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RESUMO

O trigo (Triticum aestivum L.) é o cereal mais cultivado no mundo, cuja cadeia
produtiva, industrial e comercial exige alta produtividade aliada a qualidade
nutricional, tecnoldgica e segurangca de alimentos. O nitrogénio (N) é um
macronutriente essencial ao trigo pela elevada demanda em todo o ciclo produtivo.
Soma-se ao fato, a importancia de molibdénio (Mo), fundamental ao crescimento de
planta, especialmente as exigentes em N, pela relagao direta com o metabolismo de
N. A nutricdo vegetal conferida pela adubagédo interfere na composi¢cdo quimica/
qualidade nutricional e na sanidade de trigo, com relevancia a fusariose causada por
espécies do complexo Fusarium graminearum. Além de dano a cultura, salienta-se o
perigo de ocorréncia de micotoxina em grao infectado, tornando o manejo desde o
campo essencial ao controle. O trabalho avaliou a composicdo quimica e
contaminagao por micotoxina desoxinivalenol em trigo submetido a adubagéao
nitrogenada (sulfato de amobnio aplicado em cobertura) com ou sem
complementagcao de molibdénio (Mo, molibdato de potassio em adubagao foliar)
empregando meétodo rapido para direcionar a produ¢do com qualidade e seguranca
do alimento. As cultivares utilizadas consistiram de CD 150 e QUARTZO, oriundas
de duas safras (2013 e 2014) e delineamento em blocos casualizados, disposto em
esquema fatorial 4x2 (0, 30, 60 e 90 kg.ha-1 de N sem Mo e 0, 30, 60 e 90 kg.ha-1
de N com 60 g.ha-1de Mo), avaliado em ftriplicata. A analise de contaminagdo por
micotoxina focou-se em desoxinivalenol-DON empregando imunoensaio icELISA
competitivo indireto; para a composigdo quimica (umidade, atividade de agua,
proteina, lipidios, cinzas e carboidratos totais) procedeu-se o0 método convencional
comparado a técnica fisica ndo-invasiva/nao-destrutiva (espectroscopia — NIR, near
infrared reflectance). O ensaio icELISA desenvolvido e validado apresentou
linearidade adequada com R?=0,9975, limite de deteccdo (LD) de 239,62 ug.Kg-1 e
quantificacdo (LQ) de 365,79 ug.Kg-1 para cultivar QUARTZO e LD de 254,01
Mg.Kg-1 e LQ de 422,89 ug.Kg-1 para cultivar CD150, com taxa de recuperacao de
93 a 101% (média=97%; DON adicionado entre 500 a 1500 ug.Kg-1) e CV
maximo=8%. Referente a modelagem NIRS, a melhor predigdo perante conteudo de
lipidio, cinza e carboidrato ocorreram com a modelagem PCR (Regressdo dos
componentes principais) e para o teor de proteina, modelagem PLS (Regressao dos
minimos quadrados parciais) com R?>0,50 variando de 0,52 a 0,76, sendo
dependente de componentes em analise. A adubagéo nitrogenada diminuiu o teor de
carboidrato total em cultivar CD150 (-4%) e QUARTZO (-5%) em ambas as safras; o
inverso ocorreu com o teor de proteina, seja em cultivar CD150 (+26% em 2013;
+31%, 2014) como cultivar QUARTZO (+35% em 2013; +30%, 2014) (p<0,05). O
molibdénio adicional na adubag¢ao de cobertura elevou o teor de proteina em cultivar
CD150 (+11%) e QUARTZO (+6%) na safra 2013, mas reduziu o teor de carboidrato
em cultivar CD150, safra 2013 (-2%) (p<0,05). Comparando os dados de
modelagem PCR e PLS/NIR com as técnicas da AOAC, a diferenga foi nao-
significativa (p>0.05), com a espectrometria NIR apresentando 85% de semelhanca



na determinacdo de proteina e cinza; 100% para, lipideos e carboidratos totais
(p<0,05), demonstrando potencial de aplicagdo em analise composicional rapida em
farinha de trigo. O imunoensaio icELISA desenvolvido detectou DON em nivel
superior ao LD em 30,20% das amostras, enquanto 12,5% apresentaram-se >LQ.
Nao obstante, nenhuma amostra apresentou contaminagado de DON acima do limite
maximo de 750 ug.Kg-1 estabelecido pela legislacdo Brasileira - Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, Ministério da Saude-Brasil. Os métodos rapidos -
icELISA e NIR - indicaram que o manejo através de N e Mo na adubacgéo influiram
diretamente no aumento do teor de proteina em trigo, podendo refletir indiretamente
na contaminagao por DON. O ic-ELISA desenvolvido consistiu em ferramenta rapida
visando vasto monitoramento (analise simultdnea de 15 a 24 amostras em triplicata
numa unica microplaca), e seguranga da cadeia produtiva de trigo, contribuindo para
a reducéao de perigo oriundo de fusariotoxinas.

Palavras-chave: Triticum aestivum L. Desoxinivalenol. Nitrogénio. Molibidénio
ELISA. NIR.
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ABSTRACT

Wheat (Triticum aestivum L.) is the most important cereal in the world, whose
productive, industrial and commercial chain demands high productivity with nutritional
quality, technology and food safety. Nitrogen is an essential macronutrient to wheat
due to high demand throughout the production cycle. In addition, the micronutrient
molybdenum (Mo) - fundamental to plant growth - is directly related to the
metabolism of N, especially to the N-demanding. The plant nutrition conferred by
fertilization can influence the chemical composition, the nutritional quality and
diseases of wheat like Fusarium Head Blight (FHB) caused by Fusarium
graminearum species complex. In addition to crop damage, there are mycotoxins can
infect the grains and reducing the quality, making management from the field
essential to control. The objective of this work was to evaluate the chemical
composition and deoxynivalenol contamination in wheat submitted to nitrogen
fertilization (ammonium sulphate applied in the cover) with or without
complementation of molybdenum (Mo, potassium molybdate in leaf fertilization) using
a rapid method to direct the wheat production with quality and food safety. The
experimental design was conducted in randomized block, with factorial scheme 4x2
(0, 30, 60 and 90 kg.ha-1 of N without Mo and 0, 30, 60 and 90 kg.ha-1 of N with 60
g.ha-1 of Mo) during two years of experiment (2013 e 2014), with two cultivars (CD
150 and QUARTZO) and analyzing in triplicate. The analysis of mycotoxin
contamination was focused on deoxynivalenol-DON using indirect competitive
icELISA immunoassay; for the chemical composition (moisture, water activity,
protein, lipids, ashes and total carbohydrates) was using the conventional method
compared to the non-invasive / non-destructive physical technique (NIR - near
infrared reflectance). The developed and validated icELISA assay showed adequate
linearity at R*>= 0.9975, limit of detection (LOD) of 239.62 ug.Kg-1 and limit of
quantification (LOQ) of 365.79 ug.Kg-1 to QUARTZO variety and LOD Of 254.01
Mg.Kg-1 and LOQ of 422.89 ug.Kg-1 to CD150 variety, with a recovery rate from 93
to 101% (mean = 97%; DON added between 500 to 1500 pg.Kg-1) and maximum CV
= 8%. Concerning NIRS model, the best prediction for lipid, ash and carbohydrate
was obtained by PCR model (regression of the main components) and for protein by
PLS model (partial least squares regression) with R#> 0.50 varying from 0.52 to 0.76,
being dependent on the components on analysis. Nitrogen fertilization decreased the
total carbohydrate content in cultivars CD150 (-4%) and QUARTZO (-5%) in both
crops (2013 and 2014); the inverse occurred with protein content in both cultivars —
CD105 (+26% in 2013; +31%, in 2014) QUARTZO (+ 35% in 2013, + 30%, 2014)
(p<0.05). The effect of additional molybdenum on cover fertilization increased the
protein content in cultivar CD150 (+ 11%) and QUARTZO (+ 6%) in the 2013 crop,
but reduced the carbohydrate content in cultivar CD150, crop 2013 (-2%), (p<0.05).
Comparing the datas of PCR model and PLS/NIR model with the AOAC techniques
the difference was non-significant (p>0.05), with NIR spectrometry presenting 85%
similarity in protein and ash determination; 100% for lipids and total carbohydrates



(p<0.05), demonstrating a high potential of application of rapid compositional analysis
in wheat flour. The icLELISA developed detected DON at a higher level than LOD in
30.20% of the samples, while 12.5% presented >LOQ. Nevertheless, no sample had
DON contamination above the maximum limit of 750 pg.Kg-1 established by Brazilian
legislation — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA,Health Ministry -
Brazil. The rapid methods - icELISA and NIR - indicated that N and Mo in fertilization
management influenced the protein increase in wheat and can influence indirectly in
DON contamination. The developed icELISA consisted of a rapid tool for extensive
monitoring (simultaneous analysis from 15 to 24 samples in triplicate on a single
microplate) and food safety in wheat production chain, contributing to the reduction of
DON in wheat grains.

Key words: Triticum aestivum L. DON. Nitrogen. Molybdenum. ELISA. NIR.
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1 INTRODUCAO

O trigo é uma das primeiras culturas domesticadas na producao de
alimento, destacando-se entre os cereais mais cultivados e consumidos no mundo.
Embora o Brasil ndo se classifique entre os principais produtores a exemplo de
Unido Europeia, China, india, Estados Unidos e RUssia, € um eximio consumidor /
importador, sendo a regido Sul a principal produtora, com maior producédo no Estado
do Parana. O potencial produtivo e a qualidade de trigo brasileiro deve ser melhor
explorado visando autossuficiéncia. O melhoramento genético aliado ao manejo
sustentavel s&o requisitos essenciais a producdo em campo capaz de contemplar
produtividade, qualidade e seguranca de alimentos.

Em relacdo ao manejo nutricional, 0 macronutriente nitrogénio (N) na
planta é relevante pela elevada demanda, participando ativamente na bioquimica de
componentes essenciais como clorofila, proteina, enzima, coenzima, acido nucleico,
ATP, NADH, NADPH, fitocromos e bioativos. O excesso de N provoca acamamento
da planta, enquanto a deficiéncia reduz os componentes da producédo, altera rotas
metabolicas e, consequente composi¢cdo do grdo. Os nutrientes classificados como
essenciais constituem componentes de sistemas enziméaticos, sendo importante o
equilibrio metabdlico entre micro-macronutriente. A assimilacdo do ultimo depende
diretamente de micronutrientes constituintes de grupo prostéticos em enzima.

A deficiéncia de um macronutriente pode decorrer da falta de
micronutriente. A relacdo vantajosa entre nitrogénio e molibdénio advém da
interpelacdo entre ambos no processo metabdlico, i.e., agdo de um macronutriente
potencializado por micronutriente. O Mo participa em diversas enzimas catalizadoras
do processo de transporte de elétron, assim como nha nitrato redutase, essencial a
assimilacao de N, especialmente em vegetais exigentes em N como o trigo.

O N suplementar na adubagdo também esta relacionado a
incidéncia de doencgas. Dentre as doencas que atacam o trigo, a fusariose é uma
das principais. Denominada de giberela (Fusarium head blight ou Scab), causada
por fungos do complexo Fusarium graminearum (Teleomorph Giberela zeae Sch.) a
fusariose é considerada como doenca de destaque na regido triticola do Sul do
Brasil. A doenca decorre de condigdes climaticas, préaticas culturais e
susceptibilidade das cultivares. Além de dano a produtividade, os gréaos infectados

constituem substrato ideal para producdo de micotoxinas - fusariotoxinas, a exemplo
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de Desoxinivalenol (DON ou vomitoxina) pertencente ao grupo “B” de tricotecenos,
capaz de contaminar diversos produtos oriundos da cadeia produtiva de trigo. DON é
toxico ao homem e animais, cuja ingestao pode causar efeito anorexigeno, além de
provocar danos gastrointestinais, vomito e diarreia.

A distribuicdo ja desuniforme de DON, assim como composicao
guimica de grao, pode variar conforme condicdo ambiental. A composicao
bromatolégica quantitativa em grdo € definida pelas condicbes de cultivo e,
influenciadas conforme disponibilidade nutritiva no solo. Assim, a adubagéo
nitrogenada acoplada a molibidénica poderia resultar em efeito positivo na
composicado de gréo, sendo ainda desconhecida a repercussao na contaminacgao por
micotoxinas na farinha produzida.

Os métodos rapidos, seja perante determinacdo da composi¢cao
bromatoldégica ou triagem da contaminagc&o por micotoxinas, sdo ferramentas de
monitoramento de baixo custo, pouca mao-de-obra e uso facil para obter resultado
imediato. Alternativas mais rapidas sdo primordiais no direcionamento de decisfes
ao nivel de desenvolvimento e caracterizacdo de cultivares, manejo sustentavel,
sistemas de processamento agroindustrial, controle de qualidade e seguranca
alimentar além de proporcionar competitividade na industria de alimentos e ragdes.

O desenvolvimento nacional de ensaio imunoenzimatico (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay - ELISA) destaca-se entre os métodos réapidos
destinados a deteccdo de toxinas naturais ao nivel de nanograma. A tecnologia
minimiza a dependéncia de importacdo de kits, do uso de solventes toxicos, do
tempo e custo de analise de alimentos, sendo essencial para averiguar matéria-
prima contaminada seja no campo como no sistema de processamento alimentar.
Em adicdo, a analise por método fisico rapido e ndo destrutivo NIR (near infrared
reflectance) permitiria maior eficiéncia - rapidez na analise bromatologica de
alimentos.

O trabalho teve como objetivo avaliar a composi¢do quimica e a
contaminacdo por desoxinivalenol em farinha de trigo cultivado sob adubacéo
nitrogenada associada a molibdénica. Em paralelo, avaliar duas cultivares de
diferentes classificagcbes comerciais e a utilizacdo de métodos rapidos na
determinagcdo de desoxinivalenol (ic- ELISA) e na composicdo quimica (NIR)

visando direcionar uma producédo com qualidade e seguranca.



17

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a composicdo quimica e contaminacdo por DON em
farinha de trigo proveniente de cultivo submetido a adubacéo nitrogenada com
ou sem complementacdo de molibdénio, empregando método rapido visando

direcionar a producéo com qualidade e seguranca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar as respostas de duas diferentes cultivares de trigo (CD 150 e
QUARTZO);
o Desenvolver / validar ao nivel intralaboratorial / aplicar imunoensaio

icELISA empregando anticorpo monoclonal produzido no Laboratorio para analise de
DON em trigo;

o Avaliar a utilizacdo e eficiéncia de técnica fisica néo-invasiva / néo-
destrutiva (espectroscopia — NIR, near infrared reflectance) em comparacdo ao
método bromatoldgico convencional para analise de composi¢do quimica da farinha

de trigo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS CULTURAIS E ECONOMICOS DO TRIGO

O trigo (Triticum aestivum L.) é o principal cereal utilizado na
alimentacdo humana, cuja cadeia produtiva exige alta produtividade aliada a
gualidade nutricional, tecnolégica e seguranca do alimento. Em termos de relevancia
da cultura, é considerado o cereal mais cultivado no mundo e o segundo maior em
producao (CONAB, 2016).

O trigo € uma lavoura de inverno de ampla distribuicdo geografica
(ou de cultivo disperso), cultivado em latitude alta (acima dos 24° lat. N e S),
concentrada em Hemisfério Norte. A maior participacdo, dentre os principais paises
produtores de trigo sdo explicadas, em parte, pela extenséao territorial e localizacao
em regido propicia ao cultivo (CUNHA, 2009). O cereal ocupa mais de 17% da terra
cultivavel no mundo, com producdo aproximada de 30% de graos (BONA; MORI;
WIETHOLTER, 2016) e, area média anual aproximada de 220 milhdes (mi) de
hectares (ha) e consumo mundial médio de 698 mi t entre 2012 e 2016 (USDA,
2016). Unido Europeia, China, india, Riussia e EUA se enquadram entre principais
consumidores de trigo em 2016/2017 com participacdo de 17,5%, 15,8%, 13,0%,
5,3% e 4,8%, respectivamente (USDA, 2016).

Com rendimento médio superior a 3.200 kg ha' de grdos, a
producdo mundial superou os 700 mi de toneladas (t) a partir de 2013/2014,
atingindo 734 mi de t na safra 2015/2016. A producdo mundial de trigo concentra-se
nos continentes asiatico e europeu, sendo que os blocos produtores Unido Europeia,
China, india, EUA e RUssia foram responséaveis por mais de 60% da producgéo entre
2012-2016, com destaque a China e india com 30,4 % e 22,1%, respectivamente. A
producéo brasileira corresponde apenas a 0,75% do total produzido. Cabe ressaltar
a preferéncia no Hemisfério Norte por genotipos invernais de ciclo longo e semeados
no outono, com maior potencial de rendimento, devido ao maior periodo de
acumulacdao de reservas na fase vegetativa. Os genoétipos brasileiros sdo primaveris
de menor ciclo de cultivo, com menor tempo para acumulo de reservas e potencial
de rendimento (BONA; MORI; WIETHOLTER, 2016).
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Russia, EUA, Unido Europeia, Canada e Austrdlia representam 0s
principais exportadores de trigo em 2016/2017. Egito, Indonésia, Argélia, Japao,
Unido Européia e Brasil representam o0s principais importadores de trigo em
2016/2017 com participacdo de 6,9%, 5,1 %, 4,8%, 4,0%, 3,8% e 3,8%,
respectivamente. Houve acréscimo da participacao brasileira na importacao de trigo
entre 2015/2016 e 2016/2017 de 3,4% para 3,8 %, se igualando a Unido Européia
em 2017 (USDA, 2016).

Embora o Brasil participe no grupo importador de trigo, também se
destaca entre paises exportadores, com importacdo de 5,950 mi t contrastando com
exportacdo de 0,7 mi t em 2016. A importagcdo tem em origem a Argentina com
73,8%, seguida de 10,9% de Paraguai, 8,7% dos Estados Unidos e 6,1% de
Uruguai; Argentina, ainda que seja a principal fornecedora de trigo ao Brasil, denota-
se reducdo na participacédo (CONAB, 2016).

A area cultivada do cereal no Brasil reduziu de 2,449 mi ha em 2015
para 2,118 mi ha em 2016, indicando decréscimo de 13,5%, provavelmente devido
ao custo de producdo e competicdo por melhores precos de venda com o milho
cultivado no inverno. Mesmo com essa reducdo consideravel, houve aumento de
producédo de 21% entre as safras de 2015 e 2016; 6,727 mi t na safra de 2016, em
relacdo a 5,535 mi t em 2015. A reducdo de area cultivada junto ao aumento na
producdo se explica pelo aumento de produtividade em 40% no ano de 2016 em
relacdo a 2015; 3175 kg.ha™ na safra de 2016, em relacdo a 2260 kg.ha™ em 2015
(CONAB, 2017).

A semeadura do trigo brasileiro concentra-se em maio-julho, com
a colheita em setembro-novembro. A regido Sul destaca-se pela maior producao,
respondendo por mais de 90% do total nacional (CONAB, 2016). O clima frio exigido
pela cultura e desenvolvimento de cultivares adaptadas explicam a predominancia
em areas situadas abaixo de paralelo 24 do Brasil - Tropico de Capricornio (CUNHA,
2009).

O trigo brasileiro predomina nas regidbes Sul, Sudeste e Centro-
Oeste, com producédo nacional de 90,9%, 7,5% e 1,6 % respectivamente (CONAB,
2016). Atualmente, o estado do Parana € o principal produtor de trigo, com 3,411 mi
t em 2016, se distanciando do segundo produtor, o Rio Grande do Sul com 2,497 mi
t na mesma safra. Outrossim, o Parana com 3.140 kg.ha™ produtividade inferior &

média nacional de 3.175 kg.ha. O estado registrou reducéo de &rea cultivada em
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23,3%; 1,339 mi ha em 2015 para 1,086 mi ha em 2016, e acréscimo de
produtividade em 25% no ano 2016 em relacdo a 2015; 3140 kg.ha' na safra de
2016, em relacdo a 2506 kg.ha™ em 2015, semelhante ao ocorrido em ambito
nacional (CONAB, 2017).

