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BERND, LUCIANA P. Fusarium verticillioides e fumonisina na cadeia produtiva de
milho: modelagem matematica e estratégia de controle. 2010. 213 f.Tese (Doutorado em
Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

O Estado do Parana ocupa posicao estratégica pela lideranga nacional na produc¢ao de milho,
na qual se deve garantir a seguranga fitossanitaria. Fusarium verticillioides encontra-se
freqlientemente associado ao milho e é o principal produtor de fumonisinas, um grupo de
micotoxinas que representa riscos a saude humana e animal. O trabalho teve por objetivo
desenvolver modelos matematicos para descrever o efeito de umidade, temperatura e
concentragdo de inoculo de F. verticillioides no crescimento fungico e producdo de
fumonisinas em milho, bem como avaliar a produ¢ao da toxina frente a mudancas drasticas de
temperatura ao longo de incubagdo e mediante andlise de cinética, acompanhar alteragdes
quimicas, micoldgicas e producdo de fumonisina nos graos. Além disso, em condi¢des de
campo, verificar o efeito de praticas culturais e inocula¢ao das sementes com Pseudémonas
fluorescens como estratégias de controle na contaminagdo fingica ¢ por fumonisinas e suas
alteracdes em caracteristicas quimicas de graos de milho. Apds avaliacdo de toxigenicidade de
cepas de F. verticillioides (103F, 113F, 119B, 119BR e 97K) submetidas a constantes
repicagens desde o isolamento (1991 a 2007) e validacio de modelos matematicos para
produgdo de fumonisinas, mudangas drasticas de temperatura (0, 5 ¢ 40 °C) foram aplicadas
em diferentes estdgios de incubagdo sob condigdes Otimas (25 % umidade; 20 °C).
Posteriormente, executou-se um delineamento fatorial 24 visando avaliagdo de melhor
condicdo para producdo de fumonisinas e crescimento fungico em fun¢ao do hibrido de milho
(Tork e P30F53), cepa de F. verticillioides com diferentes datas de repique (103F — A e B),
composicdo de meios de cultura (BDA) utilizados para crescimento da cepa (A e B) e
substrato submetido ou ndo a tratamento térmico (121 °C/20 min). Mediante condigdes
definidas, procedeu-se com planejamento central composto utilizando-se dois hibridos de
milho (Tork e P30F53), onde, por meio de modelos matematicos, avaliou-se o efeito de
umidade ajustada dos graos 15-30 %, concentracdo de indculo de F. verticillioides (103-107
propagulos mL-1) e temperatura de incubagdo 15-30 °C, durante 20 dias, na producdo de
fumonisinas e contagem flngica. Sob niveis (15-27 % de umidade, 103-107 propagulos F.
verticillioides mL-1 e 18-27 °C) que apresentaram elevada, intermediaria e baixa produgdo de
fumonisina, realizou-se cinética a cada 2 dias, durante 20 dias, onde se avaliou a producao da
toxina, contagem de F. verticillioides, teores de proteina e lipideos dos grdos de milho
(hibrido P30F53). Em condi¢des de campo (segunda safra 2009), realizou-se planejamento
fatorial 4x4 com quatro populacdes de plantas (40, 60, 80 e 100 mil plantas ha-1) e quatro
doses de nitrogénio em cobertura (0, 50, 100 e 150 Kg ha-1), procedendo-se quantificacdo de
fumonisinas e avalia¢do de caracteristicas fisico-quimicas de graos de milho do hibrido AG
9010 YG. Na mesma safra, utilizou-se arranjo fatorial 3x2, correspondente a trés niveis de
adubagao NPK no sulco de semeadura (0, 125 e 250 kg ha-1) e dois de inoculante a base de P.
fluorescens (com e sem), a fim de avaliar a influéncia na composi¢do quimica e na
contaminagdo fingica e por fumonisinas em graos do hibrido P30F35. Das cepas de F.
verticillioides avaliadas frente a manutencao da toxigenicidade, 90 % e 85 % produziram FB1
(0,28 - 2610,65 pg g-1) e FB2 (0,03 — 781,07 ug g-1), respectivamente. Mediante inoculagao
de F. verticillioides (cepa 103F) em graos de milho (25 % umidade/ 20 °C), choques térmicos
no inicio da incuba¢do mostraram-se ineficazes no aumento de produgdo de fumonisinas,
porém elevacdo foi observada quando se aplicou 40 °C apds duas semanas. Composi¢do do



