - - -
24 0,93 100 100 - 33,3 - - - - -
25 0,95 100 100 3 69,7 24,2 - - - -
26 0,96 100 100 - 30,3 - - - - -
27 0,96 93,9 93,9 - 39,4 12,1 6 - - -
28 0,96 100 100 - 18,2 - 18,2 - - -
29 0,94 100 100 - 57,6 - - - - -
30 0,95 93,9 93,9 - 45,5 12,1 - - - -
31 0,96 100 100 - 57,6 - - - - -
32 0,94 100 63,6 - 12,1 - 36,4 - - -
33 0,96 100 96,7 - 75,8 - - - - -
34 0,96 100 100 - 30,3 - - - - -
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35 0,94 100 100 - 45,5 - - - - -
36 0,92 100 42,4 - 100 - 3 - - -
37 0,95 100 100 3 6 - 12,1 - - -
38 0,94 100 100 3 12,1 - 24,3 - - -
39 0,92 100 81,8 - 18,2 - 30,3 - - -
40 0,92 100 100 - 18,2 - - - - -
Média 0,95 94,6 84,1 0,9 34,7 2,3 5,2 0,08 1,7 0,2

* Aa: atividade de agua

Quadro B.6 - Porcentagem de contaminacao fungica em 40 amostras de graos de milho hete@nefeoéntes ao hibrido AG8088 Controle

% Contaminagdo Fungica

Amostras Aa DRBC - Hibrido AG8088
Total — graos Fusarium Aspergillus Penicillium Cladosporium Trichoderma Rhizopus Neurospora Mucor Levedura
1 0,96 100 100 3 57,5 18,2 - - - - -
2 0,95 100 84,8 6 87,9 12,1 - - - - -
3 0,94 100 100 3 - - 3 - 3 - -
4 0,94 100 96,9 - 60,6 - - - - - -
5 0,93 100 96,9 - 75,7 - - 3 - - -
6 0,93 100 100 - 27,2 9,1 - 3 - - -
7 0,92 100 100 3 18,2 - - - - - -
8 0,93 100 100 6,1 36,4 - - - 12,1 - -
9 0,93 100 66,6 - 30,3 - 66,6 - - - -
10 0,93 100 27,3 - 100 - - - - - -
11 0,92 100 75,8 - 30,3 - - - 24,2 - -
12 0,93 93,9 54,5 15,2 36,4 3 - 6 - - -
13 0,90 100 100 - - - 3 3 - - -
14 0,91 100 21,2 - 57,6 - - - 30,3 - -
15 0,92 100 33,3 - 21,2 - 6 - 66,6 - -
16 0,93 100 100 - 18,2 - - - - 3 -
17 0,91 100 100 - 15,2 - - - - - -
18 0,91 100 63,6 3 12,1 - - - 33,3 - -
19 0,91 100 - - - - 100 - 66,6 - -
20 0,92 100 100 - 24,2 - 6 3 6 - -
21 0,88 81,8 39,4 - 39,4 - 3 - - - -
22 0,89 100 - - 100 - - - - - -
23 0,90 100 42,4 - 27,3 - 15,2 6 33,3 - -
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24 0,89 100 24,2 - 15,2 6 - - 66,6 - -
25 0,89 87,9 63,6 - 21,2 - - - - - -
26 0,90 81,8 24,2 - 9 - - - 48,5 - -
27 0,89 90,9 63,6 - 39,4 - - - - - -
28 0,89 100 66,6 - 42,4 3 - - - - -
29 0,89 100 24,2 - 21,2 - - - 66,6 - -
30 0,89 87,9 24,2 - 24,2 - - - 36,4 - -
31 0,90 100 78,8 - 51,5 - - - - 3 -
32 0,90 100 78,8 - 39,4 - - - - - 24,2
33 0,89 100 69,7 - 21,2 - 3 3 33,3 - -
34 0,90 100 - - - 6 100 - 21,2 - -
35 0,90 100 - - - - - - 100 - -
36 0,90 100 - - - - 100 - - - -
37 0,90 100 33,3 - 30,3 - 6 - - 3 3
38 0,88 100 30,3 - - - 6 - 33,3 33,3 -
39 0,87 100 90,9 - - - 21,2 - - - -
40 0,89 100 100 3 15,2 - - 3 - - -
Média 0,91 98,1 59,5 1,1 30,1 1,4 10,9 0,8 17 1,1 0,7

* Aa: atividade de agua

Quadro B.7 - Porcentagem de contaminacado fungica em 40 amostras de graos de milho hest@nefeoéntes ao hibrido AG8088 VTPRO.