A produtividade média observada na cultura do trigo no Brasil é
baixa e variavel de ano para ano, havendo a possibilidade de altos rendimentos
guando sdo seguidas as recomendacfes da pesquisa no que diz respeito a selecéo
de cultivares adaptadas ao local de cultivo, as préaticas adequadas de semeadura, ao
controle fitossanitario e, principalmente, ao manejo quimico do solo e da planta
(FORNASIERI FILHO, 2008).

Ao longo da triticultura brasileira, a contribuicdo de melhoramento foi
decisiva na expansao do cultivo por meio do desenvolvimento de cultivares com
melhor caracteristica agrondmica, fitossanitaria e industrial. Além disso, a
regulamentacdo na comercializagcdo de trigo no Brasil, com énfase a classificacdo
comercial tem influéncia crucial no desenvolvimento do cereal no pais (CUNHA,
2009). Praticas de manejo capaz de otimizar os insumos aplicados poderia contribuir
no aumento da produtividade do trigo.

O cultivo de trigo deve ser antecedido por planejamento utilizando
conjunto de técnicas para atingir elevado potencial produtivo e qualidade, incluindo:
manejo e uso adequado do solo; escolha de cultivares recomendadas, em funcao
das condi¢cBGes de cultivo e das exigéncias do mercado; preferencialmente, semear
mais de uma cultivar; escalonar semeadura em diferentes datas, dentro da época
recomendada; utilizar sementes de boa qualidade genética, fisica, fisiol6gica e
sanitéria; aplicar corretivos e fertilizantes em doses e momento adequado, com base
na analise de solo e exigéncias especificas da cultura; controle adequado e oportuno
de insetos-pragas e de doencas; utilizacdo correta das recomendac¢des indicadas
pela pesquisa (FORNASIERI FILHO, 2008).

O trigo apresenta importancia no tocante a promocao da
sustentabilidade na agricultura. Os beneficios diretos e indiretos do cultivo de trigo,
no decorrer de anos, sdo maiores do que manter as areas em pousio. O cultivo de
trigo no inverno indiscutivelmente contribui na conservagdo do solo. A monocultura
de soja expde o solo pés-colheita, ja que, diferente de milho, a soja produz pouca
palha, além de ser de rapida decomposicdo. O plantio direto necessita de

diversificacao de espécime vegetal, com raizes capazes de romper o adensamento
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do solo e formar palhada com maior durabilidade do que a soja. A cobertura do solo
com culturas de inverno é fundamental no aumento e diversificacdo da fonte de
palhada, evitando-se a erosao, a lixiviagdo de nutrientes por enxurradas e controle
de plantas daninhas. Além de aproveitar as areas, o cultivo de trigo movimenta o
maquinario e aproveita a sobra residual de adubo aplicado no verdo. Em outras
situacdes, o trigo pode ser utilizado no inverno aplicando total de adubo necesséario
no inverno e verdo, tornando desnecesséaria a subsequente adubacdo de soja,
facilitando a implantacdo da cultura de verdo. A cultura do trigo integrada em
sistemas de rotagdo de cultura contribui efetivamente na manutencdo e/ou melhoria
da fertilidade quimica e fisica do solo, no controle de doencgas, pragas e plantas
daninhas e no aumento da eficiéncia de uso de maquinario, mao de obra e insumos
na propriedade rural, sendo fundamental a sustentabilidade de agricultura
(FUNDAGAO MERIDIONAL DE APOIO A PESQUISA AGROPECUARIA, 2016).

3.2 ADUBACAO NO TRIGO

Fatores bidticos e abidticos interferem na produtividade de gréos de
trigo, limitando o seu cultivo em diversas regides do mundo. Dentre os fatores
bidticos, as doencas sdo determinantes na reducdo da produtividade, aumentando
consideravelmente o custo de producdo devido ao maior uso de insumos. A indugéo
de resisténcia por meio da nutricdo mineral pode integrar as estratégias de controles
desses fito-patdgenos, proporcionando a reducéo de custos e melhoria do ambiente
(MORALES; SANTOS; TOMAZELI, 2012), sendo um dos motivos vantajosos de se
realizar aduba¢des necessérias na cultura do trigo.

O maior montante de custo na producao de trigo se atribui ao gasto
em corretivos e fertilizantes. Outrossim, deve-se enfatizar a importancia desses
insumos no incremento da produtividade em lavoura triticola, seja propiciando o
cultivo em solo com fertilidade limitada, ou suprindo demanda nutricional para
expressar o potencial genético perante rendimento de gréos. A equacédo de ganho -
custo deve buscar manejo que maximize eficiéncia do uso de nutrientes, resultando
em alta producdo mediante baixo custo de corretivos e fertilizantes (BONA; MORYI,
WIETHOLTER, 2016).
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A quantidade de nutrientes extraidas pelo trigo depende de
produtividade almejada, cultivar, condicao climatica, fertilidade do solo, adubacéo e
demais tratos culturais. O conhecimento sobre exigéncias minerais e marcha de
absorcao constitui ferramenta valiosa no manejo de adubacdo (FORNASIERI FILHO,
2008). Em geral, as exigéncias nutricionais de macronutrientes em trigo estao
atendidas se a concentracéo (g.Kg™) no tecido vegetal sdo de 20 a 30 de Nitrogénio
(N), 3 a 5 de Fosforo (P), 15 a 30 de Potassio (K), 2 a 5 de Calcio (Ca), 1,5 a5 de
Magnésio (Mg) e 1,5 a 4 de Enxofre (S), sendo a coleta do tecido vegetal realizada
no inicio do espigamento das plantas (BONA; MORI; WIETHOLTER, 2016).

Na producdo de semente, o uso de fertilizantes é mais comum do
gue para producdo de gréos, ja que as condi¢des do solo, no tocante a composicao
e disponibilidade de nutrientes afeta a formacdo de embrido e 6rgaos de reserva,
assim como a composi¢cao quimica e, consequente metabolismo e vigor de semente
(OLIVEIRA et al., 2006).

A andlise de solo eficientemente estima a dose corretiva de acidez e
fertilizantes, mas € valida se a amostragem representar adequadamente a area a ser
corrigida. A rotina visando calagem e adubacao deve ter a periodicidade maxima de
trés anos, sugerindo amostrar de 0 a 10 cm de profundidade (ocasionalmente 10 a
20 cm) no sistema de plantio direto consolidado (COMISSAO BRASILEIRA DE
PESQUISA DE TRIGO E TRITICALE, 2014).

A adubacdo deve seguir rigorosamente a analise de solo e
expectativa de rendimento da cultivar escolhida, recomendando-se adicionar
somente o nutriente limitante detectado. E importante lembrar que a interpretagéo
dos teores de nutrientes, expressos no laudo de andlise quimica perante nivel de
cada elemento no solo, deve ser realizada com base nos manuais ou indicagoes
técnicas para adubacdo e calagem especifica para distintas regides do pais.
Salienta-se que o potencial de rendimento de cultivar € dependente do fator local-
condic&o edafoclimatica (BONA; MORI; WIETHOLTER, 2016). Além da adubac&o de
manutencao, para rendimento superior a 3.000 Kg.ha?, adiciona-se 20-30 Kg.ha™ de
N, 15 Kg.ha™ de P20s e 10 Kg.ha™ de K20 por t adicional de gréos a ser produzida
(CQFS-RS/SC, 2004).

Em geral, a adubacdo N-P-K (nitrogénio, fosforo e potéassio) e
micronutrientes procede-se no sulco de semeadura e, o suprimento de N

complementado com duas aplicacdes em cobertura: uma na fase de perfilhamento e
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a outra na fase de alongamento de colmo. Se alta dose de N é requerida em cultivar
suscetivel ao acamamento, recomenda-se aplicar produto regulador de crescimento
a base de hormdnio vegetal no inicio do afilhamento para manter a estatura baixa
(menos propensa ao acamamento). O monitoramento das préaticas de manejo de
solo e cultura por andlise foliar do trigo, embora seja complementar a analise de
solo, indica que avaliar a nutricdo da planta em tecido vegetal seria um indicador-
mestre refletindo interacdo solo-planta-atmosfera resultante de todas as préticas
agricolas. As boas préaticas de manejo do solo preconizam que, ap6s a colheita do
trigo, deve-se semear na area o mais rapido com uma nova cultura agricola, de
forma a reduzir o tempo de exposi¢cdo do solo (sem plantas) a chuva e a eroséo
hidrica. A lavoura de trigo-inverno deve ser seguida de diversificacdo especialmente
com espécies com vasto e vigoroso sistema radicular, jA que a reduzida massa
radicular da planta-trigo ndo adiciona matéria organica na matriz do solo,
aumentando a probabilidade de adensamento e compactacdo (BONA; MORI;
WIETHOLTER, 2016).

Harger et al. (2011) mostraram um visivel aumento no investimento
em insumo - adubacdo na semeadura de trigo paranaense nos ultimos 12 anos.
Assim, somente 9,8% da area total de trigo amostrada utilizaram doses =250 Kg.ha™
de N, P20s e K20 na semeadura em 2002; o nivel elevou para 37,5% em 2012 (DE
MORI et al., 2014) e 41,9% em 2014 (DE MORI et al., 2016). O levantamento de
2014 citou 48 formulas comerciais de N-P20s5-K20 mais empregadas em trigo, com
destaque a 08-20-20, 10-15-15, 12-31-17, 08-20-15 e 14-34-00, além de relatar a
formulagédo enriquecida, especialmente com zinco e enxofre.

A andlise quimica do solo é o principal instrumento no diagndéstico e
monitoramento do grau de disponibilidade de P e K no solo, bem como na decisao
perante aplicacéo de fertilizantes na cultura de trigo. Semelhante a adubac&o com N,
o suprimento de P e K baseia-se no conceito de produtividade variavel, i.e. 0
montante aplicado deve ser proporcional ao rendimento esperado, priorizando-se a
dose Unica de P recomendada diretamente no sulco de semeadura (disposta 2,5 cm
ao lado e abaixo da semente) usando fosfatados simples, ou a formula NPK. Devido
a caracteristica de argilo-minerais e presenca de oxidos de ferro e de aluminio em
solo das regides tradicionais de triticultura brasileira, ndo se recomenda a adubagé&o
de P alangco em cobertura. Em relacdo a adubacao potassica, recomenda-se aplicar

as doses requeridas ndo excessivas (< 100 kg ha™ de K20) na linha de semeadura
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(2,5 cm ao lado e abaixo da semente). Se a dose exceder 100 kg.ha™ de K20,
recomenda-se aplicar parte de K antes da semeadura, ou em cobertura na fase
inicial de crescimento/desenvolvimento. A formulagdo NPK é usada na semeadura,
enquanto opta-se por KCl em cobertura (BONA; MORI; WIETHOLTER, 2016).

A calagem para trigo é tdo importante quanto a adubacao com N-P-
K, sendo calculada em funcdo da porcentagem de saturacdo por bases. O corretivo
de acidez é aplicado se a porcentagem de saturacdo por bases for <60%,
calculando-se a dose de calcéario para atingir 70%, analisando o solo a cada trés
anos (COMISSAO BRASILEIRA DE PESQUISA DE TRIGO E TRITICALE, 2014).

Sob o ponto de vista nutricional de trigo, as melhores e mais
responsivas tecnologias visam aumentar o uso eficiente de nutrientes relacionado ao
processo adequado de manejo. As praticas devem fundamentar no conhecimento
sobre potencial climatico da regido escolhida para o cultivo, associado a praticas de
manejo do solo visando adequar e/ou manter caracteristicas quimicas e fisicas
perante desempenho da cultura, no manejo conservacionista do solo e, aplicacdo de
dose correta no local e momento certo do ciclo de crescimento / desenvolvimento,
capaz de suprir demandas nutricionais e nutrientes limitantes (BONA; MORI;
WIETHOLTER, 2016). Dentre as demandas nutricionais cabe ressaltar a importancia
do nitrogénio, por ser o macronutriente mais requisitado pelo trigo (FORNASIERI
FILHO, 2008).

3.2.1 Adubacéo nitrogenada

N é um elemento essencial a planta pela participacdo numa série de
rotas metabdlicas chave da bioquimica, como constituinte de biomoléculas, a
exemplo de ATP, NADH, NADPH, clorofila e proteinas de armazenamento
(HARPER, 1994). O suprimento inadequado de N é um dos principais fatores
limitantes ao rendimento dos gréaos de trigo, afetando a taxa de iniciagcdo e expansao
foliar, o tamanho final e a intensidade da senescéncia de folha (SCHRODER et al.,
2000). O trigo, assim como os demais da familia Poaceas apresentam cerca de
2,9% de N na constituicdo de planta e 2% em graos (CANTARELLA, 2007).

N é indispenséavel ao perfilhamento, a eficiente taxa de enchimento
de grdos e a qualidade e quantidade de proteina no trigo. Embora o perfilhamento

seja geneticamente controlado, também depende de fatores ambientais
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(FORNASIERI FILHO, 2008). Condicdes de dias curtos associados com elevada
intensidade de luz, baixa temperatura e elevado N favorecem o perfilhamento,
devido a interferéncia na atividade de fito-horménios. Dia longo e elevada
temperatura associam-se a producdo de auxina (AIA) no apice do colmo de
plantulas, induzindo producéo de etileno, inibindo o crescimento de gemas laterais e
consequente formacdo de perfilhos. A citoquinina origina-se de aminoacidos e,
promove crescimento de gemas e perfilhos. Assim, o efeito estimulante de N no
perfilnamento provavelmente decorre do efeito na sintese de citoquininas (MENGEL;
KIRKBY, 1982).

O teor de nutriente extraido do solo é proporcional ao volume de
grao de trigo produzido. Considerando que o gréo de trigo contém 2,5% de N, cada
1000 kg de graos correspondem a 25 kg de N. Do total de N aplicado pela adubacao
guimica, 60 a 80% sao aproveitados pela planta e, o restante perdido por lixiviagéo,
erosdo e volatilizacdo. Em adicdo a reposicdo de nutrientes extraidos pelo trigo, a
adubacdo recomendada deve maximizar o retorno econdémico, sendo funcdo da
produtividade possivel em face da disponibilidade de nutrientes, avaliada por analise
laboratorial (OSORIO, 1982).

Baixa dose de N limita a produtividade de graos/sementes, enquanto
alta dose conduz ao acamamento, dificultando a colheita. Além de custo perante
gasto com fertilizante, a elevada dose também prejudica o ambiente em funcéo da
lixiviagdo de nitrato para lengois hidricos (TEIXEIRA FILHO et al., 2012). Na busca
pela maior eficiéncia da adubacdo nitrogenada, trés questdes devem ser
contempladas: quando aplicar o N, como aplica-lo e quanto utilizar do nutriente. A
guantidade de N depende diretamente da produtividade esperada, enquanto a forma
de aplicacdo condiciona-se a fonte e ao sistema de cultivo. A época de aplicacao
relaciona-se diretamente com o eficiente aproveitamento do nutriente pela planta
(FORNASIERI FILHO, 2008). Diversos meétodos aumentam o aproveitamento da
adubacdo nitrogenada, com destaque a dose e época adequadas, a aplicacao
correta usando a fonte apropriada a condicao do solo e agua, a rotacdo de culturas,
0 uso de inibidores de urease e de nitrificacdo (MALAVOLTA, 2006).

A época correta de aplicacdo de N é fundamental ao incremento do
rendimento, ja que aplicacdo precoce ou tardia reduz o aproveitamento pela planta
(SILVA et al.,, 2005). A aplicacdo de N no momento adequado pode aumentar a

eficiéncia de uso pelo trigo, incrementando o nimero de grdos por espiga e o
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namero de espigas por area. Soma-se a vantagem agronémica devido a época
apropriada, a reducado no risco de poluicdo da agua subterranea ocasionada pelo
acumulo de nitrato (MAHLER et al., 1994).

A exigéncia de N para produzir trés toneladas de trigo é de 70 kg,
sendo 50 kg pelo grao e 20 kg pela palha, além de 25 kg adicionais para cada t de
grao adicional (MALAVOLTA, 2006). A adubac&do na semeadura do trigo pode variar
de 10 a 30 kg de N pos-cultura de soja e, de 25 a 50 kg/ha p6s-milho (COMISSAO
BRASILEIRA DE PESQUISA DE TRIGO E TRITICALE, 2014). Para cobertura do
trigo recomenda-se de 30 a 60 kg.ha™ e 30 a 90 kg.ha™® de N pés-cultura da soja e
milho, respectivamente. A diferenca na recomendacao decorre da decomposi¢cao de
palhada por micro-organismos mobilizadores de N pré-existentes. Palm e Sanchez
(1991) relataram que a qualidade do residuo vegetal, principalmente a relacéo C/N e
o0 conteudo de lignina e polifendis, influencia a taxa de mineralizacdo e o
aproveitamento do N pelas culturas. Portanto, tendo uma espécie leguminosa como
cultura antecessora, além de haver a fixacdo bioldgica de N resultante da simbiose
planta-bactéria, a mobilizacdo de N do solo € menor em funcéo de baixa relacéo
C/N. O contrario ocorreria se cultura antecessora fosse graminea com maior relagao
C/N e, consequente maior utilizacdo de N do solo para decomposi¢cao deste residuo.

Considerando o acumulo de N e de massa seca durante o ciclo da
cultura do trigo, observa-se que a maior parte da absorcdo de N ocorre entre as
fases fenologicas de alongamento do colmo e de espigamento, atingindo teor
maximo acumulado na antese, proximo aos 100 dias ap6s emergéncia da planta. A
partir desse estadio, a absor¢cdo de N continua ocorrendo, porém coincide com
aumento consideravel de perda (dreno) do elemento por senescéncia, queda de
folhas e exsudacdo de compostos nitrogenados pelas raizes. As alteragcbes na
demanda de N de acordo com o ciclo da planta constituem a base para 0 manejo
eficiente da adubacg&o nitrogenada na cultura do trigo (BONA; MORI; WIETHOLTER,
2016).

Além de importancia bioldgica, o N é nutriente de dificil manejo nos
solos de regides tropicais e subtropicais, em virtude de inimeras reacdes devido a
alta instabilidade (ERNANI, 2003). Assim, o parcelamento da adubacao nitrogenada
proporciona uma maior eficiéncia na assimilacdo pelo trigo, diminuindo perda por
lixiviagdo em ano chuvoso e, volatilizacdo em ano seco (MUNDSTOCK, 1999).

A adubacdo nitrogenada em cobertura consiste em aplicar o
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fertilizante nos periodos de maior necessidade e absorcdo pelas plantas. Neste
momento, objetiva-se garantir o desenvolvimento da cultura e a formacédo dos
componentes de rendimento a partir de uma sincronia entre a demanda da planta e
o fornecimento do nutriente pelo fertilizante. Assim, é importante conhecer a
resposta da cultura a adubacdo nitrogenada, o comportamento das fontes de N
utiizadas na adubacdo, as possiveis vantagens do parcelamento da dose, entre
outros fatores, de forma a melhorar a eficiéncia da adubagdo nitrogenada em
cobertura (FONTOURA; BAYER, 2009).

Com relagdo a adubacdo nitrogenada em cobertura, realizada no
Parana, pesquisas demonstram que houve aumento da adogdo dessa pratica nos
ultimos 15 anos, com flutuagdes expressivas entre as safras, ou seja: 56,4% da area
de trigo abrangida no levantamento em 2000, 72% em 2005, 70,5% em 2007, 85,2%
em 2012 e 74,8% em 2014. Aléem da ampliagdo do uso dessa pratica, os dados
apontam para um aumento da dose aplicada de N, sendo que doses acima de 45
kg.ha™* de N foram utilizadas em 50% da &rea de trigo monitorada na safra de 2014.
Em relacéo a fonte de N em cobertura, destacam-se a ureia perolada e a granulada,
gue foram utilizadas, respectivamente, em 44,5% e 32,1% das areas triticolas
amostradas no levantamento da safra 2014. No entanto, o uso de outras fontes de N
— sulfato de amoénio, nitrato de amonio e formulagdes de adubo N-P20s5-K20 tem-se
ampliado, passando de 5,2% da area total de trigo monitorada no levantamento
realizado em 2012 (DE MORI et al., 2014) para 18,7% da area cultivada com trigo no
levantamento realizado em 2014 (DE MORI et al., 2016).