meio de cultura e as cepas de F. verticillioides com diferentes datas de repique nao
apresentaram influéncia significativa no crescimento fungico e producdo de fumonisinas,
porém o tratamento térmico (121 °C/20 min) resultou em aumentos significativos destes,
sendo mais evidenciado no hibrido Tork. O conteudo de umidade exerceu maior efeito na
contagem de F. verticillioides, porém a temperatura mostrou maior influéncia na producdo de
fumonisina. Mediante cinética, a producao de fumonisinas foi intensificada ap6s o 10° dia de
incubagdo e, no seu inicio, houve reducao dos teores de proteina e lipideos, com elevagao
deste ultimo ao longo da incubagdo. Sob condicdes de campo, a contaminag¢do por
fumonisinas ndo teve correlagdo significativa com a dose de nitrogénio em cobertura,
densidade de plantas, niveis de adubagdo NPK e inoculagdo com P. fluorescens. No entanto,
alteracdes fisico-quimicas foram observadas nos grdos devido ao manejo. Modelos
matematicos podem ser ferramentas uteis no entendimento da dindmica da producdo de
fumonisinas em milho, onde aliados a praticas de manejo, podem representar estratégias para
minimizar risco de contaminacao deste cereal.

Palavras-chave: =~ Zea mays. Fumonisina. Fusarium verticillioides. Modelagem
matematica. Manejo de cultura.



BERND, LUCIANA P. Fusarium verticillioides and fumonisin in corn production chain:
mathematical modeling and control strategy. 2010. 213 p. Thesis (Doctor Degree in Food
Sciene) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

The Parana State occupies a strategic position being the largest corn producer in Brazil,
requiring phytosanitary security. Fusarium verticillioides is frequently associated with corn
and is the main producer of fumonisin, a mycotoxin that causes diseases in human and
animals. The study aimed to develop mathematical models to describe the effect of moisture
content, temperature and F. verticillioides inoculum concentration on fungal growth and
fumonisin production in corn, as well as evaluating the toxin production under drastic
temperature changes during incubation. By means of kinetic analysis, evaluation of chemical
changes, fungal growth and fumonisin production in grains was made. Furthermore, under
field conditions, evaluation of the cultural practices and Pseudomonas fluorescens inoculation
effect in fungal contamination / fumonisins and chemical changes of corn grains was also
made. After evaluation of toxigenicity of F. verticillioides strains (103F, 113F, 119B, 119BR
and 97K) subjected to constant subcultures (1991 to 2007) and mathematical /statistical
validation of fumonisins production models, drastic temperature changes (0, 5 and 40 °C)
were applied at different stages of incubation under optimal conditions (25% moisture, 20
°C). After, a 24 factorial design aiming to evaluate optimum conditions for fumonsins
production and fungal growth on the basis of hybrid maize (Tork and P30F53), F.
verticillioides strain with different dates of replating (103F - A and B), different culture media
composition (PDA) used for strain growth (A and B) and substrate subjected or not to heat
treatment (121 °C/20 min). Under conditions defined, we proceeded with central composite
design using two corn hybrids (Tork and P30F53), where, by mathematical models, the effect
of moisture content 15-30 %, inoculum F. verticillioides concentration (103-107 propagules
mL-1) and incubation temperature 15-30 °C, during 20 days, on fungal count and fumonisin
production was evaluated. Under levels (15-27 % moisture, F. verticillioides 103-107
propagules mL-1 and 18-27 °C) which showed high, intermediate and low fumonisin
production, the toxin production, F. verticillioides count, protein/ lipids levels of P30F53 corn
hybrid, each 2 days, during 20 days was evaluated. Under field conditions (second 2009
crop), we proceeded a 4x4 factorial design, using four plant densities (40, 60, 80 and 100 000
plants ha-1) and four rates of nitrogen in coverage (0, 50, 100 and 150 kg ha-1), proceeding
fumonisins quantification and evaluation of physical/ chemical characteristics of corn hybrid
AG 9010 YG. In the same crop, a 3x2 factorial design was used, corresponding to three NPK
fertilization levels (0, 125 and 250 kg ha-1) and two inoculation-based P. fluorescens (with
and without), to evaluate the influence on the chemical composition and fungal/ fumonisin
contamination in grain hybrid P30F35. F. verticillioides strains wich was evaluated for the
maintenance of toxigenicity, 90 % and 85 % produced FB1 (0.28 — 2610.65 pg g-1) and FB2
(0.03 — 781.07 pg g1), respectively. Thermal shock applied at initial-incubation was
ineffective on fumonisin production regardless of sudden temperature-shock applied.
However, an increasing toxin-peak was observed, if 40 oC-shock was applied after twoweeks.
Marks of culture medium and F. verticillioides strains with different replating dates showed
no significant influence on fungal growth and fumonisin production, but the heat treatment
(121 °C/20 min) provided significant increases of these, mainly in the hybrid Tork. The
moisture content exerted a greater effect on F. verticillioides count, but the temperature
affected more in the fumonisin production. By kinetic analysis, the fumonisin production was