% Contaminagdo Fungica

Amostras Aa DRBC - Hibrido AG8088 VTPRO
Total — grdos Fusarium Aspergillus Penicillium Cladosporium Trichoderma Neurospora Mucor FNE
1 0,93 100 24,2 - 30,3 3 - 45,5 - -
2 0,91 100 57,6 - 42,4 - - - - R
3 0,92 51,5 15,2 - 3 - - 333 - -
4 0,91 100 21,2 - 3 - - 72,7 - -
5 0,91 63,6 63,6 - - - - - - -
6 0,90 75,8 66,6 - 6 3 - - - -
7 0,91 84,8 66,6 - 18,2 - - - - -
8 0,91 93,9 84,8 - 12,1 - - - - -
9 0,90 84,8 51,5 - - - - 33,3 - -
10 0,90 69,7 39,4 - 30,3 - - - - -
11 0,91 100 100 - - - - - - -
12 0,91 100 100 3 6 - - - - -
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13 0,90 100 100 6 30,3 - - - 9 -
14 0,90 100 63,3 - 57,6 - 6 - - -
15 0,90 100 100 3 30,3 - - - _ -
16 0,89 100 100 - 12,1 - R - - N
17 0,88 100 100 3 - - - - - -
18 0,88 100 100 3 36,4 - R - - N
19 0,88 100 100 - 42,4 - - - - -
20 0,86 100 100 - - - - - 36,4 R
21 0,94 100 100 - 45,5 - 12,1 - - -
22 0,92 100 100 - 42,4 - R - - N
23 0,92 100 100 - 6 - - - - -
24 0,92 100 100 - 24,2 - R - - N
25 0,92 100 100 - 12,1 - 3 - - -
26 0,92 100 66,6 3 - - 33,3 R - N
27 0,92 100 100 - 30,3 - 3 - 3 3
28 0,91 100 100 3 6 3 - - 3 -
29 0,92 100 51,5 6 15,2 - 60,6 - - -
30 0,91 100 100 - 18,2 - - - - -
31 0,92 70 57,6 - 9 3 - - - N
32 0,93 60,6 51,5 - 6 - 3 - - -
33 0,92 84,8 78,8 - 6 - R - - N
34 0,92 100 100 - 39,4 - - - - -
35 0,92 100 100 - 24,2 - R - 9 N
36 0,92 100 100 - 9 - - - - -
37 0,92 100 100 3 6 - 9 - - -
38 0,92 100 100 - 48,5 - 3 - - -
39 0,92 100 100 - 3 - - - 12,1 -
40 0,93 100 100 - - R - - - N

Média 0,91 93,5 81,5 0,8 17,8 0,3 33 4,6 1,8 0,08

* Aa: atividade de dgua




Quadro B.8 - Incidéncia de fumonisina 8B, no hibrido 30F35 (YG e Controle)

30F35 Controle 30F35YG
Amostra | FB1 (ug/Kg) | FB2(ug/Kg) | FB1(ug/Kg) | FB2 (ug/Kg)
1 4215,35 2710,23 355,13 35,50
2 869,52 231,41 5458,73 2308,22
3 588,39 106,96 194,92 0,00
4 2160,00 1011,62 1703,58 463,38
5 3353,59 1751,33 313,46 42,47
6 1739,01 1385,33 3475,76 462,22
7 2669,45 1404,46 82,44 0,00
8 2173,06 1645,65 2359,36 493,28
9 1987,45 1021,32 88,65 0,00
10 69,86 0,00 9074,22 2290,62
11 158,93 32,29 32,91 0,00
12 124,71 0,00 4669,53 1772,57
13 111,90 0,00 225,37 0,00
14 296,36 19,72 543,96 171,57
15 466,78 42,04 7551,38 3146,26
16 171,40 0,00 6747,52 2689,37
17 2116,19 387,30 110,33 0,00
18 132,29 0,00 4686,42 1933,66
19 1741,13 504,14 9419,13 3214,68
20 836,74 379,81 7855,04 2790,48
21 93,61 0,00 33,28 0,00
22 2443,15 1948,59 596,89 105,50
23 144,20 0,00 123,41 16,03
24 90,77 0,00 6071,54 1413,76
25 73,79 0,00 51,96 0,00
26 114,35 0,00 6001,20 1970,69
27 295,96 0,00 856,22 850,44
28 260,49 0,00 64,88 109,47
29 181,88 0,00 1110,36 490,36
30 1845,75 1574,29 52,84 0,00
31 95,01 0,00 9209,99 6156,53
32 250,58 0,00 17,91 0,00
33 40,71 0,00 60,84 0,00
34 120,58 0,00 44,86 122,06
35 91,81 0,00 3376,80 1193,53
36 69,15 0,00 28,58 0,00
37 57,54 0,00 7496,02 3072,37
38 3176,44 1860,66 21,47 0,00
39 35,39 0,00 21,83 0,00
40 4307,64 2257,23 7718,78 3836,89
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Quadro B.9 - Incidéncia de fumonisina®B, no hibrido AG8088 (VTPRO e