A uréia é o fertilizante nitrogenado de cobertura mais utilizado no
Brasil devido ao teor elevado de nitrogénio (45%), menor custo de transporte, alta
solubilidade, menor corrosividade, compatibilidade com inumeros fertilizantes e
defensivos, alta taxa de absorcéo foliar, disponibilidade imediata para as plantas e
facilidade de manipulacdo, além de causar menor acidificacdo no solo (YANO;
TAKAHASHI; WATANABE, 2005; MALAVOLTA, 2006).

Geralmente, ndo harazao para a aplicacdo de doses de N menores
do que 30 kg.ha* em cobertura. O afilhamento (ou perfilhamento) ocorre durante um
intervalo de cerca de 30 dias ap6s a emergéncia do trigo, o qual coincide com o
periodo compreendido entre a emissdo da 42 até a 82 folha do colmo principal. A
partir desse estadio, inicia o alongamento do colmo, quando o primeiro entrend se

torna aparente. A disponibilidade de N no inicio do afilhamento (42 folha) define o
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namero de espiguetas por espiga e, na fase final (72 folha), determina o nimero de
afilhos que formardo espigas férteis, ou seja, a quantidade final de espigas por
unidade de area (BONA; MORI; WIETHOLTER, 2016).

Para as doses mais elevadas de nitrogénio em cobertura (60 kg.ha™
para trigo p6és soja e 90 kg.ha' para trigo p6s milho), pode-se optar pelo
fracionamento em duas aplicacfes: no inicio do perfilhamento e, o restante, no inicio
do alongamento. A aplicacdo tardia de N em cobertura, apos a fase de
emborrachamento, geralmente ndo afeta o rendimento de grdos, mas pode
aumentar o teor de proteinas do grdo, sem que necessariamente, em todas as
situacdes, o valor de W (forca de gluten) seja alterado a tal ponto de modificar a
classificacdo comercial do produto colhido (COMISSAO BRASILEIRA DE
PESQUISA DE TRIGO E TRITICALE, 2014).

E varialvel a resposta produtiva das cultivares de trigo cultivado sob
doses variaveis de N. Admite-se que algumas cultivares podem responder a doses
elevadas, de até 120 kg.ha* de N (FREITAS; CAMARGO; PEREIRA FILHO, 1995).
Porém, é comprovado que, para trigo cultivado apds soja, a quantidade de nitrogénio
aplicado pode ser menor do que a utilizada apos gramineas (IAPAR, 2000). Embora
as respostas a aplicacdo de doses de nitrogénio apresentem resultados variaveis de
acordo com clima, solo, cultivar e outros, grande parte dos resultados demonstram
gue o uso desse nutriente, mesmo que em baixas doses, resulta em produtividades
superiores em relagdo a auséncia do uso no nutriente (VIERA et al., 1995).

Segundo Zagonel e Fernandes (2007), a altura de plantas esta
ligada diretamente ao acamamento e pode ser afetada pela dose de nitrogénio,
entre outros fatores. Doses maiores de N devem ser aplicadas quando se pretende
obter altas produtividades, em cultivares resistentes ou moderadamente resistentes
ao acamamento e com alto potencial de produtividade (REUNIAO DA COMISSAO
CENTRO-SUL BRASILEIRA DE PESQUISA DE TRITICALE, 2004).

Teixeira Filho et al. (2007), estudando a resposta de 4 cultivares de
trigo a diferentes doses de N (0, 30, 60, 90 e 120 kg ha™), aplicados na forma de
uréia em cobertura, verificaram que as doses de N influenciaram significativamente a
produtividade de gréos, a massa de 100 gréos, o teor de N foliar, 0 nimero de
espigas por metro, 0 comprimento de espigas e o numero de espiguetas por espiga.
Ja Scalco et al. (2002), estudando a produtividade e qualidade industrial do trigo sob

diferentes niveis de adubacdo, verificou que variagcdes na produtividade e massa



29

hectolitrica do trigo podem ocorrer em funcéo da lamina de aplicacdo de 4gua em
diferentes doses de nitrogénio e cultivares.

A maioria dos trabalhos realizados com época de aplicacdo do
nitrogénio na cultura do trigo tem utilizado apenas uma cultivar. Por outro lado, as
cultivares diferem, substancialmente na sua capacidade de emissao de afilhos, no
seu ciclo, na arquitetura de planta e no potencial produtivo. Estas diferencas podem
interferir na capacidade de absorcdo, assimilagdo e conversdo do nitrogénio a
producédo de gréos. Além disso, a cada ano sao langcados novos gendtipos que, por
apresentarem base genética diferenciada, podem apresentar resposta distinta a
dose e a época de aplicagédo do nitrogénio (SANGOI et al., 2007).

A quantidade de N absorvido durante o ciclo da planta exerce
influéncia importante também no teor protéico. Determinante da qualidade
tecnoldgica do trigo, a concentragdo protéica é sensivel a condicdes do ambiente,
podendo ser observado variagdes de 7 a 20% em uma unica variedade, dependendo
principalmente do ambiente de crescimento e uso de fertilizantes (KHAN; SHEWRY,
2009).

Kolchinski e Schuch (2004) relataram que, em cereais, as sinteses
de proteinas e de amido competem por fotossintetizados durante o periodo de
enchimento de graos e quando a necessidade de N para o rendimento é satisfeita, o
N é usado para aumentar a concentracdo de proteinas. Desta forma, em caréncia de
N, os fotossintetizados que seriam convertidos em proteinas sdo usados na sintese
de carboidratos.

De modo geral, a aplicacdo alternativa de N em cobertura apés a
fase de espigamento ndo aumenta o rendimento de grdos, mas pode aumentar a
concentracdo de N e proteinas nos gréos, o que pode melhorar a qualidade
tecnoldgica da farinha, embora esse parametro seja dependente de outros fatores
(BONA; MORI; WIETHOLTER, 2016).

Além do efeito nos componentes do rendimento, o efeito da nutricéo
mineral, a qual estd incluida a nutricdo nitrogenada, sobre as doencas tem
despertado cada vez mais o interesse da pesquisa. A sua manipulacdo pode se
constituir em uma importante relacdo de controle de diversas doencas, por afetar a
sobrevivéncia dos patégenos, sua reproducdo e desenvolvimento. Baligar e Duncan
(1990) mencionam que a condicdo nutricional que permite 0o maximo

desenvolvimento vegetativo, também estimula o crescimento dos patégenos. Dessa
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maneira, o balanco adequado entre os diversos nutrientes pode minimizar as perdas
causadas pelas doencas. A adubacdo nitrogenada esta intimamente ligada ao
crescimento vegetativo. Embora o nitrogénio seja o nutriente para o qual a producao
de gréos de trigo apresenta maior resposta, as adubacdes nitrogenadas geralmente
tornam as plantas mais suscetiveis as doencas, acarretando perdas que reduzem a
produtividade (ROTH et al.,1987).

Abdel-Raheem e Bird (1967) observaram maior suscetibilidade a
doencas em planta submetidas a altas doses de nitrogénio. Condi¢cGes favoraveis
aos patégenos indicam que o uso de nitrogénio suplementar, em producdes
intensivas, pode aumentar também a incidéncia da infeccdo de sementes (MARTIN;
McLEOD; CALDWELL, 1991). Por outro lado, a planta cultivada, com deficiéncia de
nitrogénio, pode tornar-se debilitada, crescer lentamente e, consequentemente,
tornar-se suscetivel aos patdogenos (ZAMBOLIM; VENTURA, 1993).

E de extrema importancia definir o manejo da adubag&o nitrogenada
e até que ponto as doses de N sdo benéficas para o desenvolvimento do trigo com
maiores produtividades paralelo a manutencdo da sanidade da lavoura de trigo.
Somado a isso, a importancia do manejo de micronutrientes que possuem relagao

benéfica na assimilagcdo de N pela planta.

3.2.2 Adubagdo com micronutrientes

Os micronutrientes sdo requeridos em pequenas quantidades, de
miligramas (um milésimo do grama) a microgramas (um milionésimo do grama). Sao
micronutrientes: Boro, Cloro, Cobre, Ferro, Manganés, Molibdénio, Cobalto, Niquel
e Zinco. E essencial o conhecimento do estado nutricional da planta para
recomendacdo de adubac&o com micronutrientes. Para as plantas cultivadas, a
analise quimica dos tecidos consiste no método mais largamente utilizado na
avaliacdo do estado nutricional, sendo as folhas, o principal érgdo amostrado para a
maioria das espécies cultivadas. A interpretacdo do estado nutricional das plantas
pode ser feita por diferentes métodos, sendo os mais comuns o método do nivel
critico, o0 método das faixas de suficiéncia e o método do Sistema integrado de
diagnose e recomendacédo (MALAVOLTA et al.,1999)

Mengel e Kirkby (1982) propuseram que 0s elementos minerais

essenciais a planta sejam classificados de acordo com seu papel bioguimico e sua
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funcao fisioldgica. Os nutrientes foram divididos entdo em quatro grupos: nutrientes
gque fazem parte de compostos de carbono (nitrogénio e enxofre); os que sao
importantes no armazenamento de energia ou na integridade estrutural (fésforo,
silicio e boro); os que permanecem na forma idnica (potassio, calcio, magnésio,
cloro, manganés e sddio) e; os que estdo envolvidos em reacdes de reducdo e
oxidacao (ferro, zinco, cobre, niquel e molibdénio) (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A maioria dos micronutrientes é constituinte de compostos chaves
no metabolismo de plantas ou essenciais ao funcionamento de sistemas
enzimaticos. Sao requeridos em pequenas quantidades, quando comparados com
as dos macronutrientes. A deficiéncia de um deles, no entanto, pode ter tanto efeito
na desorganizacdo de processos metabdlicos quanto a deficiéncia de um
macronutriente. Uma aplicacdo em excesso pode ser mais prejudicial a planta do
gue a propria deficiéncia (FORNASIERI FILHO, 2008).

A solucédo do solo é constituida pela agua existente no solo e por
todos 0s compostos organicos e inorganicos dissolvidos nela. No solo, os
micronutrientes se encontram distribuidos na fase sélida (organica e inorganica) e
liquida (solugéo). As plantas os absorvem, no entanto, somente a partir da solugcéo
do solo, onde a concentragao (fator intensidade) da maioria deles € muito menor do
gue na fase sélida (fator capacidade) (FONTOURA; BAYER, 2009).

Devido a diversidade de fatores que influenciam a disponibilidade de
micronutrientes para as plantas, seu uso deve ser cauteloso e, além da demanda
nao ser elevada. Os fertilizantes organicos, quando aplicados em doses que suprem
a demanda das plantas em NPK, geralmente fornecem quantidades adequadas de
micronutrientes para o desenvolvimento das plantas. Os fertilizantes fosfatados e o
calcario também contém pequenas quantidades de micronutrientes (COMISSAO
BRASILEIRA DE PESQUISA DE TRIGO E TRITICALE, 2014). Em um levantamento
realizado em 2014 no Parana, a adubagéao foliar com micronutrientes foi utilizada em
11,3% das areas estudadas (DE MORI et al., 2016).

De modo geral, as exigéncias nutricionais dos micronutrientes da
cultura do trigo sdo atendidas quando as concentracées (mg.Kg™) no tecido vegetal
sdo de 6 a 12 de Boro, 5 4 15 de Cobre, 2500 a 10000 de Cloro, 25 a 100 de Ferro,
25 a 100 de Manganés, 0,1 a 0,3 de Molibdénio e 25 a 70 de Zinco, sendo a coleta
do tecido vegetal realizada no inicio do espigamento das plantas (BONA; MORI;
WIETHOLTER, 2016)
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Devido a grande importancia dos micronutrientes, o0 manejo destes,
seja na aplicacao via tratamento de sementes ou via foliar é de extrema importancia,
tornando-se uma alternativa aos produtores, podendo contribuir para aumento da
produtividade. Desta forma, além da adubacéo realizada tradicionalmente, via solo, é
realizando o tratamento de sementes e a adubacéo foliar, como alternativa de
suplementacdo e complementacdo do fornecimento de nutrientes para as plantas
(EVANGELISTA et al., 2010).

3.2.2.1 Adubagao com molibidénio

O molibdénio (Mo) € um micronutriente essencial para o crescimento
de plantas, especialmente para espécies exigentes em nitrogénio, ou capazes de
fixar biologicamente o nitrogénio (MALAVOLTA, 2006). A importancia do
micronutriente também é explicada por Taiz e Zeiger (2009) que abordam a
participacdo do molibdénio na formacdo da redutase de nitrato e nitrogenase, com
papel importante na sintese e assimilacao de nitrogénio na planta.

O Mo é componente de pelo menos cinco enzimas distintas,
catalisador de diversas reacfes em processos de transferéncia de elétrons,
nitrogenase, redutase de nitrato, oxidase da xantina, oxidase de aldeido e oxidase
de sulfato (NICHOLAS, 1975). Estas enzimas sdo complexas, cada uma contendo
grupos adicionais ndo proteicos (apoenzimas) que também sao transportadores de
elétrons (MALAVOLTA, 2006). Mais especificamente, o molibdénio participa como
componente da enzima nitrogenase, que é responsavel pela quebra da tripla ligacéo
do nitrogénio, formando amobnia (NHs) no processo de fixacdo biolégica de
nitrogénio, e também participa do complexo enzimatico da nitrato redutase, que faz a
reducédo do nitrato a nitrito no processo de assimilacédo do nitrogénio do solo (TAIZ &
ZEIGER, 2012) sendo o segundo processo mais importante para a cultura do trigo.

Este micronutriente esta relacionado com o metabolismo do N,
associado a Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN), a reducdo do nitrato, entre
outras funcdes. Plantas supridas com amonia (NH4) também o exigem, embora em
guantidades menores que as supridas com nitrato (NOs). As plantas bem nutridas
guanto a Mo apresentam elevado teor de proteinas, acidos nucleicos e acido
ascorbico. J4 as deficientes apresentam quantidade reduzida de acuUcares nas

folnas. As primeiras produzem mais exsudados radiculares, fonte de C para
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microrganismos de rizosfera os quais concentram o elemento na sua biomassa
(MALAVOLTA, 2006).

A atividade de nitrato redutase afeta a sintese proteica nas plantas.
A enzima rubisco € fixadora do CO:2 atmosférico no processo fotossintético,
representando cerca de 50% de toda a proteina foliar. Desta forma, um aumento na
atividade de nitrato redutase, em funcdo do aumento das concentracfes de
molibdénio, auxilia a assimilacédo liquida de CO2 e aumenta a taxa de crescimento
das plantas (TIRITAN et al., 2007). A aplicacéo dos produtos a base de molibdénio,
em diferentes estadios fenolégicos da cultura do trigo, pode proporcionar maior
crescimento das plantas e justificar assim um incremento do peso de sementes por
planta (OLIVEIRA et al., 2014).

O primeiro indicativo de uma deficiéncia de molibdénio é a clorose
generalizada entre as nervuras e a necrose de folhas mais velhas. Como o Mo esta
envolvido tanto com a redutase do nitrato quanto com a fixacdo de nitrogénio, a
deficiéncia desse elemento pode acarretar uma deficiéncia de N, se a fonte deste for
primariamente nitrato ou se as plantas dependerem da fixacdo simbidtica de
nitrogénio (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A sua deficiéncia é de dificil diagnostico no campo, pois 0s sintomas
visuais sdo semelhantes aos da deficiéncia causada por baixa disponibilidade de N.
Assim, a deficiéncia de Mo em trigo geralmente ocorre antes do espigamento, e as
plantas apresentam crescimento reduzido e clorose generalizada das folhas. Sob
condicbes de adubacdo nitrogenada elevada, as plantas deficientes em Mo
apresentam clorose generalizada das folhas localizadas a partir do tergco médio até o
topo da planta (metabolismo e assimilacdo de N prejudicados pela limitagédo de Mo).
Com o avanco da deficiéncia de Mo no trigo, as pontas das folhas tornam-se
necroticas e secam. Devido aos baixos teores requeridos pela planta, o suprimento
de Mo pode ser realizado via aplicagéo foliar (medida paliativa) e/ou tratamento de
semente. Como o Mo € pouco mével no solo, as adubacdes devem ser realizadas no
sulco de semeadura, para facilitar o contato e a absor¢ao do nutriente pela raiz da
planta de trigo (BONA; MORI; WIETHOLTER, 2016).

O molibdénio esta presente no solo, geralmente sob a forma do ion
molibdato (MENGEL; KIRKBY, 2001). Devido a deficiéncia em certos solos naturais,
a remocdo pelas culturas e, a falta de fertilizante molibdénico pela maioria dos

produtores, gradualmente, estdo esgotando os recursos naturais do solo, o que pode
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afetar a capacidade produtiva das culturas (FERREIRA et al., 2003). Enquanto as
plantas necessitam de pequenas quantidades de Mo, muitos solos ndo atendem a
demanda. O conteudo total de Mo em solos do Estado do Paranéa varia entre 0,5 e
15,0 mg.kgt e a quantidade disponivel varia de 0,10-0,25 mg.kg™* (SOUZA et al.,
1996).

Segundo Zoz et al. (2012) devido a alta mobilidade em plantas e da
aplicacéo ser feita em menores quantidades, o Mo pode ser fornecido através de
aplicacdo foliar. Os autores abordam que uma planta de trigo é exigente e
responsiva a fertilizagcdo de nitrogénio com a presenca Mo, contribuindo para
aumentar a eficiéncia da utllizacdo deste nutriente para maximizar o
desenvolvimento e aumentar a produtividade da cultura. No entanto, ndo ha muitos
estudos que comprovem tal inferéncia.

Muitos estudos s&o encontrados na literatura relacionando a
utilizacdo de cobalto e molibdénio nas culturas da soja e do feijoeiro. No entanto,
nao ha informacdes referentes a utilizacdo e de possiveis beneficios destes em
poaceas (OLIVEIRA et al., 2014).

Ascoli, Soratto e Maruyama (2008) avaliaram o efeito das doses e
periodo de aplicacdo de Mo em feijoeiro e obtiveram aumento na produtividade com
aplicacdo de até 101,2 g.ha™ de Mo a partir do qual foram observados efeitos toxicos
e reducdes no rendimento. Calonego et ai. (2010) descobriram que a auséncia de
Mo suplementar por adubagéo foliar promoveu o acumulo de nitrato nas folhas do
feijdo comum como o aumento da disponibilidade de N no solo, indicando a baixa
eficiéncia de assimilacdo de N na auséncia deste nutriente.

Zoz et ai. (2012) verificaram que a aplicacéo foliar de 35 g.ha™* de
Mo aumentou o numero de espigas por metro quadrado e o rendimento de gréos de
trigo. Resultados semelhantes foram obtidos no estudo de Lima, Andrade e Carvalho
(1999), no qual os autores verificaram que a aplicacdo de 75 g.ha™ Mo aumentou a
producéo de feijdo comum e afetou positivamente os componentes de producdo em
relacdo a auséncia de aplicacdo. No milho, Valentini, Coelho e Ferreira (2005)
avaliaram a adubacd&o com N e Mo e observaram aumento de produtividade com
aplicacdo de Mo, com aumentos de produtividade de 44 e 12% na auséncia e

presenca de nitrogénio, respectivamente.
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3.3 ComPOSICAO FiIsico-QuiMICA DO TRIGO

O trigo representa aproximadamente 20% das calorias na dieta
humana, tornando-o componente importante na alimentacdo. Os derivados
imediatos sdo farinha branca e integral para a producdo de pao, macarrdo, bolo,
massas (tortas, empadas, pastéis), panqueca, pizza, assim como o triguilho,
utilizado no preparo de quibe, torta de quibe, tabule e produtos diversos. Os
produtos a base de trigo fornecem proteinas de alto valor biolégico e carboidratos
complexos (principalmente amido e fibras), bem como vitaminas do complexo B e
ferro (CORNELL; HOVELING, 1998).