enhanced after 10th day of incubation. Protein and lipids levels decreased at the beginning of
incubation, with increase of lipids levels up to 20th day. Under field conditions, the
fumonisins contamination did not correlated significantly with dose of nitrogen, plant density,
levels of NPK fertilization and inoculation with P. fluorescens. However, physicochemical
alterations were observed in grains produced with differents management practices.
Mathematical models can be useful tools in understanding the dynamics of the fumonisins
production in corn, where allied to management practices, may represent strategies to
minimize risk of contamination of this cereal.

Keywords: Zea mays. Fumonisin. Fusarium verticillioides. Mathematical modeling. Crop
management.
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1 INTRODUCAO

A agropecudria constitui a base da economia brasileira, garantindo o fornecimento
continuo de matéria-prima de origem vegetal e animal, sendo o cendrio mundial atual
favordavel a consolidacdo do pais como grande exportador. Em 2009/2010, a producdo
brasileira total de graos é estimada em 143,95 milhdes de toneladas, sendo que a safra de
milho deve alcangar a producdo de 51, 3 milhdes de toneladas. No cendrio, o Estado do
Parana ocupa posi¢do estratégica pela maior producdo de graos, tendo destaque o milho, com
uma estimativa de produgdo de 11,5 milhdes de toneladas para a safra 2009/2010 (CONAB,
2010).

A qualidade do milho € afetada por uma série de fatores tais como a propria
cultivar, solo, fertilizacdo, clima, priticas culturais, pragas e contaminagdes por
microrganismos. Desta forma, torna-se importante e necessario o desenvolvimento de estudos
na tentativa de solucionar os vdarios problemas que envolvem esses fatores, buscando a
obtencdo de altas producdes aliada a elevada qualidade.

As propriedades nutricionais do milho o enquadraram como constituinte principal
de racdo animal com 60 % da sua composi¢do e como base alimentar em diversos paises. Nao
obstante, este fato torna-o também o alvo vulnerdvel de deterioragdo fungica, com
possibilidade de produ¢do de micotoxinas; aliado a condi¢@o climética tropical- subtropical
predominante no Brasil (temperatura e umidade), que também favorece o desenvolvimento de
fungos.