Controle).
AG8088 Controle AG8088VTPRO
Amostra | FB1 (ug/Kg) | FB2(ug/Kg) | FB1 (ug/Kg) | FB2 (ug/Kg)

1 2481,46 722,21 71,98 0,00

2 0,00 77,05 5022,51 153,21
3 36,16 0,00 0,00 0,00
4 22,44 0,00 0,00 0,00

5 15,74 0,00 7584,26 2154,34
6 890,63 209,87 3088,69 779,28
7 6004,52 3747,78 40,82 0,00

8 89,92 0,00 154,82 0,00

9 4052,64 1035,49 23,12 0,00
10 53,09 0,00 19,82 0,00
11 77,60 0,00 0,00 41,13
12 6998,14 3095,10 0,00 0,00
13 1885,98 756,09 0,00 0,00
14 28,97 0,00 0,00 0,00
15 4883,98 1955,75 0,00 0,00
16 496,54 133,23 28,72 0,00
17 47,77 0,00 17,64 0,00
18 32,28 0,00 20,77 0,00
19 41,83 0,00 0,00 16,92
20 370,45 136,32 0,00 0,00
21 6830,54 1656,05 0,00 0,00
22 706,76 193,25 502,72 99,83
23 2148,24 691,56 0,00 0,00
24 372,71 159,41 14024,58 7869,73
25 64,71 0,00 0,00 0,00
26 76,33 0,00 130,16 39,38
27 116,44 0,00 6544,00 1513,95
28 57,47 0,00 18,35 0,00
29 26,12 0,00 1652,84 554,06
30 5458,21 4042,97 0,00 0,00
31 64,12 0,00 18,72 0,00
32 113,46 0,00 142,70 39,47
33 231,08 48,86 1157,42 355,06
34 70,07 0,00 2397,63 720,71
35 143,45 0,00 5113,96 4353,24
36 83,20 0,00 60,41 0,00
37 5639,60 1745,29 34,35 0,00
38 69,50 0,00 48,37 0,00
39 76,94 0,00 3201,97 1020,97
40 0,00 0,00 367,75 52,93
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Quadro B.10 - Incidéncia de fumonisingdB, no hibrido 2B710 (Hx e Controle)

2B710 Controle 2B710 Hx
Amostra | FB1 (ug/Kg) | FB2 (ug/Kg) | FB1(pg/Kg) | FB2 (ug/Kg)

1 23,35 0,00 70,64 0,00

2 31,53 0,00 241,29 22,70
3 0,00 0,00 38,42 0,00

4 23,70 0,00 68,42 0,00

5 52,51 0,00 0,00 16,44
6 460,13 109,50 47,68 0,00

7 1860,71 869,66 39,07 0,00

8 1609,68 459,56 54,71 0,00

9 22,34 20,70 2754,70 1228,78
10 177,93 0,00 73,56 0,00
11 29,46 0,00 60,84 0,00
12 36,78 0,00 25,87 0,00
13 3154,12 1322,34 396,20 90,60
14 1964,87 2083,49 2516,20 773,05
15 2509,01 1474,97 2135,14 857,11
16 69,11 0,00 0,00 0,00
17 2164,56 1616,91 967,92 334,51
18 835,36 210,48 1985,78 1558,95
19 72,54 0,00 46,02 0,00
20 65,61 0,00 119,06 0,00
21 102,40 0,00 2361,50 927,46
22 82,30 0,00 3352,37 3421,46
23 3346,05 1861,74 5111,33 426,75
24 797,98 358,81 2759,13 1218,72
25 128,58 0,00 51,84 0,00
26 74,90 0,00 134,01 0,00
27 62,21 0,00 1194,11 554,13
28 144,76 0,00 4096,59 1698,55
29 85,53 17,7 4126,27 2093,00
30 142,09 0,00 94,69 79,77
31 65,80 0,00 4346,13 1690,16
32 45,15 0,00 2660,01 483,63
33 121,59 0,00 3973,54 1731,91
34 2250,85 727,55 57,93 0,00
35 98,24 0,00 93,75 0,00
36 138,32 0,00 216,94 0,00
37 53,12 0,00 109,75 0,00
38 69,74 0,00 532,53 90,47
39 2411,80 457,19 23,51 0,00
40 462,74 91,53 129,77 0,00
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