As cultivares s&o classificadas em cinco classes, conforme
alveografia (forca do gluten) e estabilidade: Trigo Basico, Trigo Domeéstico, Trigo P&o
e Trigo Melhorador, e em trés tipos: 1, 2 e 3, definidos em fungéo do limite minimo
de peso do hectolitro, nUmero de queda, materiais estranhos e impurezas, graos
danificados e total de defeitos (COMISSAO BRASILEIRA DE PESQUISA DE TRIGO
E TRITICALE, 2017). As cultivares se distinguem pela altura de planta,
produtividade, conteldo de endosperma, proporcdo de proteinas na farinha,
gualidade de proteina, resisténcia a doencas e adaptabilidade a solos &cidos,
requerimentos climatologicos e pela aparéncia fisica (ABITRIGO, 2008). A relacéo
entre diversos fatores ambientais e os diferentes gendtipos, repercute na
composicao e em propriedades funcionais (GEORGET et al., 2005).

O manejo de nutrientes também influi na composi¢do quimica das
culturas e dos produtos alimentares elaborados. O conteldo e a estrutura das
proteinas, as caracteristicas do amido, a composi¢céo do 6leo e dos &cidos graxos e
a concentracdo de micronutrientes podem ser influenciadas pelo fornecimento de
nutrientes as culturas (GRANT, 2014).

A composicdo quimica do grdo de trigo (umidade, proteinas,
carboidratos, lipideos e minerais) afeta as caracteristicas funcionais tecnologicas e,
juntamente com as propriedades estruturais define a qualidade da farinha de trigo
(SCHEUER et al.,, 2011). A composi¢cdo quimica do grdo varia amplamente
dependendo do ambiente, adubacdo, solo e cultivar, e os constituintes ndo se
distribuem uniformemente no grao (MIRANDA, 1998; MCKEVITH, 2004). O gréo é

composto pelo gérmen (2-3%), endosperma (80-85%), e pericarpo ou farelo (13-
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17%), em base seca (BELDEROK, 2000). A tabela 1 apresenta as porcentagens de

cada componente no gréo e nas trés distintas partes que o compde.

Tabela 1 - Composicéo quimica de gréo de trigo integral e respectivas fracdes.

Determinacéo Grdo (%) Gérmen (%) Farelo (%) Endosperma (%)
Proteina 16 22 16 13
Lipideo 2 7 5 15
Carboidratos 68 40 16 82
Fibras Alimentares 11 25 53 15
Minerais (Cinzas) 1,8 4,5 7,2 0,5
Outros componentes 1,2 15 2,8 15
Total 100 100 100 100

*Porcentagens convertidas para base seca. Fonte: BELDEROK (2000), adaptado de
POMERANZ (1988).

O grao de trigo é uma caridpse, ou seja, apresenta semente Unica
com 6 a 8 mm de comprimento e 3 a 4 mm de largura, com germen e tricomas em
extremidades opostas e é constituido, basicamente, por pericarpo (7,8 a 8,6%),
endosperma (87 a 89%) e gérmen (2,8 a 3,5%) (QUAGLIA, 1991), O pericarpo é rico
em pentosanas, celulose e cinzas. A aleurona é uma camada rica em cinzas
(fésforo, fitato), proteinas, lipidios, vitaminas (niacina, tiamina, riboflavina, piridoxina
e acido pantoténico, além de tocoferol) e enzimas. O gérmen apresenta alto
conteudo de proteinas, lipidios, acucares redutores e cinzas. O endosperma é
composto basicamente de amido, mas sua parte mais externa (subaleurona) contém
mais proteinas que a porcdo interna (GERMANI et al., 1993). Essa constituicdo
estrutural anatbmica do endosperma caracteriza a textura do trigo em duas
propriedades: vitreosidade e dureza (HADDAD et al., 2001). A vitreosidade € o fator
visual determinado pelas condicbes de crescimento (como temperatura, agua e
nitrogénio disponiveis) e que se refere ao grau de compacticidade do endosperma. A
dureza (grau de resisténcia a deformacédo) € o parametro fisico definido por fatores
genéticos (GREFFEUILLE et al., 2007). A dureza é um aspecto muito importante a
ser considerado no processo de moagem do grao, pelo fato de ser determinante das
caracteristicas de qualidade (EL-KHAYAT et al., 2006).

No trigo, os lipideos estédo presentes em uma taxa de 1,0 a 3,0%, e
sdo encontrados como em outros cereais, 0 acido palmitico, o acido oléico e o acido
linoléico como os mais abundantes. Também s&o observados consideraveis teores

de fosfolipidios, como a lecitina, um emulsificante natural. Os lipideos do trigo estéo
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dispersos por toda a sua estrutura. Constituem grande parte do gérmen, mas
também estdo presentes no pericarpo. Na semente, encontram-se especialmente na
aleurona, agrupados as proteinas e polissacarideos (ZARDO, 2010).

O gréo de trigo tem em amido o polissacarideo mais importante. A
periferia do grdo de trigo € rica em celulose, mas também apresenta abundancia
acucares livres (mono e dissacarideos, como maltose, frutose e sacarose) e
hemiceluloses (pentosanas, pentoses, rafinose, xilose e arabinose) (SENAI, 2009).

As proteinas sdo compostos moleculares de elevada massa
molecular, constituidos de aminoacidos ligados entre si. Albuminas, globulinas,
gliadinas gluteninas séo as proteinas encontradas no trigo. As duas primeiras sédo
soluveis em agua e representam, em média menos de 1/6 das proteinas totais.
Gliadina e glutenina, porcéo protéica majoritaria, sao insolluveis e quando hidratadas
e submetidas a esforcos mecanicos de mistura e amasse, formam o gluten (ZARDO,
2010). O teor e a qualidade das proteinas sdo especialmente afetados pelas
diferencas ambientais como clima, irrigacao, temperatura, fertilidade, mobilidade do
nutriente no solo e na planta e disponibilidade de N no solo (COELHO et al., 2001).
Soares Sobrinho (1999) observou que as caracteristicas fisico-quimicas e reolégicas
mais influenciadas positivamente pela adubagado nitrogenada foram teor proteico e
forca de glaten.

A matéria mineral concentra-se na periferia do grdo, diminuindo
consideravelmente o teor nas regides centrais. Salienta-se que o gréao integral
contém em torno de 1,5 - 2,1% de cinzas, enquanto o pericarpo apresenta de 5,5 -
6,5% de cinzas (SENAI 2009).

As vitaminas do trigo representam um complexo de substancia,
agrupadas ndo pela similaridade quimica, mas porque detém fun¢des biologicas
importantes para o metabolismo e manutencdo dos organismos vivos. O trigo possuli
consideravel niumero de vitaminas, em especial as do complexo B, que estdo
dispostas principalmente no gérmen e na camada da aleurona. As principais
vitaminas encontradas no trigo sdo B1, B2 e B6, PP, A e E. Quanto aos minerais,
sais de potéassio, fosforo, enxofre e magnésio sdo 0os mais abundantes. Sais de
célcio também se encontram entre os mais importantes do trigo. Zinco, cobre, ferro e
manganés, minerais de importante funcdo biologica para a saude humana, também
fazem parte do cereal (ZARDO, 2010).

O teor de agua do grao representa um indice comercial significativo,
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pois influencia seu peso especifico, rendimento de moagem, conservacdo e
caracteristicas tecnologicas (QUAGLIA, 1991). Um exemplo disso € a influéncia que
as condicdes climaticas exercem durante a colheita e a influéncia que as condi¢des
de umidade do ambiente exercem durante a estocagem, sobre a quantidade de
4gua a ser adicionada na elaborac&o de determinado produto (POPPER, SCHAFER
e FREUND, 2006). Os limites de umidade se caracterizam como aspectos
imprescindiveis para conservacdo do grdo e da farinha e para a respectiva
comercializagdo (MIRANDA, DE MORI e LORINI, 2008). A influéncia da umidade,
atividade da agua e da temperatura no crescimento de fungos e na producdo de
micotoxinas deve ser considerada como uma forma de preservar as caracteristicas
dos grdos (NOUREDDINE, KIM e STRELKQOV, 2009).

3.4 METODO NIR PARA DETERMINACAO FiSICO-QUIMICA

Atualmente métodos rapidos para determinacdo da composicao
guimica de alimentos sdo cada vez mais interessantes para a praticidade da
pesquisa e para o mercado de alimentos como um todo. O método rapido NIRS
(espectroscopia no infravermelho proximo), por exemplo, € um método de
determinacdo da composicdo quimica através de medidas de reflectancia ou
transmitancia na regido do infravermelho. Para isso, é necessario o estabelecimento
de uma relacdo matematica entre o espectro adquirido e os valores de
concentracfes medidas por um método de referéncia. Essa relacdo, quando bem
estabelecida, propicia um baixo custo, com alta precisdo e repetitividade dos
resultados de uma dada concentragdo por meio de um modelo de calibragcéo
(SCAFI, 2000).

A espectroscopia de infravermelho proximo € baseada na absorcao
pelo material de luz infravermelho proximo (comprimento de ondas de 800 a 2500
nm). Quando um material € irradiado com luz infravermelha ha vibracdes
moleculares e a energia absorvida € especifica para diferentes tipos e intensidades
de vibracdes e depende do meio quimico dos grupos moleculares. Portanto,
diferentes moléculas e grupos moleculares absorvem radiagdo com energia
diferente, isto €, com diferentes comprimentos de ondas. A refletancia da luz para
cada comprimento de onda é medida com um espectrébmetro e é utilizada para o

célculo da absorcdo. O espectro de absorcéo obtido fornece informacéo sobre as
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moléculas ou grupos moleculares envolvidos (SO et al., 2004).

3.5 FUSARIOSE NO TRIGO

O trigo é afetado por diversas doencas em funcdo de condicbes
climaticas, tipo de solo e susceptibilidade da cultivar no campo. A doenca mais
conhecida que comumente ataca este cereal € a Fusariose, desencadeada pela
infeccdo de fungos do género Fusarium, que além de causar enfermidades na
plantacdo, podem produzir através de seu metabolismo secundario substancias
téxicas, denominadas micotoxinas (CALORI- DOMINGUES et al., 2007).

A fusariose (ou giberela) de trigo, cujo agente causal € Gibberella
zeae (fase teleomorfica) (Schw.) Petch (anam. Fusarium graminearum Schwabe), é
uma doenga sob manifestagdo mais intensa em regido com excesso de chuva e
temperatura amena no periodo de floragdo e maturacéo do grdo (DEL PONTE et al.,
2004). Fusarium spp. esta amplamente distribuido na natureza, seja como saprofitas
ou como parasitas, sendo detectado em ampla variedade de planta e produtos
agricolas, principalmente em cereais.

G. zeae pertence a divisdo Amastigomycota, classe dos
Ascomycetes, subclasse dos Pirenomycetes, ordem Hypocreales e familia
Nectriaceae. F. graminearum pertence a divisdo Amastigomycota, classe dos
Deuteromycetes, ordem Moniliales e familia Tuberculariaceae (ALEXOPOULOS,
1962).

A intensidade da fusariose é dependente das condi¢bes climéticas
para o seu estabelecimento, por isso, as epidemias variam de ano para ano. O fungo
sobrevive nas sementes e nos restos culturais de inUmeras gramineas, e em uma
ampla gama de hospedeiros, desde espécies de expressdo econdmica, como
também muitas gramineas nativas e plantas invasoras, 0 que favorece a
continuidade do seu ciclo de vida (REIS; CASA, 1998).

Este patdgeno é um parasita necrotrofico, que pode colonizar outros
orgaos da planta além das espigas. Seus requerimentos nutricionais sdo simples
sobrevivendo em restos de culturas (REIS, 1988).

Fusarium graminearum predomina em trigo, mas também coloniza o
milho, cevada, entre outros (BRIYONES-REYES, GOMEZ-MARTINEZ e CUERVA-

ROLON, 2007). Por se tratar de um fungo cosmopolita, indmeros s&o os hospedeiros
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secundarios que podem abrigar o patdégeno e assim servir como fonte de indculo
capaz de iniciar uma nova infeccdo ou mesmo uma epidemia. Milho, arroz, cevada,
sorgo, aveia e inumeras gramineas sao exemplos de hospedeiros suscetiveis que
podem abrigar o patébgeno, mesmo na auséncia de trigo no campo (MEHTA, 1978).
Houve o aumento na intensidade da doenca devido, provavelmente, ao aumento de
in6culo no ar, conseqiéncia da manutencéo de restos culturais sobre a superficie do
solo no sistema plantio direto (PANISSON, 2001).

A forma telomorfica pertence ao grupo dos Ascomycetos,
apresentando peritécios superficiais, gregarios e coloracdo purpura-escura a preto,
produzindo de quatro a oito ascésporos por asca, 0s quais podem desenvolver-se
tanto nas hastes florais infectadas (HANLIN, 1990; REIS, 1985) quanto sobre uma
larga gama de cereais e gramineas e desenvolvem um expressivo papel como fonte
de in6culo (DESJARDINS, 2003). O principal agente de disseminacdo dos
ascosporos € o0 vento, enquanto que para 0s macroconidios sdos 0s respingos de
chuva. O primeiro € o responsavel pelo transporte a longas distancias enquanto que
0 segundo a curta distancia (REIS, 1988). Os ascOsporos sO6 sdo lancados
ativamente no ar apés a sua hidratagéo, quando entéo séo transportados pelo vento
(SUTTON, 1982).

A forma anamorfica apresenta macroconidios hialinos, gerados em
fidlides com curtas ramificacdes de conidioforos, cuja producdo é abundante sob
clima umido e quente. Infeccbes causadas por Fusarium graminearum podem
ocorrer nos principais componentes da espiga: partes florais, glumas, gréos e raquis.
A espigueta, quando infectada, apresenta coloracdo rosada ou rosa salméo,
especialmente na base e nas bordas das glumas (REIS, 1985). As aristas das
espiguetas infectadas mostram-se arrepiadas e os graos podem se desenvolver,
porém tornam-se enrugados, chochos, de aparéncia aspera e com colora¢éo cor-de-
rosa (REIS, CASA e MEDEIRA, 2001).

Apesar de ser considerada uma doenca de dificil controle, a
fusariose possui estratégias de controle baseadas no desenvolvimento de cultivares
com melhor nivel de resisténcia e uso de fungicidas aplicados na parte aérea, na
fase de floracdo. Esta doenca é tipicamente de infeccao floral e apresenta, como
caracteristica marcante, a esporadicidade de ocorréncia, sendo mais frequente

naquelas regibes onde ocorrem periodos prolongados de chuva (mais que 72 horas)
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e temperaturas médias no periodo chuvoso maiores que 20°C ap6s o inicio da
floracdo (REIS, CASA e MEDEIRA, 2001).

A utilizacdo de praticas agricolas como, uso de variedades de trigo
sensiveis, sem rotacdo de culturas, plantio direto ou reduzido preparo do solo,
podem causar aumento no ataque por fungos e, possivel producdo de micotoxina
(EDWARDS, 2004). O uso de fungicidas no decorrer do desenvolvimento do trigo
ndo garante a auséncia de toxinas no grdo colhido. Fatores geograficos,
susceptibilidade da variedade e condicdes de armazenamento também interferem na
producdo de metabdlitos fangicos, podendo ocorrer producdo simultanea de
micotoxinas (BULLERMAN, SCHOEREDER e PARK, 1984).

O efeito da época, do niumero de aplicaces e doses de fungicida no
controle da giberela em trigo foi estudado por Panisson, Reis e Boller. (2002), os
quais observaram que até sete aplicacbes de tebuconazole (150 g.ia. ha™),
realizadas durante a antese, ndo erradicaram a doenca (controle de 91%). Quando
0s autores utilizaram duas e trés aplicagcdes durante a antese, houve controle
superior em relacdo a uma unica aplicacdo, sendo que o controle médio dos
tratamentos foi de 67% em relacdo a severidade.

A doenca resulta em perdas na producdo de até 50% (PARRY,
JENKINSON e MCLEOD, 1995) e contaminacdo adicional com zearalenona,
desoxinivalenol e outros tricotecenos (nivalenol, toxina T-2, toxina HT-2) (PLACINTA,
D'MELLO e MACDONALD, 1999). Além disso, a fusariose destréi os granulos de
amido e paredes celulares, afetando a estocagem de proteinas do endosperma,
resultando em uma baixa qualidade do produto (SNIJDERS, 2004). Durante as
safras de 1984 a 1994 os danos causados a produtividade de grdos na Regido Sul
do Brasil atingiram em média 5,4% (REIS et al., 1996). Na safra de 2000, a reducéao
da produtividade foi de 17,5% e nas safras de 2001 e 2002 foi de 13,4 e 11,6%
respectivamente (CASA et al., 2004).

Nao ha relatos de cultivares completamente resistentes a F.
graminearum. A maioria das variedades s&o totalmente suscetiveis e apenas poucas
sdo moderadamente resistentes (GINKEL et al., 1996; WILCSON, BUSCH e
OZMAN, 1992). Quando mais de 10.000 variedades e linhagens de trigo originadas
na China e em outros paises foram desenvolvidas, apenas 40 delas apresentavam
resisténcia a fusariose suficiente para serem consideradas como germoplasma
vidveis (DARDIS; WALSH, 2002).
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O modelo de resisténcia proposto por Schroeder e Christensen
(1963) tem sido largamente aceito e é baseado em dois componentes de resisténcia:
tipo | - definida como resisténcia a infec¢ao inicial e tipo Il - definida como resisténcia
a colonizacao subsequente do tecido apos a infec¢cdo. Contudo, outros mecanismos
adicionais de resisténcia foram em seguida propostos: tipo Ill — resisténcia expressa
no proéprio grao; tipo IV - tolerancia de infeccdo, onde o rendimento econdmico é
mantido, mesmo na presenca da doenca; e tipo V - resisténcia ao acumulo de
micotoxinas (GILBERT; TEKAUZ, 2000).

Acredita-se que, geralmente, a resisténcia do tipo Il pode dar maior
énfase no desenvolvimento de estratégias de controle, devido ao fato de que perdas
no rendimento sao limitadas mesmo quando o fungo esta presente (WANG; MILLER,
1988). Algumas cultivares de trigo como a BRS 177, BRS 179, BRS Louro, BRS
Timbaluva e BRS Umbu apresentam moderada resisténcia a fusariose, a qual é
caracterizada como sendo do tipo Il (resisténcia a coloniza¢&o). No desenvolvimento
de cultivares resistentes a fusariose, o ideal é selecionar aqueles gendétipos que
possuam resisténcia do tipo | ou Il. Tipicamente, pesquisas buscam a identificac&o
de gendtipos com os tipos | e Il de resisténcia, na esperanca de que os tipos I, IV e
V também estejam presentes (DARDIS; WALSH, 2002).

3.6 CONTAMINACAO POR DESOXINIVALENOL NO TRIGO

As micotoxinas sd0 compostos toxicos de ocorréncia natural,
produzidos por uma variedade de espécies fungicas capazes de se desenvolverem
em produtos agricolas, seja durante crescimento no campo, ou no armazenamento,
bem como em alimentos processados e ra¢cdes animais (SCUSSEL, 2002). Causam
importantes impactos econémicos devido a reducdo na produtividade vegetal e
animal, e também toxicolégicos, com manifestacdes clinicas tanto em humanos
guanto em animais (SANTOS, 2009).

A producdo de micotoxina depende do crescimento fangico e pode
ocorrer em qualquer época de cultivo, colheita ou estocagem, permanecendo no
grao mesmo apos a eliminacdo do fungo produtor. O crescimento fungico e a
producéo de toxinas ndo séo sinbnimos, ja que nem sempre as melhores condi¢cfes
de crescimento coincidem com a de sintese de toxina (TANIWAKI; SILVA, 2001).