A alteracdo na qualidade do milho atribuida a contaminagdo fiingica e producdo de
micotoxinas pode ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva, sendo que os fatores que
mais interferem estdo relacionados com condi¢des climdticas de cultivo, colheita e
armazenagem, gerando perdas no rendimento agricola, valor nutricional e qualidade sanitaria.
Consequentemente, todos os segmentos da cadeia produtiva devem ser direcionados para a
producdo de alimento com qualidade, sendo este também o fator determinante na
competitividade perante o mercado internacional. Uma vez contaminados, as micotoxinas
persistem em alimentos e racdo devido a elevada estabilidade molecular, resistindo a
processos fisico-quimicos comuns no processamento alimentar. O monitoramento adequado
de micotoxinas envolvendo desde a etapa de plantio no campo, aliado as medidas preventivas,
¢ essencial para garantir a seguranga de produtos e subprodutos agropecudrios

comercializados.
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Dentre os fungos micotoxigénicos envolvidos na cadeia produtiva do milho
destacam-se os géneros Aspergillus spp., Penicillium spp. e Fusarium spp., responsdveis pela
producdo das principais micotoxinas de interesse agro-alimentar. Dentre o género Fusarium
spp., a espécie F. verticilioides é responsavel pela podridao da raiz, colmo, espiga e
deterioracdo de graos de milho armazenados, ou seja, causadora de doenca em todas as fases
de desenvolvimento do milho, cuja predominancia de infeccdo assintomdtica resulta
disseminacdo na planta. Além disto, o F. verticillioides produz fumonisinas, micotoxinas
capazes de desencadear intoxicacdo aguda em animais e classificadas pelo “International
Agency for Research on Cancer” como carcinégenas do grupo 2B, isto é, possiveis
carcindgenas humanas.

Neste contexto, a utilizagdo de modelos matemaéticos representa um procedimento
pratico na descri¢do de crescimento microbiano e produc¢ido de metabdlitos secundarios sob
condi¢Oes especificas, sendo muito util também na predicdo de risco. Aliado a isto, a
utilizacdo de hibridos de milho que apresentem maior potencial produtivo e maior resisténcia
a situagdes de estresse, o fornecimento adequado de nutrientes para a cultura, a escolha do
arranjo espacial e a utilizacdo de biocontrole sdo alternativas que podem incrementar a
produtividade, alterar as caracteristicas quimicas e micoldgicas do grdo, a ocorréncia e a
intensidade das doencgas, e consequentemente, afetar a qualidade do produto.

O trabalho pretende contribuir com a minimizagdo da contamina¢do de milho por
F. verticillioides e producdo de fumonisina, realizando cinética para melhor entendimento da
dinamica de producdo dessa micotoxina e propondo modelos matematicos que elucidem o
efeito da umidade e da temperatura, e estabelecam seus niveis prioritarios na pds-colheita.
Aliado a isto, os efeitos de populagdes de plantas, doses de adubacdo e utilizagdo de
biocontrole, em condi¢des de campo, foram avaliados como estratégias de controle frente

contaminacdo fungica e por fumonisinas em graos de milho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver modelos matematicos para descrever o efeito de umidade,
temperatura e concentracdo de inéculo de Fusarium verticillioides no crescimento flingico e
producdo de fumonisinas em milho, bem como, avaliar a producdo da toxina frente a
mudancas drésticas de temperatura ao longo da incubacdo. Mediante andlise de cinética,
acompanhar alteragdes quimicas, micoldgicas e producdo de fumonisina nos graos. Além
disso, em condicdes de campo, verificar o efeito de préticas culturais e inoculacdo com
Pseudomonas fluorescens como estratégias de controle na contaminacao fungica/ fumonisinas

e alteracdes nas caracteristicas quimicas de graos de milho.

2.2 Objetivos Espécificos

- Validagdo matemadtica/ estatistica e grafica de modelos desenvolvidos para
contagem de F. verticillioides e outros fungos contaminantes predominantes no milho, bem
como para o teor de fumonisinas, visando estabelecer os niveis dos pardmetros prioritarios
(temperatura e umidade) a serem controlados na etapa antecedente a secagem;

- Inserir mudangas drasticas de temperatura ao longo de incubacio sob condi¢des
6timas para produgao de fumonisinas pré-estabelecidas pelos modelos;

- Determinar a producdo de fumonisinas por diferentes cepas de F. verticillioides
isoladas em 1991 de racdo animal e que sofreram sucessivos subcultivos até o ano de 2007;

- Avaliar a influéncia de fatores bidticos e abidticos no crescimento de F.
verticillioides e produgao de fumonisinas;

- Avaliar o efeito e estabelecer pontos criticos de umidade, temperatura e
concentracdo de indculo de F. verticillioides no crescimento fingico e producdo de
fumonisinas, mediante modelagem matematica;

- Estudar a cinética de producdo de fumonisinas e contagem de F. verticillioides

frente a alteracdes quimicas em graos de milho;
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- Avaliar em condi¢des de campo:

- O efeito de populagdes de plantas e doses de adubacdo nitrogenada em
cobertura, sobre a producdo de fumonisinas e caracteristicas fisico-quimicas de graos de
milho em sistema de semeadura direta;

- O efeito promovido pela inoculacio de Pseudomonas fluorescens na cultura
do milho sob diferentes niveis de adubacio NPK na producio de fumonisinas, na

contaminacdo flingica e na composicdo quimica dos graos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Milho

O milho (Zea mays L.), que é uma monocotiledonea pertencente a familia
Gramineae, teve origem nas Américas, possivelmente no México, América Central ou
Sudoeste dos Estados Unidos. Logo depois do descobrimento, foi levado para a Europa e
cultivado em jardins até que seu valor alimenticio se tornasse conhecido. Desde entdo passou
a ser plantado em escala comercial e difundiu-se pelo mundo desde a latitude de 58° norte
(Unido Soviética) até 40° sul (Argentina) (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

Classificado entre cereais de extrema importincia na alimentacdo humana e
animal, apresenta alta eficiéncia na producdo de alimentos com qualidade nutricional,
justificando a sua introducdo como ingrediente nos mais diversos produtos derivados. A
elevada concentragdo de carboidratos (70 % de amido), confere ao milho um elevado valor
energético (1660 kJ IOOg'l), além de conter 10 % de proteina e 4,5 % de lipideo, minerais e
vitaminas. Através da refinagdo e processamento obtém-se dextrinas, 6leos para fins
alimentares e industriais, além de glicose liquida e s6lida. O 6leo extraido constitui excelente
fonte de 4cidos graxos, representados pelos &cidos linoléico (59,8 %), oléico (25,8 %),
palmitico (11 %), estedrico (1,7 %) e linolénico (1,1 %) (MORETTO; FETT, 1998). Todavia,
a proteina presente no endosperma do milho € deficiente em aminoécidos essenciais como a
lisina e triptofano, limitando o valor nutricional (TOSELLO, 1999).

O milho representa 15 a 20 % da dieta didria em mais de 20 paises em
desenvolvimento, suprindo a necessidade nutricional da populagdo, principalmente na América
Latina e Africa (CIMMYT, 2009). A fonte energética de alimentacio humana com derivados
de milho constitui fator primordial em regides com baixa renda, a exemplo do Nordeste
brasileiro e populagdo mexicana, onde o milho constitui o ingrediente basico da culindria,
complementando aproximadamente 70 % da necessidade protéica humana (TOSELLO,
1999).

No entanto, o uso do milho para alimentacdo animal representa a maior parte do

consumo desse cereal, isto €, cerca de 70 % no mundo. Nos Estados Unidos, cerca de 50 % €
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destinado a esse fim, enquanto que no Brasil, de todo o milho produzido, cerca de 82 % ¢é
consumido sob a forma de racao (ABIMILHO, 2010).

Devido a qualidade nutricional, facilidade de adaptacado e aplicabilidade, o milho
constitui um cereal de importancia econdmica mundial. A producdo anual média é de
aproximadamente 700 milhdes de toneladas, sendo o maior produtor mundial os Estados
Unidos, seguido da China e Brasil. Em 2009, estes paises produziram 333,0; 155,0 e 53,5
milhdes de toneladas, respectivamente (USDA, 2010). Segundo a CONAB (2010), a
producdo brasileira total de grdos na safra 2009/2010 é estimada em 143,95 milhdes de
toneladas, sendo que a safra de milho deve alcancar a producdo de 51, 3 milhdes de toneladas,
0 que representa um aumento de 6,2 % em relacao a safra 2008/2009. No cendrio, o Estado do
Parand ocupa posicao estratégica pela maior producdo de milho, com uma estimativa de
producdo de 12,6 milhdes de toneladas para a atual safra.