Porém Lori et al. (2003) relacionaram a presenca de F. graminearum com a



43

contaminacdo de DON em amostras de trigo em duas colheitas consecutivas em
diferentes localidades da Argentina. Estes autores verificaram que todas as 20
cultivares avaliados foram infectados pelo fungo, na primeira colheita a incidéncia
fungica foi baixa (10,2%) e a toxina foi detectada em 55% das amostras, sendo que
apenas 10% destas possuiam concentragdes superiores a 2.000 pg.kg *, no
segundo ano, a invasao fangica foi superior, chegando a 42% nas regides mais
umidas, e a micotoxina estava presente em 78,2% das amostras, das quais 31,6%
apresentavam concentragcées elevadas tais como 8.000 pg.kg ™.

A acumulacdo de micotoxina durante o periodo de cultivo é
influenciada por fatores como o clima, rotac&o de culturas, preparo do solo, escolha
do cultivar e aplicacdo de fungicidas (BEYER et al., 2006). O conhecimento dos
fatores que governam a producdo de toxinas pelos fungos é extremamente
importante para o controle de qualidade dos alimentos, pois pode contribuir para o
estabelecimento de medidas de prevengdo durante a producéo (TANIWAKI; SILVA,
2001).

As condicBes 6timas para a producdo de micotoxinas em graos
infectados dependem de substrato, espécies e isolado ou linhagem de Fusarium
spp. e, principalmente de limites bem definidos de temperatura e atividade de agua
(DOOHAN; BRENNAN, COOKE, 2003). Estudos envolvendo a contaminacdo de
graos de cevada, trigo, arroz e milho por F. graminearum e F. culmorum
demonstraram que as melhores condicbes para producdo de micotoxinas
pertencentes ao grupo dos tricotecenos sdo temperaturas entre 25 a 28 °C e
atividade de agua de 0,97 (HOMDORK; FEHRMANN; BECK, 2000).

Ramirez, Chulze e Magan (2006) relataram que a quantidade de
DON produzido por 2 isolados de F. graminearum em trigo variou consideravelmente
(de 5 a 140.000 pg.kg ) dependendo da interacdo entre atividade de agua e
temperatura, sendo que a atividade de agua Gtima para o crescimento estava entre
0,95 e 0,99 e temperatura oOtima de 25 °C. De acordo com Molin (1999), a toxina
DON pode ser sintetizado em ambientes com temperaturas constantes e situadas
entre 12 e 28°C, com 6timo entre 25-28°C e umidade do substrato entre 22 e 50%
(6timo = 50%).

Desoxinivalenol - DON (Figura 1) pertence ao grupo de tricotecenos,
produzida principalmente por F. graminearum, sendo comum em cereais de grao

pequeno (BANDO et al., 2007; FREIRE et al., 2007). Os tricotecenos sao toxinas
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gastrintestinais, dermatotoxinas, imunotoxinas, hematotoxinas e genetoxinas, sendo
DON conhecida também como Vomitoxina, em virtude de desencadear crises de
vomito, sobretudo se consumida por suino (CONKOVA et al., 2003). A importancia
toxicologica se destaca pela producdo em baixa temperatura e alta umidade, com
alta incidéncia em cereais de inverno, como trigo e em subprodutos de consumo
humano (MALLMANN et al., 2003).

Figura 1 - Estrutura quimica de desoxinivalenol.

(0) CH

.
sl

Deoxynivalenol

Fonte:(DESJARDINS et al., 2000)

International Agency for Research on Cancer classifica DON no Grupo 3,
i.e., ndo carcinogénico para humano (IARC, 2002), e a Ingestdo Diaria Maxima
Toleravel Proviséria (PMTDI) foi estabelecida em 1 pg.Kg * de peso corporal (WHO,
2003).

Os efeitos toxicos em animais tém sido bem documentados e
focalizam principalmente o sistema imunolégico e o trato gastrointestinal; doses
agudas s&o caracterizadas por efeitos como diarreia, vomito, leucocitose,
hemorragia, choque circulatério e por fim morte, as doses cronicas sao
caracterizadas por recusa alimentar, reducdo no ganho de peso e na absorcéo de
nutrientes e alteragcdes neuroendrécrinas e imunolégicas (PESTKA; SMOLINSKI,
2005). Casos de vOmitos, nauseas, dores abdominais e diarreia em humanos ja
foram relatados na Asia; estes sintomas foram correlacionados com o consumo de
graos contaminados por Fusarium, e mais recentemente com a presenca de DON
nos graos utilizados para o consumo humano, nas concentracdes de 3.000-93.000
ug.Kg * (CREPPY, 2002).

O mecanismo de toxicidade de DON ¢ a inibicdo da sintese proteica
em eucariotos. Tricotecenos se ligam a sub-unidade 60S dos ribossomos e

interagem com peptidiltransferases, que inibem a formacao de ligacbes peptidicas
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(SUDAKIN, 2003). Os leucdcitos séo os principais alvos de tricotecenos, que podem
atuar como imunoestimuladores ou imunossupressores, dependendo da dose,
freqUéncia e tempo de exposicao (PESTKA et al., 2004).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) considera a DON como
uma neurotoxina, de carater teratogénico e caracteristicas imunossupressoras, e,
assim como os tricotecenos em geral, tém sido associadas com intoxicacao crbnica
e fatal dos seres humanos e animais através do consumo de alimentos
contaminados (ROTTER; PRELUSKY; PESTKA, 1996). A Resolu¢édo - RDC n° 7 de
18 de fevereiro de 2011 disp&e limite maximo tolerado (LMT) para DON a partir do
ano 2012, com a reducdo gradativa até atingir menor nivel em 2017 (Tabela 2)
(BRASIL, 2011).

Tabela 2 - Limite maximo tolerado (LMT) para DON em alimento brasileiro.

A vigorar a Alimento LMT.1
partir de (Mg-kg ™)
-Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de

trigo 2000
2012 -Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e

produtos de panificacido, cereais e produtos de cereais exceto trigo 1750

e incluindo cevada malteada

-Trigo e milho em gréos para posterior processamento 3000
2014 -Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de 1500

trigo

-Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e 1250

produtos de panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto trigo

- Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo integral, farelo de 1000
trigo.

2017 _ _ o 750
-Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e
produtos de panificacéo, cereais e produtos de cereais exceto trigo

Fonte: Resolucéo - RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011.( Adaptado RDC n° 59, de 26 de dezembro
de 2012)
Uma elevada contaminacdo por Fusarium spp. em trigo tem sido

associada a perda na qualidade de panificacdo e reducdo no volume de pao.
Portanto, medidas preventivas desde o inicio do cultivo no campo tornam-se
essenciais para evitar matéria-prima contaminada (SANTOS, 2009). A elevada
estabilidade quimica de DON dificulta a sua reducdo, seja na estocagem ou durante
processamento térmico como cozimento, assamento ou fermentacdo (PRANGE et

al., 2005). A diminui¢céo do limite maximo tolerado da micotoxina nos alimentos torna
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mais importante a busca pela reduc&o da contaminacao do trigo nacional e estadual,

assim como a busca por métodos rapidos de determinacdo de DON.

3.7 METODOS DE DETERMINAGCAO DE DESOXINIVALENOL

Entre os métodos atualmente disponiveis para determinacdo de
DON em diversas matrizes, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem
sido o método mais utilizado. CLAE proporciona uma maior sensibilidade que a
Cromatografia por Camada Delgada (CCD) e requer procedimentos de purificacao
mais simples que 0s necessarios para a Cromatografia Gasosa (CG) (NURYONO et
al.,, 2005). A metodologia mais recente tem utilizado CLAE acoplada com
espectrometria de massa (CAVALIERE et al., 2005), apresentando a vantagem de
acoplar o carater confirmatorio.

A competividade na industria de alimentos e racdes envolve grande
reducédo de custo, com menor mao-de-obra e resultados imediatos. Métodos rapidos
tém conquistado cada vez mais importancia, devido ao menor custo, facilidade no
uso e possibilidade de analise in loco. Normalmente, a expressao “método rapido”
refere-se a um método muito mais rapido do que o método referéncia (ZHENG,
RICHARD e BINDER, 2006). Os testes rapidos para analise de alimentos tém sido
cada vez mais exigidos pela comunidade analitica, especialmente durante a Ultima
década (SCHNEIDER et al., 2004). A maioria destes métodos fornecem resultados
gualitativos ou semi-quantitativos em minutos, sendo recomendados para triagem.

O imunoensaio é procedimento analitico baseado na ligacdo néo
covalente entre antigeno e anticorpo e, desenvolvido para detectar o antigeno ou
anticorpo (ONO et al.,, 2004). A producdo de anticorpo anti-micotoxina envolve
anticorpo monoclonal (AcM) empregando hibridoma. Devido a caracteristica de
hapteno de micotoxinas, ocorre a necessidade de obtenc&o de conjugado toxina-
proteina de alta pureza, em escala de rotina. Os hibridomas séo células produzidas
pela fusdo de linfécitos B e células tumorais (mieloma), tendo a capacidade de
proliferar, produzindo AcM especifico para a confeccdo de métodos imunoldgicos
com alta afinidade e especificidade de ligagcdo, homogeneidade e em quantidades
ilimitadas (SANTOS, 2009). Para obter um hibridoma, o pesquisador necessita ter
conhecimento multidisciplinar, visto que é um trabalho laborioso em que envolve

preparo do conjugado (proteina-antigeno); imunizacédo de animal; fusdo de células
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esplénicas do animal imunizado com células de mieloma; selecao celular; clonagem;
e adaptacdo em meio de cultura para producdo de AcM (TAKABAYASHI
YAMASHITA, 2013).

H& décadas, a utilizagdo dos métodos de ELISA (Enzyme-linked
Immunossorbent Assay) para micotoxinas estdo disponiveis comercialmente, sendo
a tecnologia baseada na capacidade de um anticorpo especifico distinguir estrutura
tridimensional de uma micotoxina especifica.

Um dos diferentes modelos de ELISA é o método competitivo
indireto (Figura 2). O principio de ic-ELISA baseia-se na competicdo entre a
micotoxina presente na amostra com a toxina imobilizada em uma microplaca,
perante o mesmo sitio de ligacdo especifico do Ac (anticorpo). A concentracéo de

7z

toxina na amostra € indiretamente quantificada pela reac&o procedente de Ac
especifico anti-micotoxina absorvido a superficie sensibilizada, que atua como sitio
de ligacdo ao anti-lgG (Ac secundario) marcado com enzima, responsavel pela

reagao colorimétrica (TAKABAYASHI YAMASHITA, 2013).

Figura 2 — Esquema de ELISA (Enzyme-linked Immunossorbent Assay) competitivo
indireto.
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Fonte: Ono et al. (2006).
Diversos imunoensaios ELISA tém sido comercialmente

disponibilizados para uma variedade de micotoxinas, incluindo deteccdo de

aflatoxina, ocratoxina, fumonisina, zearalenona, desoxinivalenol, citrinina e toxina T-

2 (KRSKA et al., 2008). O método de ELISA é uma alternativa simples e econdmica
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a métodos instrumentais quimicos em constante avanco, sendo indicado para a
triagem rapida na analise de micotoxinas em matrizes alimentares (PRIETO-SIMON
et al., 2007).

As principais vantagens de imunoensaio sdo a especificidade na
deteccéo - devido a seletividade de ligacado anticorpo-antigeno, rapidez, simplicidade
e adaptabilidade; sendo a reacéo realizada numa microplaca com capacidade de
analise simultanea para dezenas de amostras (KRSKA et al., 2008).

Entretanto, as limitagbes consistem na manutencdo da integridade
estrutural de Ac utilizado, ja que se tratando de proteina, a desnaturacdo pode
resultar em baixa reprodutibilidade, devido a perda de afinidade especifica; somam-
se ainda a possibilidade de resultado falso-positivo devido a reacdo cruzada, i.e.
ligacdo do Ac com constituintes interferentes e/ou inibicdo da atividade da enzima
dependendo de matrizes alimentares, implicando na necessidade de procedimentos
confirmatorios (CHO et al., 2008).

Observa-se um aumento na preocupagdo com a contaminagao de
alimentos por micotoxinas, incluindo-se o DON, tanto mundialmente quanto no
Brasil. Assim, conhecer a extensdo dessa contaminacdo podera fornecer subsidios
para os diversos segmentos envolvidos com a producéo, utilizacdo e importacao de
trigo, bem como fiscalizacdo e pesquisa, sempre visando garantir ao consumidor
final a possibilidade de ter produtos de melhor qualidade (CALORI-DOMINGUES et
al., 2007).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL
4.1.1 Localizacdo e Caracterizacado do Experimento

O campo experimental pertenceu a cultura do trigo nos anos
agricolas de 2013 e 2014, na Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina
- UEL, localizada no municipio de Londrina - PR. A area experimental foi
caracterizada pelas coordenadas geograficas 23°23" de latitude Sul e 51°11° de
longitude Oeste, com altitude média de 566 m com clima do tipo Cfa - subtropical
umido com verdes quentes, segundo classificacdo de Koppen.

A area experimental foi manejada para o sistema de plantio direto,
sendo o trigo cultivado em sucessédo a cultura do milho, em Latossolo Vermelho
Eutroférrico (EMBRAPA, 2006). A caracterizacao quimica do solo, anteriormente a
instalacdo do experimento, foi realizada amostrando a profundidade de 0 a 10 cm e
de 10 a 20 cm. Na tabela 3 sédo apresentadas as caracteristicas quimicas do solo da
area experimental em 2013 e 2014.

Os dados meteoroldgicos de temperaturas diarias e precipitacao
pluvial durante a conducdo do experimento em 2013 e 2014 foram fornecidos por
Instituto Nacional de Meteorologia - INMET (2016), conforme figuras 4 e 5.

Baseado na andlise do solo da area experimental, procedeu-se a
adubag&o mineral béasica com 12 kg ha™ de N, 42 kg ha™ de PO e 24 kg ha™ de
K,O (300 kg ha™ da férmula 4-14-8) para os anos de 2013 e 2014, na linhas de

semeadura e constante para todos os tratamentos (COMISSAO BRASILEIRA DE
PESQUISA DE TRIGO E TRITICALE, 2014).. As adubacdes de cobertura para N e
foliar para Mo foram testadas em diferentes doses.

A adubacdo nitrogenada de cobertura foi realizada na fase do
perfilhamento, correspondente ao estadio 2 na escala fenoldgica de Large (1954),
sendo composta pelas doses estabelecidas para cada tratamento, usando como
fonte de nitrogénio o sulfato de amonio, na concentracdo de 21% de N.

A adubacado molibidica via foliar, também, foi realizada na fase de

perfilhamento, sendo calculada a dose de 60 g.ha™ com base na concentracdo da
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fonte de molibdénio (molibdato de potassio, na concentracdo de 14% de Mo e 12%

de K,O e com 1,4 g.mL? de densidade), o que resultou em uma dose de

aproximadamente 430 mL.ha® de produto comercial aplicados nas parcelas

pertencentes ao tratamento com adubacao molibidénica.
4.1.2 Cultivares de Trigo

As cultivares de trigo avaliadas foram CD 150 e QUARTZO. A
cultivar CD150 é de ciclo precoce, pertencente a classe comercial trigo melhorador,
com for¢ca de gluten (W) de 375 e classe de fertilidade considerada média/alta. A
cultivar atinge o espigameto em 59 a 66 dias, e a maturacdo em uma média de 114
a 120 dias. A altura média da planta € de 68 cm (baixa), moderadamente resistente
ao acamamento, moderadamente resistente a ferrugem da folha e suscetivel a
giberela. A cultivar CD150 é indicada para o Estado do Paran& nas regifes 2 e 3 de
Valor de Cultivo e Uso (VCU), com densidade recomendada de 300 a 350 sementes
vidveis m™ para Regido 2 e, 400 a 450 sementes vidveis m™ para Regido 3. A planta
apresenta folhas eretas, auricola incolor, formato de espiga fusiforme e gréo de
textura dura (COODETEC, 2015).

A cultivar QUARTZO apresenta ciclo médio e pertence a classe
comercial trigo pdo. A planta atinge o espigamento em 91 dias e a maturacao
classificada como média, altura média de 85 cm, sendo moderadamente resistente
ao acamamento, moséico e manchas foliares e moderadamente suscetivel a
giberela. A cultivar é indicado para o Estado do Parana nas regides 1, 2 e 3 de Valor
de Cultivo e Uso (VCU), com densidade recomendada de 300 a 330 sementes
vidveis m™. Outras caracteristicas s&o o habito vegetativo intermediario a semi-ereto,

perfilhamento médio, gréo de cor vermelha e textura dura (BIOTRIGO, 2008).
4.1.3 Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em blocos casualizados, disposto em
um esquema fatorial 4x2, com N nas doses de 0, 30, 60 e 90 kg.ha™ e Mo nas doses
nula e de 60 g.ha™, gerando 8 tratamentos utilizando amostragem em triplicata. As
duas cultivares foram avaliadas separadamente durante duas safras (2013 e 2014).

A Figura 3 apresenta o fluxograma geral do experimento. No campo, as parcelas
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foram compostas por 14 linhas de 6 m de comprimento, espacadas em 0,17 m,

totalizando 14,28 m?2 por parcela; a area util de parcela foi composta por 8 linhas

centrais de 4 m, correspondente a 5,44 m2.

Figura 3 — Fluxograma geral do experimento.
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60 kg/ha de N + 60 g/ha de Mo Cinzas
Carboidratos Totais
90 kg/ha de N + 60 g/ha de Mo _| Contaminagéo por DON

4.1.4 Procedimento Operacional

O trigo foi semeado mecanicamente em sistema de semeadura
direta (semeadora adubadora) nos dias 08/05/2013 e 08/05/2014, obtendo-se uma
densidade aproximada de 300 plantas m™, ou 50 plantas m™ linear (considerando a
taxa de germinac&o), distribuindo-se 65 sementes m™ linear com espacamento de
0,17 m entre linhas.

Os tratos culturais foram realizados conforme Comissao Brasileira
de Pesquisa de Trigo e Triticale (2014). A area experimental foi monitorada
semanalmente perante aparecimento de sintomas de doencas e, estadios de
desenvolvimento de trigo. O controle de plantas daninhas foi manual, no periodo
critico da cultura. A colheita mecanizada de parcelas foi realizada no estadio 11.4,
correspondente a maturacdo de colheita com umidade dos gréos inferior a 20%
(LARGE, 1954).
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Todo o gréao produzido no experimento foi colhido manualmente,
minimizando a probabilidade do erro de amostragem no campo. Os gréos inteiros,
devidamente empacotados em sacos de papel pardo, separados por amostras e
identificados foram armazenados a 4°C por 1 ano (amostras de 2014) e 2 anos
(amostras de 2013). A limpeza foi realizada previamente a moagem em moinho de
martelo/rotor a 30 “mesh” (MOD MA-090, Marconi®, Piracicaba-SP, Brasil),
procedendo-se a higienizagcdo do equipamento entre amostras com alcool a 70%. As

amostras moidas foram armazenadas a -18° C até a andlise.

4.2 METODOS

4.2.1 Andlises Fisico-Quimica

4.2.1.1 Umidade

Para a determinacdo da umidade das amostras de farinha de trigo,
dois gramas (g) de amostra foram colocados em capsula de metal, previamente
tarada. A capsula com a amostra umida foi aquecida durante 12 horas em estufa a
105° C (MOD NV 1.5, Nevoni®, Sdo Paulo, Brasil), posteriormente resfriada em

dessecador até temperatura ambiente e pesada até o peso constante (IAL, 2008).

4.2.1.2 Atividade de agua (aw)

A determinacdo de aw em amostras foi realizada empregando o
equipamento Aqualab (MOD 4TE, Decagon Devices®, Pullman, Estados Unidos),

seguindo especificagcdes descritas pelo fabricante (24,93+0,07° C).