As altas produtividades no milho t€m sido garantidas pela adaptacao de cultivares
as mais variadas situacdes de clima e solo, pelo melhoramento genético, pela melhoria de
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas dos solos cultivados, além de ado¢do de praticas
culturais, tais como a utilizacdo de quantidades substanciais de fertilizantes nitrogenados e a
manipulagdo do arranjo espacial de plantas (DUARTE et al., 2006).

Além de caracteristicas de produtividade, a preocupacdo na qualidade também tem
incidido diretamente sobre a resisténcia ao ataque de pragas e fungos micotoxigénicos. O
mecanismo natural de defesa seria uma solucao desejavel para o controle de fitopatégenos na
planta, caracterizada pela menor agressividade ao ecossistema (BETIOL, 1991). O controle
com componentes naturais de defesa minimizaria os problemas oriundos de agrotdxicos,
assim como forneceria subsidio para a producdo de alimentos geneticamente modificados,
com a utilizacdo de genes inerentes da planta (SAUNDERS; MEREDITH; VOSS, 2001;
FIGUEIRA et al., 2003a,b).

Assim sendo, milho ideal para o plantio seria um hibrido de excelente qualidade
nutricional e reoldgica destinado a producdo dos mais diferentes derivados alimentares.
Aliado a isto, deveria ser caracterizado pela alta produtividade, pouco tempo de exposicao
ambiental (super-precoce), resistente a infestacdo de insetos, produc¢do de micotoxinas e
plantas daninhas, com ampla versatilidade perante diferentes condigdes climaticas.

A presenca de microrganismos nos graos de milho, em especial de fungos
toxigénicos, acarreta perdas econdmicas e riscos a saide humana e animal, uma vez que
metabolitos téxicos podem ser produzidos. No Brasil, os principais fungos encontrados no

milho sdo Fusarium spp. € Cephalosporium spp. em campo, € Aspergillus spp. € Penicillium
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spp., em condicoes de armazenamento (SWEENEY; DOBSON, 1998; MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997; WEIDENBORNER, 2001).

3.2 Contaminacao Flngica e Micotoxinas

Os fungos sdo organismos eucraidticos, heterotréficos isentos de clorofila,
dependentes exclusivos de fonte externa de componentes organicos para suprir a demanda
energética. Esta caracteristica confere a muitas espécies, a necessidade de subsisténcia com
organismos superiores, através de parasitismo ou saprofitismo, constituindo em importante
contaminante em alimentos desencadeadores de deterioracio (SWEENEY; DOBSON, 1998).

Em termos préticos, dois aspectos indesejaveis resultam do crescimento e
multiplicacdo de fungos: a perda econdmica e o risco potencial a satiide, oriunda da producdo
de micotoxinas (MISLIVEC, 1979).

Os fungos filamentosos produzem uma imensa diversidade de metabdlitos
secunddrios constituidos de pigmentos, antibidticos, fitotoxinas, além de micotoxinas.
Quando produzidos em associacdo com os alimentos, racdo animal e forragens, estes
metabdlitos toxicos ingeridos pelo homem e animais, provocam as micotoxicoses (MOSS,
2002).

Os fungos produtores de micotoxinas s@o abundantes no solo, nos restos de cultura
das plantas, em moegas, silos, sendo detectados em todos os locais de armazenagem e
processamento de produtos. O ataque ou infec¢do dos graos pelos fungos toxigé€nicos inicia-se
no campo durante o desenvolvimento, maturagcdo e colheita, com o incremento no transporte,
moega, secagem e armazenamento, quando as condi¢des sdo favordveis (LAZZARI;
LAZZARI, 2000).

As principais espécies toxigé€nicas de fungos e respectivas micotoxinas

predominantes sao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Fungos micotoxigenos e respectivas micotoxinas

Fungos micotoxigenos Micotoxinas
Aspergillus flavus; A. parasiticus Aflatoxinas, 4c. ciclopiazonico
A.ochraceus; Penicillium viridicatum; P. cyclopium Ocratoxina A
P. expansum Patulina
Fusarium culmorum; F. graminearum; F. Deoxinivalenol
sporotrichioides
F. sporotrichioides; F. poae Toxina T-2
F. poae; F. graminearum; F. sporotrichioides Diacetoxicirpenol
F. culmorum; F. graminearum; F. sporotrichioides Zearalenona
F. verticillioides Fumonisina
Acremonium coenophialum Alcaléides ergopeptina
Acremonium lolli Alcaléides lolitrem
Phomopsis leptostromiformis Fornicinas
Pithomyces chartarum Esporidesminas

Fonte: MELLO; MACDONALD (1997)

O grio de milho pode sofrer grandes perdas e variaches em sua qualidade e
quantidade devido a contaminacdo flingica, presenca de micotoxinas, infestagao de insetos e
acaros, tipo de hibrido e condic¢des climadticas. Estas perdas podem ocorrer antes e apds a
maturacdo fisioldgica do grdo, ainda no campo. A maturacio fisiolégica do milho, i.e., o
méximo de sua qualidade e de seu peso em matéria seca, ocorre quando o grao encontra-se
numa faixa de umidade entre 36-40 %, dependendo do tipo de hibrido, localiza¢do geografica,
clima e outros fatores associados ao desenvolvimento. A partir deste ponto, comecam a
ocorrer perdas qualitativas e quantitativas, principalmente devido a problemas com
micotoxinas (LAZZARI; LAZZARI, 2001).

O milho recém colhido apresenta-se umido, € a demora na secagem pode
desencadear produ¢do de micotoxinas, reduzindo a qualidade geral do lote. A situag@o agrava-
se com colheita sob condi¢des umidas, que normalmente interrompe a colheita devido as
chuvas, ventos fortes, que causam a queda das plantas, retencdo do caminhdo carregado, filas

e espera para descarga, demora na secagem e conseqiiente armazenamento inadequado.
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Chuvas e oscilacdes de temperatura fornecem as condi¢des ideais para o crescimento de
Fusarium spp. em milho seco no campo ou amontoado para ser trilhado. Estas préticas,
comuns em pequenas propriedades, favorecem o processo de infeccao, deterioragdo fingica,
producdo de micotoxinas, e conseqiientemente, a degradacdo da qualidade do produto
(LAZZARI, 1997).

As pesquisas tém demonstrado que a ocorréncia de micotoxinas € micotoxicoses
niao se restringe a um determinado clima ou regidao geografica. A ocorréncia natural de
micotoxinas devido a contaminacdo por Fusarium spp. normalmente associa-se a cereais de
paises com clima temperado, por requererem temperaturas mais brandas para o crescimento e
producdo de micotoxinas, se comparado ao género Aspergillus. Entretanto, a revisdo realizada
por Scott (1990) indicou a contaminacdo de Fusarium spp. amplamente difundida nos cereais
de paises tropicais. Além disto, Placinta, D"Mello e Macdonald (1999) descreveram
contamina¢do multipla de cereais e racdo animal por tricotecenos, zearalenona e fumonisinas,
indicando co-ocorréncia das principais micotoxinas de Fusarium spp.

As micotoxinas vém merecendo considerdvel atencdo desde a criagdo animal a
aspectos relacionados a sadde ptiblica (MALLMANN, 1998). A sua contaminagdo gera
prejuizos financeiros decorrentes de baixa qualidade, predominantemente de grdos, baixa
performance animal, limitando as exportacdes devido as restricdes impostas pelos paises
importadores.

Em decorréncia dos esforcos da comunidade cientifica internacional, enunciadas
desde 1960, novas micotoxinas vém sendo isoladas e caracterizadas, especialmente as
fusariotoxinas, com destaque especial as fumonisinas, que juntamente com as aflatoxinas,

podem ser consideradas de ocorréncia mundial (POZZI et al., 2002).