4.2.1.3 Proteinas

A determinacdo do teor de Proteinas da farinha de trigo foi realizada
pelo Método Kjeldahl. Em um tubo de digestdo foram adicionados 2,5 g de
catalisador, 0,2 g da amostra do trigo triturado (farinha) e 5 mL de &cido sulfurico
concentrado. O tubo permaneceu em bloco digestor (MOD TE-40/25, Tecnal®,

Piracicaba, Brasil), a 400° C até o liquido tornar-se azul transparente. Apoés
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resfriamento da amostra digerida, foram adicionadas 10 mL de &gua destilada. No
destilador de nitrogénio (MOD TE-036/1, Tecnal®, Piracicaba, Brasil), foi adicionado
ao tubo NaOH a 50%, neutralizando o pH da amostra, e um volume de 50 mL do
destilado foi coletado em erlenmeyer contendo 10 mL de acido bdérico 2% e seis
gotas de indicador misto. Em seguida, o destilado foi titulado com &cido sulfdrico
0,02 N e o teor total de nitrogénio convertido em proteina pelo fator 5,7 (AOAC,
1995).

Proteina total (%) = V x f x 0,0014 x 5,7 x 100

P(9)
Onde:
\% = Volume gasto de acido na titulacao.
f = Fator de correcéo do acido (1,035).
0,0014 = miliequivalente grama do nitrogénio.
5,7 = Fator de conversé&o do nitrogénio em proteina.
P = Peso da amostra.

4.2.1.4 Lipideos

O teor de Lipideos foi determinado pelo Método Soxhlet. Em um
béquer de 250 mL foram hidrolisadas 5 g de cada amostra utilizando 50 mL de acido
cloridrico 4M, adicionado de 100 mL de a&gua quente. O béquer contendo a amostra
foi aquecido em bloco digestor (MOD TE-40/25, Tecnal®, Piracicaba, Brasil), a 300°
C por 30 minutos a partir do inicio da fervura. O material hidrolisado foi filtrado em
papel filtro e lavado com aproximadamente 600 mL de agua destilada para
neutralizacdo do pH. O papel filtro contendo a amostra lavada, posteriormente, foi
seco em temperatura ambiente (IAL, 2008).

O papel filtro com a amostra hidrolisada foi acoplado ao baldo
previamente tarado e levado ao extrator de Soxhlet (MOD TE-188, Tecnal®; MOD
MA-487, Marconi®, Piracicaba, Brasil). A extracdo ocorreu por refluxo de 150-200 mL
de éter de petréleo em aquecimento. Apos 3 horas de processo, o baldo foi retirado
do extrator, mantido em estufa a 125°C (MOD NV 1.5, Nevoni®, S&o Paulo, Brasil)
por 12 horas, resfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado (AOAC,
1995).
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4.2.1.5 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado pelo Método de residuos obtidos
por incineracdo. Capsulas de porcelana foram previamente aquecidas por 1 hora em
mufla a 550° C (MOD 318D24, Quimis®, Diadema, Brasil), resfriada em dessecador
até a temperatura ambiente e pesada. Dois gramas de amostra foram carbonizadas
em capsula tarada com o auxilio de bico de Bunsen. Em seguida, as cinzas foram
incineradas em mufla a 550°C, até apresentarem colorac&o branca ou ligeiramente
acinzentada (aproximadamente 12 horas). Depois de incineradas, as amostras foram
retiradas da mufla, resfriadas até temperatura ambiente e pesadas. O teor de cinzas
foi calculado através da diferenca entre o peso final e inicial da cdpsula com amostra

dividido pelo peso da amostra (IAL, 2008).

4.2.1.6 Carboidrato total

O teor de carboidrato total foi calculado pela diferenca de teores de

cinzas, lipidios, proteina e umidade:

%Carboidrato total = 100% - (% Umidade + % Proteina + % Lipidios + % Cinzas)

4.2.1.7 Aquisicéo dos espectros Vis-NIR

A farinha de trigo foi analisada no espectrometro NIR modelo XDS
Near-Infrared modelo XM série 1100 - Rapid Content Analyser (Foss NIRSystems,
Silver Spring, MD, EUA), para aquisicdo dos espectros em absorbancia (- log (1/R))
no intervalo de 400 a 2500 nm, em intervalos de 2,0 nm. A quantidade de amostra
utilizada durante a aquisicdo foi de aproximadamente 2,0 g de farinha de trigo, em
gue cada amostra foi colocada de forma homogenea em célula de quartzo especifica
para sélidos, denominada de spinning. Cada espectro representa a média de 32
leituras no equipamento. A limpeza da célula entre amostras foi feita com auxilio de
um pincel e papel macio seco para minimizar processos de contaminagao cruzada.

Apl6s a coleta dos espectros Vis-NIR, os mesmos foram pré-
tratados, com objetivo de minizar efeitos espectrais exteriores, para posterior,

avaliacdo da potenciabilidade e agilidade desta técnica frente a outros métodos
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oficiais, quanto a predicdo de algumas propriedades fisico-quimicas da farinha de
trigo, como: umidade, cinzas, lipideos, proteinas e carboidratos, com modelos
matematicos criados pelo proprio software do equipamento WinISI IV v.4.2 (Foss
NIRSystems/Tecator Infrasoft Ineternationalm, LC Silver Spring, MD, EUA). Para a
criagdo do conjuto de calibracdo foram utilizadas 100 amostras de farinha de trigo
(CD150 e Quartzo) de ambos os periodos (2013 e 2014); e para o conjunto preditivo,
para validar os modelos criados, foram utilizados 30 amostras. Os modelos
matematicos criados através do software WinISI foram por meio das regressfes dos

minimos quadrados parciais (PLS) e dos componentes principais (PCR).

4.2.2 Determinacao de Desoxinivalenol - DON

4.2.2.1 Calibracéo de padréao

A solucdo de desoxinivalenol foi ressuspenso em metanol grau
HPLC (J. T. Baker®, Xalostoc, México) e a absorvancia determinada a 220 nm
(espectrémetro UV-visivel, MOD Libra S22, Biochrom®, Cambridge, Reino Unido),
previamente calibrado segundo Instrugdo Normativa n° 9, de Mar¢o/2000 (BRASIL,
2000). A concentracao foi determinada utilizando-se a seguinte formula (MALONE,
2001):

Ax CF x MM x 1000 = Concentracao de micotoxina (ug.mL-")
[

Onde:
A = Absorvancia da micotoxina;
CF = Fator de correcéo do espectrofotometro (0,965376782);

MM = Massa molecular da micotoxina desoxinivalenol (296,1);

& = Absortividade molar da micotoxina desoxinivalenol em metanol (6129).

Apoés a determinacdo da concentracdo, o padrdo foi utilizado para
preparo da curva de calibragcédo para ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
(15,625, 31,25, 125, 250, 500, 1000 ng.mL™) e ensaio de recuperacéo.

A curva de calibracao foi plotada a partir da média de 7 curvas

padrdo (SOARES, 2006), relacionando Log da concentracdo de DON (ng.mL™) e
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porcentagem de ligacdo de acordo com a absorvancia da amostra (OUBINA et al.,
2000).

O limite de deteccao foi determinado, calculando a média do branco
com anticorpo primario e subtraindo 3 x desvio padréo dos valores de absorbancia
do controle negativo (0 ng.mL™ de DON, 100 % ligac&o), e o limite de quantificacdo
foi determinado pela subtracdo de 7 x desvio padréo dos valores de absorbéancia do

controle negativo obtidos em triplicata, sendo o célculo realizado em diferentes dias.
4.2.2.2 Teste recuperacgao

Para o teste de recuperacdo ou eficéncia do metodo, um pool foi
constituido, misturando 10 g de oito amostras de trigo aleatoriamente selecionadas.
A seguir, as amostras foram contaminadas com DON diluido em metanol (500, 1000
e 1500 pg.kg™), em triplicata, mantendo-se em repouso a 25°C por 16 horas em
estufa BOD (MOD TE-39, Tecnal®, Piracicaba, Brasil), para evaporacdo do solvente
(DOS SANTOS et al., 2011). Apo6s extracdo, DON foi determinado por ELISA
Competivivo indireto (ic-ELISA). O valor de branco (sem adicdo de DON) foi

subtraido do valor total obtido.
4.2.2.3 ELISA-competitivo indireto

A determinacdo de DON por ic-ELISA foi realizado empregado
anticorpo monoclonal de acordo com método descrito por Kawamura (2005) e dos
Santos et al. (2011).

Cinco gramas de trigo triturado (30 mesh) adicionado de 40 mL de
metanol 70%, foram homogeneizadas em erlenmeyer de 250 mL a 150 rpm/30
minutos a 10 °C (incubadora refrigerada, MOD MA-830/A, Marconi®, Piracicaba,
Brasil), seguido de centrifugacdo a 800 xg/5 minutos a 10°C (MOD 5804 R
(Eppendorf AG®, Hamburg, Alemanha). O sobrenadante foi armazenado a -18 °C
por 18 horas (MOD FE26, Electrolux®, Manaus, Brasil). A amostra foi novamente
centrifugada a 2250 xg/5 minutos e o sobrenadante dividido em aliquotas de 400 pL
e seco a 40 °C sob nitrogénio gasoso (banho-maria, MOD MA-127, Marconi®,
Piracicaba, Brasil). As aliquotas foram armazenadas a -18 °C até o momento das

analises por ic-ELISA.
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Microplacas de ELISA (Corning® Corning, Estados Unidos) foram
sensibilizadas com 50 pL de DON-HS-OVA (DON- Hemissuccinato-Ovoalbumina, 2
ug.mL™) (cedido por Dr. Osamu Kawamura, Kagawa University, Japdo), diluido em
PBS (Tampé&o Fosfato Salino), e incubada a 4 °C por 16 horas em camara de
refrigeracéo (5 £+ 3 °C, 6 m de comprimento/3,5 m de largura/ 2,8 m de altura). Em
seguida, foram lavadas as placas em lavadora de microplaca (MOD BSII, Bras-
Serum®, S&o Paulo, Brasil), utilizando PBST (Tampao salino fosfato Dubbecco’s
0,015 M pH 7,3 com 0.05% Tween 20) por 3 vezes. O bloqueio da microplaca foi
realizado com 100 pL de solugcdo BSA (albumina de soro bovino) 0,1% em PBS, e
incubacdo a 37 °C por 1 hora (estufa bacteriolégica, MOD NT 525, Novatecnica®,
Piracicaba, Brasil). As placas quando nao utilizadas apés o bloqueio foram mantidas
por no maximo 24 horas (5 + 3 °C, 6 m de comprimento/3,5 m de largura/ 2,8 m de
altura; Refrigeracdo José Von Stein e Cia LTDA).

Para utilizacdo, a microplaca foi lavada por trés vezes com PBST
(lavadora de microplaca ELISA MOD BSII, Bras-Serum® S&o Paulo, Brasil) e
adicionado 50 puL de amostra ou padréo, ressuspenso em 400 pL de metanol:PBST
(2:9, v/v), juntamente com 50 pL anti-DON (hibridoma anti-DON.3 cedido por Dr.
Osamu Kawamura, Kagawa University, Japao) diluido em PBS (1:2000 v/v), com
posterior incubac&o a 25 °C por 1 hora (MOD NT 525, Novatecnica®, Piracicaba,
Brasil).

Apo6s lavagem com PBTS (3 vezes), foi adicionado a placa 50 pL de
Anti-lgG conjulgado com enzima HRP (A4416 - Sigma Aldrich®, St. Louis, Estados
Unidos), diluido em PBST (1:2000, v/v), e incubada a 25°C por 1 hora em BOD.

Apés incubacédo foi realizada nova lavagem com PBST (6 vezes),
adicionando substrato cromoégeno (TMB, 100 pL). Para o preparo do TMB foi
utilizado uma aliquota de 100 pL da solugdo de 3,3',5,5'-tetramethyl-benzidina —
TMB (10 mg de TMB em 1 mL de dimetilsulfoxido - DMSO) adicionada em 10 mL de
tampé&o acetato de sodio 0,1 M a pH 5,0 e, no momento de uso, acrescentada com
100 uL de H,0, 0,5 %, procedendo homogeneizacdo manual lenta.

Posterior a adicdo do substrato cromégeno TMB realizou-se a
incubacdo a 25°C por 20 minutos, e adicdo de H,SO4 1M (50 pL) para parar a
reacao de cor. A leitura da placa foi realizada a 450 nm em espectrofotdbmetro com
leitora para microplaca (MOD Asys Expert Plus, Biochrom®,

Cambridge, Reino Unido).
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia para doses de
nitrogénio e de molibdénio, regresséo para as doses de nitrogénio, e comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de significancia utilizando programa ASSISTAT. Os dados
obtidos por NIR e pelos métodos convencionais de composi¢cdo quimica foram
comparados utilizando programa STATISTICA 7.0 por regressdo multivariada por

minimos quadrados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 é apresentada a composi¢cdo quimica do solo na area
experimental na fase anterior a instalacdo de experimento. Avaliando o perfil de solo,
constatou-se baixa média da CTC (capacidade de troca catidnica) no ano 2013 (CTC
= 7,22 cmolc. dm3, profundidade de 0-10 e 0-20 cm). A reduzida CTC do solo
indicou falha na forca de retencéo de cétions (Ca®*, Mg** e K*), recomendando-se
calagem e o parcelamento (semeadura e cobertura) da adubacdo, cujo manejo
evitaria a perda por lixiviagdo e elevaria a distribuicdo de nutrientes ao longo do ciclo
da cultura. Em 2014, a CTC na profundidade de 0-10 cm e 0-20 cm elevou-se para
9,50 cmolc. dm™, indicando melhora na dinamica e disponibilidade de nutrientes do
solo para a planta.

Na Tabela 3 também € demonstrado que a saturagdo de base
(65,82%) esteve dentro do intervalo padrdo de 50 e 80% requerido para a
produtividade adequada (RONQUIM, 2010). Contudo, o pH 5,49 e 5,40 obtido nas
analises de 2013 e 2014, respectivamente, seria limite minimo a cultura do trigo. O
valor ideal, situado entre 5,5 a 6,0, neutralizaria a toxidez de aluminio, equilibrando o
aproveitamento de nutrientes e adequando a condi¢c&o perante liberacdo de nutriente
retido na matriz organica (KRAY, 2004).

Na Figura 4 é apresentada a condicdo climatica (precipitacdo pluvial
e temperatura média) durante os 126 dias de ciclo com dados fornecidos pelo
INMET. Em 2013 ocorreu elevada precipitacdo pluvial no decorrer do ciclo da
cultura, com total acumulado de 534,4 mm entre a semeadura e a colheita em
ambas as cultivares (126 dias), mesmo com estiagem de até 39 dias (25/07 a
02/09/13). Em 2014 houve menor precipitacdo pluvial com 340 mm durante o ciclo
da cultura, mas com estiagem de até 18 dias (26/07 a 12/08/14) (IAPAR, 2017).
Libardi e Costa (1997) demonstraram o consumo médio de agua 347,2 mm para o
trigo cultivar IAC-24 durante um ciclo de 115 dias, equivalente a 3,02 mm de
consumo diéario médio em Piracicaba-SP.

A precipitagdo pluvial no ciclo da cultura em 2013 atendeu a
demanda d’agua de 347,2 mm ideal para o trigo, mas apresentou-se desuniforme ao
longo do ciclo da cultura. Os 39 dias de estiagem iniciou 68 dias pés-emergéncia de

planta e se prorrogou até 107 dias, interferindo no final da elongacdo de colmo, no
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emborrachamento, florescimento, e estagios de grdo leitoso e farinhoso. A
precipitacado pluvial de 340 mm em 2014 nado atendeu a exigéncia hidrica da cultura,
mas estando proximo ao nivel ideal, o periodo de estiagem n&o prejudicou
representativamente o desenvolvimento da cultura. A estiagem de 2013 e a reduzida
precipitacdo média durante o ciclo em 2014 podem ser motivos relacionados ao
encurtamento do ciclo da cultivar QUARTZO, fazendo com que sua maturacao se
igualasse a CD150 em ambos os anos.

Na Figura 4 sédo apresentados a temperatura média durante o ciclo
de cultura, sendo que a média diaria ndo deve ter causado efeito relevante em 2013
e 2014, exceto a temperatura minima registrada de 0,4°C do dia 24/07/2013 (geada
branca). A geada atingiu o estadio de elongacdo de colmo, o que pode prejudicar /
mascarar respostas perante adubacdo de cobertura, jA que a baixa temperatura
afeta a translocacdo de nutrientes na formagdo de espiga. A partir do estadio de
alongamento, geadas mais severas forte provocariam "queima' de folha e
"estrangulamento” no colmo de trigo, prejudicando severamente a translocacéo de
nutrientes (EMBRAPA TRIGO, 2000). O "estrangulamento” resulta do rompimento

de parede celular nos pontos de crescimento/alongamento de entrends.

5.1 EFEITo DE ADUBACAO N-Mo NA COMPOSICAO QUIMICA

5.1.1 Analise Bromatologica

O incremento de N e Mo néo alterou significativamente a atividade
de agua (aw), teores de umidade, cinzas e lipideos das amostras (p>0,05, Tabela 4).
A média de aw situou-se em 0,533 para a cultivar CD150 e 0,551 para a QUARTZO
(Tabela 5 e 6), considerada faixa segura sob ponto de vista sanitario perante
patdgeno bacteriano, ja que substrato com aw < 0,60 dificilmente propiciaria o
crescimento microbiano (GARCIA, 2004). A umidade méaxima de 12,65% e minima
de 9,56, com o teor médio em 11,14% para CD150 e 10,94% para QUARTZO
(Tabelas 5 e 6), indicaram que nenhuma amostra ultrapassou o limite de 13%,
recomendado para gréo de trigo e proposto pela Instru¢cdo Normativa n° 38, 30 de
novembro de 2010 (BRASIL, 2010).

O teor de cinzas de 1,62% em cultivar CD150 e 1,49% em

QUARTZO (Tabelas 5 e 6) classificou as amostras como farinha integral por
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apresentar o teor > 1,35% (Portaria n° 354, 18 de julho de 1996), enquadrando em
farinha integral para uso doméstico (limite maximo de 2% de cinzas), ou industrial
(méximo de 2,5%), obedecendo requisito especifico para cada segmento de
aplicacédo (BRASIL, 1996). A média de cinzas em gréo de trigo situa-se entre 1,5 —
2,1%, com a maior fragcdo localizada na camada mais externa de gréao integral,
portanto a farinha resultante, sem esta camada conteria menor teor (SENAI, 2009).
O teor médio de lipideo de 2,30% em cultivar CD150 e 2,28% em QUARTZO
apresentou-se dentro da faixa aceitavel de 1% a 3% (ZARDO, 2010).

A dose de N alterou significativamente o teor protéico em ambas as
cultivares seja na safra 2013 como 2014 (p<0,05, Tabela 4), elevando o teor em
26% na cultivar CD150, safra-2013 e 31%, safra-2014; 35% em cultivar QUARTZO,
safra-2013 e 30% em 2014. O incremento de N elevou linearmente o teor de
proteina (Figura 5). As tabelas 5 e 6 apresentam as médias do teor de proteina sob
as diferentes doses de N na cultivar CD150 e QUARTZO. A dose de Mo alterou
significativamente o teor de proteinas em ambas cultivares na safra-2013 (p<0,05),
mas néo houve diferenca significativa em 2014, embora indicasse uma tendéncia de
aumento (Tabelas 5 e 6). O incremento de Mo elevou o teor de proteina em 11%
(correspondente ao aumento de 12,26 para 13,59%) na cultivar CD150 e 6%
(correspondente ao aumento de 11,03 para 11,66%) na QUARTZO na safra-2013
(Tabelas 5 e 6).

A elevacéao de teor protéico pela adubacdo com Mo seria decorrente
da participacdo do cation no complexo enzimatico de nitrato redutase, responsavel
pela reducé&o de nitrato a nitrito durante assimilacdo de N do solo (Taiz e Zeiger,
2012). A planta suprida com Mo provavelmente assimilou uma quantidade adicional
de N em relacdo ao aumento no teor proteico ja constatado pela adubacao
nitrogenada (Soares SOBRINHO, 1999; PINNOW et al., 2013; SOUZA et al., 2014).
O fato favoreceria o crescimento / vigor vegetal, cuja resisténcia contra patdogenos e
doencas fungicas também reduziria a consequente contaminag&o por micotoxinas na
matéria-prima.

Rosa Filho (2010) relatou que o teor protéico no grao de trigo — de
8% até 18% — seja determinado principalmente pela disponibilidade de N; um trigo
adequado para panificagcdo deve conter no minimo 12% de proteina. Ambas as
cultivares apresentaram valor médio de proteina superior a 12%, com a cultivar
CD150 apresentando média de 12,92% (safra-2013) e 12,28% (2014) com média
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geral de 12,60% (Tabela 5). A cultivar QUARTZO apresentou 11,35% (2013) e
12,86% (2014) com média geral de 12,10% (Tabela 6). A diferenca entre CD150 e
QUARTZO provavelmente ocorreu por possuirem caracteriscticas morfolégicas e
fisiologicas diferentes genéticamente e por pertencerem a classes diferentes; a
cultivar CD150, enquadrada como trigo melhorador, apresentaria forca de glaten
superior e, naturalmente maior teor protéico.

O N é translocado de tecido para a espiga durante o enchimento de
graos de trigo e utilizado na sintese protéica, sendo a maioria absorvido no estadio
anterior a floragdo (ROSA FILHO, 2010). Em geral, o fornecimento precoce de N
aumenta o rendimento (estadio de perfilhamento), sendo menos direcionado para
elevar o teor protéico de grdo. A disponibilizacdo tardia de N (estagio de
espigamento-floracdo) aumenta o teor protéico de grdo, mas apresenta menor
impacto no rendimento de grdo. O fato demonstra que o aumento no teor de
proteina poderia ser maior com a reestruturacdo do parcelamento de adubacéo
nitrogenada, controlando a distribuicdo entre o estadio de perfilhamento e
espigamento e, consequentente valorizando a qualidade industrial de trigo.

A dose de N alterou significativamente o teor de carboidrato em
ambas cultivares nas safras de 2013 e 2014 (p<0,05, Tabela 4). O incremento de N
diminuiu o teor de carboidrato total na cultivar CD150 em aproximadamente - 4% e
na cultvar QUARTZO em - 5% em ambas as safras. Nas tabelas 5 e 6 séo
apresentadas as diferentes médias dos teores de carboidrato com relacéo as doses
de N e com relagdo a presenca da adubac¢é&o por Mo na cultivar CD150 e QUARTZO
respectivamente. A figura 6 apresenta a reducéao linear no teor de carboidrato em
cultivo com incremento de N.

. O teor de carboidrato foi alterado pela dose de Mo apenas em 2013
na cultivar CD150 (Tabela 4). O incremento de molibdénio na adubagéo de cobertura
reduziu o teor de carboidratos em aproximadamente 2 % (Tabelas 5 e 6).

A reducéo no teor de carboidrato total, observada nas Tabela 5 e 6,
seja na safra 2013 como em 2014 perante incremento da adubacdo de N e de Mo,
provavelmente decorreu devido ao aumento no teor de proteina no grdo em resposta
ao incremento de N (p<0,05). Segundo Wingler et al. (2006), a deficiéncia de N pode
conduzir ao acumulo de acucar, resultante da diminuicdo da biodegradacdo de
esqueleto carbbnico em direcdo a sintese de aminoacidos e proteinas. Teores de

acucares e N mostraram mudancas distintas durante a senescéncia foliar, com
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acumulo de acucar em simultaneidade com o declinio nos niveis de aminoacido
(DIAZ et al., 2005), sendo que a deficiéncia de N geralmente resulta no acumulo de
carboidratos n&o-estruturais (KOVACEVIC et al., 2012).

5.1.2 Andlise por NIR

5.1.2.1 Pré-tratamento espectral

A Figura 7 apresenta a andlise espectral de farinha obtida dos gréos
de trigo e os respectivos pré-tratementos (espectro referente ao total de 96 amostras
analisadas). Primeiramente, os espectros Vis-NIR de amostras foram submetidos a
um pré-tratamento espectral, visando minimizar e eliminar ruidos espectrais
causados pela granulometria ou determinados interferentes espectrais (PASQUINI,
C, 2003).

A aplicacdo de técnicas de alisamento ou smooth visa reduzir
matematicamente o ruido aleatério que acompanha o sinal analitico. O smooth é
dado por uma média movel empregada um numero de pontos fixos, em que 0s
dados sdo ordenados em grupo e ajustados pelo método de minimos quadrados
(SIESLER, et al, 2002).

A variagdo de padrdo normal ou Standard Normal Variate Method
(SNV) foi utilizada para minimizar interferéncias causadas pelo tamanho de
particulas e diferencas de densidade das amostras. Ja a correcdo multiplicativa de
sinal ou do inglés Multiplicative Scatter Correction (MSC), foi bastante semelhante ao
SNV, utilizado para corrigir o efeito da difusdo de luz causada pela reflectancia
difusada devido a superficie heterogénea de matriz em analise (NAES, ISAKSSON,
FEARN e DAVIES, 2002; SABIN, FERRAO e FURTADO, 2004).

O detrend foi aplicado para remover efeito de deslocamento de linha
de base e curvilineos. O método modelou a linha de base em funcdo do
comprimento de onda através da equacdo de segundo grau, sendo a funcéo
subtraida em seguida, independentemente de cada espectro (LUYAPERT et al.,
2002).

As derivadas visaram conferir maior énfase a picos (maximos e
miminos), permitindo um aumento na resolucdo e eliminando efeito aditivo. Os

métodos derivativos poderiam também eliminar interferéncias devido a tamanho de
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particulas (OSBORNE, 2000). A primeira derivada removeu efeito aditivo de linha de
base do espectro, semelhante ao detrend, mas evidenciou majoritariamente
caracteristicas pequenas, face a caracteristicas com maior intensidade. Ja a
segunda derivada apresentou ruido espectral com maior intesidade em relagdo a
primeira derivada, porém amplificou regides espectrais muito restritas (CONZEN,
2006).

5.1.2.2 Modelos Preditivos

A Tabela 7 apresenta os modelos de calibracdo com os melhores
coeficientes de determinacdo (R?), juntamente com os respectivos erros padrdo de
calibracdo (SEC). Na etapa utilizou-se os espectros com pré-tratamento espectral de
SNV, MSC, Detrend e as respectivas derivadas, com objetivo de obter melhores
explicagdes nos ajustes dos modelos de calibragéo.

A validacdo de modelos foi executada apenas aos que apresentaram RZaj
superior a 0,50, correspondente as varaveis proteina, carboidratos, lipideos e cinzas.
A umidade apresentou coeficiente de determinacéo inferior a 0,50, sendo o fato
provavelmente estar relacionado com o processo de congelamento /
descongelamento de amostras requerido para executar diversos procedimentos de
analise (BURNS e CIURCZAK, 2008).

A partir de dados tratados com segunda derivada dos espectros NIR (Figura
7) realizou-se uma selecdo de variaveis visando maximizar a variancia entre as
amostras analisadas (Tabela 8). Para isto utilizou-se andlise multivariada de
determinados possiveis sobretons espectrais da literatura, que apresentaram
maiores diferencas entre os valores de - log (1/R) nas amostras de farinha de trigo
(BURNS e CIURCZAK, 2007).

5.1.2.3 Validagao de Modelo

A Figura 8 representa a validacdo do modelo de predicdo para as
variaveis referentes a proteina, carboidratos, lipideos e cinzas juntamente com o0s
respectivos coeficientes de determinacdo de validacdo (R%) e erro padrdo de

predicdo (SEP). A figura indica que os modelos apresentaram correlacdo com R?, =
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0,89 para teor de proteina, R?, = 0,84 para teor de carboidratos, R? = 0,93 para teor
de lipideos e R?, = 0,73 para teor de cinzas

Comparando a espectroscopia NIR de 30 amostras validadas em
relacdo aos resultados determinados por analise bromatolégica classica e oficial
recomendada pela AOAC (Figura 9), os dados indicaram que cerca de 85,0% das
amostras (n=30) apresentaram desvio padrdao relativo inferior a 5 % perante
determinacdo de proteina e cinzas e 100 % das amostras apresentaram
apresentaram desvio padrdo relativo inferior a 5 % referente aos parametros de
carboidratos totais e lipideos. O fato demonstra que o NIR apresentou elevado
potencial como ferramenta rapida n&o destrutiva de baixo custo, plausivel de
aplicacdo no controle de qualidade e decisdo / orientagdo no procedimento em

campo.

5.2 EFEITO DE ADUBAGAO N-MO NA CONTAMINAGAO POR DON

A figura 10 apresenta a curva padrdo de ic-ELISA desenvolvido e
padronizado com anticorpo monoclonal produzido por hibridoma anti-DON.3 em
Laboratorio e, destinado para a determinagdo de DON em farinha de trigo integral
obtido de grdos sob tratamento de adubacdo N-Mo. A curva padrdo matrizada
confeccionada com DON diluido a 15,625; 31,25; 125; 250; 500; 1000 ng.mL™
permitiu obter a equac&o y = -3,75In(x) + 130,75 e, coeficiente de determinacéo (R?)
de 0,9975.

A Tabela 9 apresenta a recuperacdo de DON em grdo de trigo
triturado a 30 mesh por ic-ELISA. A Comunidade Europeia (2006) recomenda o uso
de métodos apresentando recuperacdo entre 60 e 120% e, desvio padrao relativo
(DPR) inferior a 20%. O Iimunoensaio ic-ELISA desenvolvido apresentou a
recuperacado entre 93 e 101% (média de 97+ 0,08%) e CV maximo de 8%, com DPR
de 3,19% na recuperacdo de 500 pg.kg™ de DON; DPR de 11,24% na recuperagao
de 1000 ug.kg™; DPR de 10,34% na recuperacdo de 1500 pg.kg™.

O ic-ELISA desenvolvido com anticorpo monoclonal anti-DON
apresentou limite de deteccéo (LD) de 254,01 pg.kg™ (cultivar CD150) e 239,6 pg.kg’
! (QUARTZO); limite de quantificac&o (LQ) de 422,89 ug.kg™ e 365,8 ug.kg™ para as
cultivares CD150 e QUARTZO respectivamente. Embora o LD encontrado seja

superior a 177,2 pg.kg™, obtido anteriormente por Santos et al. (2011), salienta-se
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gue o imunoensaio padronizado apresentou o nivel de sensibilidade suficiente para
detectar contaminacdo <300 pg.kg? (LD) e quantificacdo <450 pg.kg™, portanto
atende a legislacdo brasileira proposta pela ANVISA/MS (BRASIL, 2011), assim
como o limite de 500 pg.kg™ proposto pela Comunidade Europeia (2016).

Salienta-se que a legislac&o brasileira propde limite de 750 ug.kg™
para farinha de trigo processado e limite de 1000 pg.kg™ para farinha integral
(BRASIL, 2011).

Outrossim, a diferenga em LD e LQ entre as duas cultivares (Tabela
10 e 11) apontaram a necessidade de cuidado especial ao avaliar a sensibilidade /
especificidade de imunoensaio em uso para o controle de qualidade na rotina
laboratorial, principalmente se pretender empregar kits comerciais de custo bastante
elevado, portanto sem condicdo de performance perante intensiva repeticao
laboratorial. A autossuficiéncia na producdo de imunorreagentes permitiu esta
repetitividade e confericdo de ensaios (Tabela 9, 10, 11 e Figura 10), em
consideracao a reducdo no custo em fator de 100 a 160 vezes em comparacao ao
kit comercial importado (TAKABAYASHI YAMASHITA, 2013).

As Tabelas 10 e 11 apresentam o perfil perante possibilidade de
contaminagcdo com DON em trigo produzido, baseado em média e maxima
contaminacdo, sendo avaliado em estudo envolvendo um total de 96 amostras
oriundas de campo experimental sob tratamento com adubagéo N-Mo.

A contaminagdo por DON em cultivar CD150 e QUARTZO em duas
safras apresentaram-se abaixo do limite de 750 pg.Kg *, previsto para farinha de
trigo, conforme Resolucéo - RDC n° 59, de 26 / dezembro / 2012 (Tabela 2, BRASIL,
2011). A vigéncia deste limite em farinha de trigo iniciou-se em janeiro / 2017, sendo
gue nenhuma amostra ultrapassou o0 valor proposto, com o maximo observado de
578,84 ug.Kg . Os dados indicam que a média de contaminac&o por DON na regi&o
de Londrina-PR (454,97 pg.kg™, Tabela 10 e 11) apresentaram-se inferior & média
do Estado do Parana obtido no estudo anterior envolvendo trigo de fazendas
experimentais distribuidas no Estado do Paranda, ano 2010 e 2011; no estudo, o ic-
ELISA detectou positividade de DON em 243 amostras de um total de 244, com o
valor médio de 1364,1 ug.Kg * (HIROOKA et al., 2015).

Tendo em vista a contaminagdo de DON em nivel inferior ao limite
estabelecido pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2011), assim como pela

Comunidade Europeia (2016), a interpretacdo e avaliacdo subsequente de
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contaminacdo baseou-se em LD e LQ determinado para a referida analise por ic-
ELISA (Tabelas 10, 11, 12 e 13).

As Tabelas 10 e 11 indicam que 30,20% das amostras apresentaram
tracos de DON (nivel >LD) enquanto que foi quantificado em 12,5% das amostras
(nivel >LQ) somando as duas safras e duas cultivares. Avaliando em detalhe, o trigo
pertencente a safra 2013 ndo apresentou nivel de DON>LQ, sendo que apenas 3
(6,25%) amostras do total de dois cultivares apresentaram nivel de DON>LD. A safra
de 2014 apresentou DON>LQ em 12 (25%) amostras, sendo 26 (54,16%)
contaminadas com nivel de DON>LD.

No computo geral, a cultivar CD150 apresentou DON>LQ em 6
amostras (12,5%), com a média de contaminacgdo de 520,29 pg.kg™; se considerar o
nivel trago - DON>LD, 17 (35,41%) estiveram contaminados (Tabela 10). A cultivar
QUARTZO apresentou DON>LQ em 6 (12,5%) amostras, com a média de
contaminaco de 389,65 pg.kg™; 12 amostras (25%) com DON>LD (Tabela 11).

A maior contaminacdo e maior média de contaminacdo da cultivar
CD150 (Tabela 10), comparado a QUARTZO (Tabela 11), provavelmente seja
decorrente de diferenca na caracteristica genética. A cultivar CD 150 é classificada
como geneticamente suscetivel a Giberela, se comparada a cultivar QUARTZO
classificada como moderadamente suscetivel (COODETEC, 2015; BIOTRIGO,
2008). Portanto, os dados demonstraram a importancia de fator genético no
estabelecimento / infec¢cdo de F. graminearum, sendo o fator essencial para propiciar
maior nivel de contaminacdo por DON. Lima (2004) relata comportamento distinto
perante ocorréncia de F. graminearum, bem como transmissdo conforme gendétipo
cultivar. Bullerman, Schoereder e Park (1984) também apontaram o fator
susceptibilidade da variedade entre interferentes essenciais na producdo de
metabdlito fungico, podendo ocorrer producéo simultanea de micotoxinas.

Somado ao fator genético, o baixo nivel de contaminagéo por DON
em ambas as safras e cultivares (média geral de 454,97 pg.kg™) seria decorrente de
reduzida precipitacéo pluviométrica na fase de florescimento (figura 4), seja em 2013
(0 mm, agosto/2013) como 2014 (19,5 mm, agosto/2014), desfavorecendo a
infeccao fungica na espiga e consequente reducdo de DON no gréo. A safra de 2014
apresentou maior propor¢édo de amostras com DON>LQ e LD possivelmente pela
maior pluviometria na fase de florescimento, fase a qual a umidade é um fator

limitante para a infeccdo de Fusarium sp.. A fusariose é uma doenca altamente
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dependente de condicdo climéatica no florescimento, a fase que o fungo penetra
facilmente no ovéario e avanca ao longo de espaco intercelular, sem resisténcia,
disseminando em todo o gréo. A infeccao tardia depara com gréo mais impermeavel
a hifa, restringindo o fungo no pericarpo ou embrido. Em contraste, a exposigdo em
umidade continua favorece a infeccdo, bem como dias quentes e Umidos com
umidade relativa >70% e temperatura >16°C favorecem o estabelecimento e
progresso de infeccdo por F. graminearum em trigo no estagio de floracao (CLEAR e
PATRICK, 1990).

As Tabelas 12 (cultivar CD 150) e 13 (cultivar QUARTZO)
apresentam a distribuicdo de amostras de trigo com o nivel de DON >LQ e LD,
conforme resultado de ensaio da area experimental submetida ao tratamento N-Mo
somadas duas safras. Os dados correspondem a 48 amostras de cada cultivar,
sendo 24 amostras com N em cobertura (0, 30, 60 e 90 kg.ha™), assim como 24
amostras sob mesmo tratamento de N, adicionado de 60 g.ha™ de Mo.

O nivel de DON, mesmo em cultivar CD150 (susceptivel a
Giberela), somente excedeu o LQ (422,89 ug.kg') em tratamento de adubacdo
nittogenada de 90 kg.ha®, seja em experimento com ou sem Mo. Dentre as 48
amostras da cultivar CD150, apenas 6 amostras apresentaram DON>LQ, sendo 3
submetidas & adubacdo 90 kg.ha™ de N + 60 g.ha’ de Mo e 3 submetidas a
adubac&o 90 kg.ha™ de N sem presenca de Mo (Tabela 12).

O nivel de DON em cultivar QUARTZO (moderadamente susceptivel
a Giberela) excedeu o LQ (365,8 pg.kg') em grdo sob adubacdo com N em
cobertura de 90 kg.ha™, seja em tratamento com ou sem Mo, assim como na dose
de 60 kg.ha™ de N sem Mo. Dentre as 48 amostras da cultivar QUARTZO, apenas 6
amostras apresentaram DON>LQ, sendo 2 submetidas & adubacdo 90 kg.ha* de N
+ 60 g.ha' de Mo, 2 submetidas a adubac&o 90 kg.ha™ de N sem presenca de Mo e
2 submetidas & adubac&o 60 kg.ha™ de N sem presenca de Mo (Tabela 13).

O maior numero de amostras com DON>LQ quando adubadas com
90 kg.ha de N - dose méaxima testada - em ambas cultivares possivelmente ocorreu
devido ao aumento na suscetibilidade a doenca causada pela alta dose de N em
cobertura (ABDEL-RAHEEM e BIRD, 1967). A dose de N em excesso
desencadearia condicdo favoravel para a proliferacao de F. graminearum, sendo que
a aplicacdo de N suplementar em producéo intensiva poderia aumentar a incidéncia
da infeccdo de sementes (MARTIN, MCLEOD e CALDWELL, 1991).
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Consequentemente, a maior infec¢cdo por Fusarium sp. resultante de N em excesso
provavelmente favoreceu a contaminacéao por DON.

Apesar da resisténcia de planta contra doencas seja geneticamente
controlada, salienta-se também a influéncia de fatores ambientais, sendo o efeito de
fator extrinseco relativamente menor em cultivar com alta resisténcia ou
suscetibilidade, se comparada a moderadamente susceptivel (MARSCHNER, 1995).
O fato justificaria a ocorréncia de DON em cultivar QUARTZO moderadamente
susceptivel submetida a dose inferior de N de 60 kg.ha™, além da dose de 90 kg.ha™
(Tabela 13). Salienta-se que, a adubac&o de cultivar CD 150 com 60 kg.ha™ de N
ndo desencadeou a producdo de DON em nivel detectavel (LD = 254,01 pg.kg™,
Tabela 12). Estes dados estariam em conformidade com Marschner (1995),
indicando que o trigo geneticamente classificado como moderadamente suscetivel a
doenca aumentava a susceptibilidade de planta a fatores ambientais, a exemplo de
adubacéao nitrogenada, se comparado a cultivares sensiveis.

Por outro lado, embora ndo houvesse diferenga significativa no o
nivel de DON com e sem adubacdao de Mo em cobertura (p>0,05) (Tabela 12), as
mesmas tabelas permitem uma analise breve sobre tendéncia perante reducéo no
nivel de DON em ensaios realizados com a combinacdo N-Mo, seja para cultivar CD
150 como QUARTZO (Tabela 12 e 13). Consequentemente, o valor médio de DON
em grao pertencente ao cultivar susceptivel CD 150 sob cultivo sem Mo atingiu
524,33 ug.kg’, em relacéo a 516,24 pg.kg™® em ensaio com Mo (Tabela 12). O fato
poderia ser um indicio de uma leve tendéncia perante reducdo no nivel de DON,
decorrente da relagdo vantajosa entre N-Mo no processo metabdlico, i.e., acdo de
um macronutriente potencializado por micronutriente. O Mo participa em diversas
enzimas a exemplo de nitrato redutase, essencial a assimilagdo de N, especialmente
em vegetais exigentes em N como trigo (TAIZ e ZEIGER, 2012).

A mesma tendéncia ndo pode ser observada em ensaio com a
cultivar QUARTZO moderadamente susceptivel (Tabela 13). O fato pode estar
relacionado a observacdo anterior perante fator genético - ambiental, conforme
anteriormente discutido.

Outrossim, a confirmacédo da hipotese referente a interagdo N-Mo na
contaminacdo por DON em cultivares de trigo requereria ensaios subsequentes,
envolvendo principalmente safras com condicdes de precipitacdo pluviométrica

favoraveis ao fungo no estadio de florescimento do trigo.
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6 CONCLUSAO

O incremento de N diminuiu no teor de carboidrato total e elevou o
teor de proteinas.

O incremento de Mo na adubacdo de cobertura elevou o teor de
proteina na safra de 2013 e reduziu o teor de carboidratos na cultivar CD150 na
safra de 2013.

A espectrometria NIR apresentou 85% de semelhanca com as
técnicas da AOAC, para a determinacdo de proteinas e cinzas e 100% de
semelhanca para determinacdo de lipideos e carboidratos totais (p<0,05)
comprovando elevado potencial como método répido.

O ic-ELISA desenvolvido consistiu em alternativa eficaz na detecgao
de DON em trigo, possibilitar a analise de um numero maior de amostras (15 a 24
amostras em triplicata numa unica placa).

A cultivar CD150 apresentou maior média de contamina¢cédo de DON
comparada a cultivar QUARTZO. As amostras somente excederam o limite de
quantificacéo de DON quando utilizada a adubac&o nitrogenada de 60 e 90 Kg.ha ™.

Nenhuma amostra apresentou contaminacdo acima dos limites da
Resolucéo - RDC n° 59, de 26 de dezembro de 2012.
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Tabela 3 - Analise quimica do solo de area experimental - anterior a semeadura de
trigo em safra 2013 e 2014.

Analise do solo
P MO pH H+Al H A" Ca? Mg? K" CTC V

Profundidade

(cm)
mgdm™® gdm?® CaCl2 (cmol dm™®) %

Safra 2013

0-10 11,41 29,64 5,49 3,94 3,94 0,00 540 1,53 0,87 7,58 66,42

10-20 8,08 27,00 5,49 3,66 3,66 0,00 491 1,37 0,57 6,86 65,21
Safra 2014

0-10 15,84 26,86 5,40 496 4,96 0,00 7,90 0,90 0,91 9,71 66,42

10-20 7,61 20,15 5,40 461 4,61 0,00 7,30 1,20 0,81 9,30 65,21

Extratores: Mehlich (P, K*); KCI 1N (Ca*®, Mg, Al'®); M.O.: Matéria organica; CTC (Capacidade de
Troca de Cétions) : Efetiva;  V: Saturacéo por bases
Fonte: Laborsolo Laboratorios. Adaptado pelo autor (2013).



72

Tabela 4 - Analise de variancia (Valor p) — Atividade de agua, Umidade, Proteina,

Lipideo, Cinza e Carboidrato em trigo cultivar CD 150 e QUARTZO, em resposta a

nitrogénio (N) e molibdénio (Mo) em cobertura, safras 2013 e 2014.

CD150
L ay, Umidade Proteina Lipideo Cinza Carboidrato Total
Variaveis GL

2013
Bloco 7 0,3372 10,7669 0,0012 10,4799 0,9792 0,0051
Dose N (N) 3 0,0809 0,5187 0,0003 0,1471 0,8470 0,0016
Dose Mo (Mo) 1 0,5356 0,9531 0,0072 0,7281 0,8686 0,0124
N x Mo 3 09741 10,6547 0,9741 0,9033 0,8931 0,9179
CV (%) 2,96 5,18 8,27 0,98 3,82 1,63

2014
Bloco 7 0,9863 10,9927 0,0012 0,9117 0,9588 0,0581
Dose N (N) 3 0,8287 0,9789 <.0001 0,9982 0,9428 0,0086
Dose Mo (Mo) 1 0,7096 0,7701 0,4388 0,2501 0,7107 0,5272
N x Mo 3 09743 0,8658 0,7500 0,7849 0,7243 0,8279
CV (%) 5,30 8,04 7,89 0,83 2,30 2,02

QUARTZO
L ay, Umidade Proteina Lipideo Cinza Carboidrato Total
Variaveis GL

2013
Bloco 7 0,6329 0,3129 <,0001 0,8730 0,8970 <,0001
Dose N (N) 3 0,2698 0,2977 <,0001 0,4634 0,8478 <,0001
Dose Mo (Mo) 1 0,7160 0,4450 0,0080 0,7701 0,3884 0,1046
N x Mo 3 0,8408 0,2561 0,3990 0,9791 0,7744 0,3173
CV (%) 2,33 3,32 4,58 0,90 5,68 0,95

2014
Bloco 7 0,8325 10,9942 0,0009 0,9768 0,9117 0,0028
Dose N (N) 3 05394 10,9317 <,0001 0,8987 0,6259 0,0001
Dose Mo (Mo) 1 0,8039 0,6156 0,3629 0,5487 0,8461 0,5556
N x Mo 3 0,7824 09712 0,6816 0,9080 0,8725 0,8173
CV (%) 4,28 4,75 7,83 0,89 13,31 1,63

*GL = Graus de liberdade; CV = Coeficiente de variagdo; a, = Atividade de &agua; Nivel de
significancia (p<0,05), representado em negrito.
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Tabela 5 — Trigo cultivar CD150: Atividade de agua e composicdo quimica em
resposta ao nitrogénio (N) e molibdénio (Mo) em cobertura, safras 2013 e 2014.

Composicao quimica (g%)

N (kg. ha™) A Umidade Proteina Lipideo Cinza Carboidrato Total
Safra 2013
0 0,538a 11,57a 11,30c 2,37a 1,59a 73,17a
30 0,549a 11,07a 12,53bc 2,36a 1,59a 72,46a
60 0,556a 11,19a 13,08ab 2,33a 1,60a 71,79ab
90 0,532a 11,23a 14,79a 2,36a 1,57a 70,01b
Mo (g. ha™)
0 0,542a 11,27a 12,26b 2,35a 1,59a 72,53a
60 0,546a 11,26a 13,59a 2,35a 1,59a 71,18b
Média 0,544 11,26 12,92 2,35 1,59 71,85
CV(%) 2,96 5,18 8,27 0,98 3,82 1,63
Safra 2014
0 0,524a 11,12a 10,50c 2,26a 1,65a 74,49a
30 0,515a 11,00a 11,72bc 2,26a 1,64a 73,38ab
60 0,521a 11,08a 13,19ab 2,25a 1,65a 71,87b
90 0,529a 10,91a 13,74a 2,26a 1,65a 71,43b
Mo (g. ha™)
0 0,520a 10,97a 12,13a 2,26a 1,64a 72,99a
60 0,524a 11,08a 12,44a 2,25a 1,65a 72,60a
Média 0,522 11,03 12,28 2,26 1,65 72,79
CV(%) 5,30 8,04 7,89 0,83 2,30 2,02
B'\i/lc‘fndlljzﬂ 0,533 11,14 126 230 162 72,32

CV(%) = Coeficiente de variacdo; Médias seguidas por letras mindsculas diferentes indica diferenca
entre linhas (p<0,05).
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Tabela 6 - Trigo cultivar QUARTZO: Atividade de agua e composicdo quimica em

resposta ao nitrogénio (N) e molibdénio (Mo) em cobertura, safras 2013 e 2014.

Composicao quimica (g%)

N (kg. ha™) o Umidade Proteina Lipideo Cinza Carboidrato Total
Safra 2013
0 0,548a 10,78a 9,66¢C 2,29a 1,42a 75,86a
30 0,556a 10,98a 10,47c 2,30a 1,43a 74,83a
60 0,559a  11,20a 12,20b  2,30a  1,40a 72,90b
90 0,546a 10,98a 13,07a 2,31a 1,43a 72,22b
Mo (g. ha™)
0 0,551a 11,04a 11,03b  2,30a  1,43a 74,19a
60 0,553a 10,92a 11,66a 2,30a 1,40a 73,70a
Média 0,552 10,98 11,35 2,30 1,42 73,95
CV(%) 2,33 3,32 4,58 0,90 5,68 0,95
Safra 2014
0 0,555a 10,87a 11,16b 2,25a 1,51a 74,23a
30 0,554a 10,92a 11,99b 2,26a 1,51a 73,33ab
60 0,553a 10,83a 13,76a 2,25a 1,57a 71,59bc
90 0,537a 11,02a 14,53a 2,25a 1,64a 70,55¢
Mo (g. ha™)
0 0,551a 10,96a 12,67a 2,26a 1,55a 72,57a
60 0,549a 10,85a 13,05a 2,25a 1,56a 72,28a
Média 0,550 10,91 12,86 2,26 1,56 72,42
CV(%) 4,28 4,75 7,83 0,89 13,31 1,63
Media 0,551 10,94 12,10 2,28 1,49 73,18
Bianual

CV(%) = Coeficiente de variacdo; Médias seguidas por letras mindsculas diferentes indica diferenca

entre linhas (p<0,05).
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Tabela 7 - Modelos preditivos e respectivos coeficientes de determinacdo (R?) e erro

padréo de calibracdo (SEC).

Variavel Modelo R? SEC
Proteinas (%) *PLS 0,76 0,79
Carboidratos (%) *PCR 0,65 1,02
Lipideos (%) *PCR 0,63 0,02
Cinzas (%) *PCR 0,52 0,08

*PLS: Regressao dos minimos quadrados parciais; **PCR: Regressao dos componentes principais.

Tabela 8 - Principais variaveis selecionadas para andlise de agrupamento com

relacdo a maior variancia entre os valores de refletancia difusa dos espectros NIR

em trigo (farinha integral).

Regido espectral

: NV A(nm) Sobretom/Estiramento
selecionada (nm)
1100 - 1250 75 1220 2°C-H Celulose
1380 O-H Ar-OH
1376 - 1538 81 1415 1° O-H Agua
1456 N-C Proteinas
1680 - 1790 55 1790 1°C-H Celulose
1880 - 1930 25 1855 1° O-H Acidos graxos
1950 - 1980 15 1920 2°O-H Agua
1990 - 2050 30 2000 2°O-H Celulose
2100-2200 50 2180 1°C-C Celulose
2414 3°C-H Celulose
2400 — 2498b 49 .
2470 C-H Volateis

NV: nimero de varidveis; A: comprimento de onda; Resolu¢éo do espectrometro NIR: 2,0 nm.
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Tabela 9 — Padronizacdo de ic-ELISA: recuperacdo de DON em grédo de trigo

integral.
Método DON (ug.kg™) Recuperacio DPR  Recuperacdo média
Adicionado  Recuperaco (%) (%) (%)
500 506,06 + 16,16 101 3,19
ic-ELISA 1000 929,88 = 104,56 93 11,24 97 + 0,08
1500 1428,52 £ 147,65 95 10,34

*Os dados apresentados sao a média de seis determinac¢des (contaminacéo artificial em duplicata,
andlise em triplicata); Os resultados sao apresentados como média *+ desvio padrdo (DP); Para o
calculo foi subtraido o valor do branco (sem adi¢cdo de DON);

DPR = Desvio Padrao Relativo.

Tabela 10 - Trigo cultivar CD150: contaminacao por DON, safras 2013 e 2014.

Amostra (n) DON (ug.kg™)
ANO 1ol <LD >LDe<LQ >LQ  Média  Maximo
2013 24 21 3
2014 24 10 8 6 520,29 578,84

n = ndmero de amostras; LD = limite de deteccao, 254,01 ug.kg™; LQ = limite de quantificacao,
422,89 pg.kg™.

Tabela 11 - Trigo cultivar QUARTZO: contaminac¢&o por DON, safras 2013 e 2014.

Amostra (n) DON (ug.kg™
AN0  rotal <LD >LDe<lLQ >LQ Média  Maximo
2013 24 24
2014 24 12 6 6 389,65 413,73

n = ndmero de amostras; LD = limite de detecg¢éo, 239,62 pg.kg'l; LQ = limite de quantificacéo,
365,8 ug.kg™.
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Tabela 12 — Andlise de DON por ic-ELISA em trigo cultivar CD150 em resposta a

doses de nitrogénio em cobertura com e sem Molibdénio.

Amostra (n) DON (pg.kg™)
-1
N(kg-ha®) 14 <LD >LDe<LQ  >LQ Média Maximo
0 6 4 2 0
30 6 5 1 0
60 6 4 2 0
90 6 2 1 3 524,33t9% 578,84

N (kg.ha™) + Mo (60 g.ha™)

0+ Mo
30 + Mo
60 + Mo
90 + Mo 516,24+6% 554,28

Total 48 30 12 6 520,29 578,84

*Média +CV%; DON = Desoxinivalenol; n = nimero de amostras; LD = limite de detecgéo, 254,01
Hg.kg™; LQ = limite de quantificagéo, 422,89 pg.kg™.

o) o) Mo We))
N OO W
N X

Tabela 13 - Andlise de DON por ic-ELISA em trigo cultivar QUARTZO em resposta a

doses de nitrogénio em cobertura com e sem-Molibdénio.

Amostra (n) DON (pg.kg™)
-1
N (kg-ha) Total <LD >LDe<LQ >LQ Média Maximo
0 6 6 0 0
30 6 3 3 0
60 6 4 0 2 374,36x2% 379,42
90 6 3 1 2 395,11+7% 413,73

N (kg.ha™) + Mo (60 g.ha™)

0+ Mo 6 5 1 0 --- ---
30 + Mo 6 6 0 0 --- -
60 + Mo 6 6 0 0 --- ---
90 + Mo 6 3 1 2 399,48+4% 412,08

Total 48 36 6 6 389,65 413,73

Média +CV%; DON = Desoxinivalenol; n = niamero de amostras; LD = limite de deteccéo, 239,62
Hg.kg™; LQ = limite de quantificacéo, 365,80 pg.kg™.
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Figura 4 — Condicédo climética (temperatura média e precipitacdo pluvial) durante o ciclo de 126 dias (Maio a Setembro no ano 2013 e 2014)

de Londrina-PR.
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Figura 5 — Teor de proteina em trigo cultivar CD150 e QUARTZO em resposta a doses de

nitrogénio em cobertura, Londrina-PR.
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Figura 6 — Teor de carboidrato em trigo cultivar CD150 e QUARTZO em resposta a doses

de nitrogénio em cobertura, Londrina-PR.
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Figura 7 — Analise por espectrometria NIR: Espectro do conjunto de calibracdo em farinha

integral obtida dos gréos de trigo sob tratamento de adubac&o N-Mo em cobertura.
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Figura 8 - Validacdo dos modelos de predicdo com coeficiente de determinagédo de

validacdo (R?) e erro padrdo de predicdo (SEP) para (a) proteina (1376-1538 nm), (b)
carboidratos (1990 - 2050 nm),(c) lipideos (1880 — 1930 nm) e (d) cinzas (1990 - 2050 nm) .
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Lipideos predito (%)

Carboidrato predito (5]
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Figura 9 — Comparativo de resultados de NIR e analise bromatoldgica oficial (AOAC) de 30

amostras validadas.

Proteinas (%) Carboidratos (%) Lipideos (%) Cinzas (%)

Amostra ADAC NIR Média P DPR  ADAC HIR Meédia opP DPR  ADAC NIR Média P DPR  ADAC HIR Média opP OPR
1 1439 1411 1425 02 137 7067 6992 703 053 076 231 231 231 0 002 181 171 166 007 409
2 11,73 1196 1184 016 138 7238 7342 7289 075 103 235 235 235 0 003 158 149 154 0068 409
3 1225 1318 1272 086 o515 7275 7208 7241 047 085 235 234 234 001 036 162 167 165 004 229
4 1117 1098 1108 013 119 7354 7356 7355 001 002 238 238 238 0 005 185 16 1863 003 209
5 1424 126 1342 115 &6 70,14 7003 70,08 008 011 235 237 236 001 06 165 167 166 001 079
6 1212 117 11,91 03 248 7248 7312 728 045 062 236 235 236 0 019 148 158 152 008 548
7 12,9 1366 1328 054 407 7156 7098 7127 041 057 236 237 236 001 022 153 154 153 001 035
8 15,7 1732 1651 115 594 6984 7128 7056 102 144 236 224 23 008 369 154 161 158 005 314
9 920 912 82 013 137 7578 7527 7552 0368 047 223 224 223 001 031 157 16 1,59 002 1,55
10 14,53 1451 1452 001 009 6971 7025 6998 038 0585 226 225 226 001 031 161 168 165 005 2301
11 14,52 1425 1439 019 133 6966 7096 7031 0092 131 226 226 226 0 0,15 1,7 165 168 003 204
12 11,68 11,68 11,88 0 004 7284 7282 7283 001 001 224 224 224 0 015 162 164 163 002 1
13 1415 1373 1394 03 215 6945 7047 6996 073 104 226 226 226 0 013 167 162 164 004 215
14 977 1095 1036 084 505 7508 7366 7438 0099 133 225 227 228 002 074 167 161 164 005 278
15 12,75 13,16 1295 029 224 7342 7214 7278 091 124 223 225 224 001 063 165 185 165 0 0
16 12,25 11,88 12,06 026 215 7286 7277 7282 0068 009 226 225 225 001 046 165 183 164 001 09
17 945 102 983 053 539 7589 7495 7542 066 088 23 228 229 001 049 147 148 148 001 057
18 13,93 1441 1417 034 24 7123 7143 7133 014 02 231 231 231 0 008 148 165 15 013 844
19 11,18 11,76 1147 041 355 7369 7306 7337 045 061 232 231 231 001 04 146 1,5 148 003 212
20 1266 1251 1258 011 085 724 7218 7229 016 022 229 23 23 001 045 139 147 143 0068 391
21 1314 1327 132 009 067 7108 7194 7151 061 08 23 229 23 001 029 147 159 153 009 &8
22 1246 126 1253 01 081 7293 7444 7389 107 145 23 23 23 0 011 115 12 118 004 3,03
23 98 98 97 014 149 7529 7548 7538 014 018 226 225 226 001 027 16 144 152 012 754
24 11,18 11,02 11,1 011 101 7485 7459 7472 018 024 223 225 224 002 076 143 144 144 001 058
25 14,96 15,11 1504 01 069 6954 6899 6926 039 0456 226 227 226 001 027 182 171 177 007 421
26 13,81 13,57 1389 017 126 7033 7089 7061 039 056 225 224 225 0 021 201 185 198 004 215
27 12,91 1205 1248 061 492 7247 7264 7255 012 017 225 225 225 0 0,01 1,5 1,58 154 006 376
28 10,86 10,85 1086 001 01 7379 738 7379 001 001 225 224 225 0 018 141 136 138 004 278
29 12,87 12,76 1282 008 064 7289 7224 7256 045 063 228 226 227 002 069 137 141 138 003 1,8
30 14,52 1475 1483 017 114 704 7001 702 028 04 225 226 225 001 026 174 172 173 001 079

N° de

amostras 5 0 0 4

com

DPR=5,0

AOAC = Determinacéo por método convencional; NIR = Determinacéo por NIR; DP = Desvio Padréao;

DPR = Desvio Padrao Relativo; Valores marcados em vermelho indicam amostras com DPR>5,0.

Figura 10 - Curva padrao para analise de DON por ic-ELISA.
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