3.2.1. Fatores que Interferem no Crescimento Fungico e Produc¢ao de Micotoxinas

Graos sofrem alteracdes na qualidade desde o estdgio de maturagdo no campo, até
o momento de consumo. As alteragdes na qualidade de graos ocorridas no inicio da cadeia
produtiva manifestam-se no produto final, afetando as caracteristicas sensoriais e seguranca
de todos os alimentos que tém esta matéria-prima como ingrediente (canjica, fubd, cereal
matinal, paes, entre outros). Soma-se ainda a sua participagdo na alimentacdo animal através

de racdo, causando contaminacdo indireta pelo consumo dos produtos de origem animal
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(SWEENEY; DOBSON, 1998). As perdas na qualidade decorrem da presenca de fungos,
insetos e manuseio incorreto durante a colheita, recebimento, secagem e armazenamento de
matéria-prima. Aliado a isto, as condi¢des climaticas adversas durante a colheita constituem
os fatores relevantes, que afetam a qualidade de trigo, milho, cevada, aveia, triticale, feijao e
outros (LAZZARI; LAZZARI, 2000).

As condi¢Oes essenciais que desencadeiam a produg¢do de micotoxinas sdo: O
armazenamento inadequado de grao (tempo, umidade, atividade de 4dgua e temperatura) e o
ataque de insetos nas imediac¢des da colheita (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).

Entre os fatores listados, a atividade de dgua constitui o principal determinante do
crescimento flngico e, conseqiiente deterioracdo de alimentos (CAHAGNIER; MELCION;
RICHARD-MOLARD, 1995). O milho, cereal de importancia relevante na produ¢do animal
no Brasil, podera propiciar crescimento fungico a partir de 0,717 de atividade de dgua (14 %
de umidade), sendo este valor o méximo permitido pela Legislacdo Federal para conservacao
de graos de milho (BRASIL, 1989).

O requerimento de dgua divide os fungos contaminantes nos graos em grupos
ecoldgicos (CHRISTENSEN; SAUER, 1982). Fungos de campo invadem os graos no estigio
de pré-colheita, ou nas espigas pds-colheita antes do debulhamento. O grupo requer alto teor
de umidade (20-21 %) e inclui os géneros Alternaria, Cladosporium, Fusarium e
Helminthosporium. J& os fungos de armazenagem, requerem teor de umidade na faixa de 16
% para a invasdo micelial e, compreendem as espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium (WATSON; RAMSTAD, 1987).

Determinados fungos desenvolvem-se nos graos imaturo ou maduro, desde que
seja proximo ao periodo de pds-colheita ou armazenagem, vindo a constituir o terceiro grupo
intermedidrio, que compreende os géneros Epicoccum, Nigrospora e Papularia (MARSH,;
PAYNE, 1984). Segundo Hill; Wilson e McMillian (1985), esta classificacdo € inadequada
aos tropicos umidos, onde Aspergillus spp. e Penicillium spp. podem desenvolver-se ainda no
campo e produzir micotoxinas no estidgio pré-colheita. Além disso, Marsh e Payne (1984)
indicaram que a situa¢do ndo € tdo definida como sugerem os esquemas de classificagao de
fungos em trés categorias: campo, armazenamento e intermediarios.

A temperatura também € fundamental ao crescimento fungico, sendo que faixas
térmicas Otimas correspondem a atividade maxima de cinética enzimadtica, capaz de propiciar
multiplicacdo celular rdpida (FURLONG, 2000). Por outro lado, o choque térmico parece
estar relacionado a ativagdo enzimatica responsavel pela formagao de toxina, tendo em vista a

maior toxicidade das cepas de Fusarium spp. em regides de clima temperado, em contraste a
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alta toxicidade de Aspergillus flavus nos trépicos (MARIN ez al., 1998a; SAUTOUR et al.,
2002).

Soma-se ainda o fator tempo que o fungo permanece sob condi¢des favordveis ao
desenvolvimento, sendo necessdrias apenas algumas horas para a producdo de toxinas, em
determinadas situagdes (THIEL et al., 1991).

A formacdo de metabdlitos secundarios pode iniciar j4 na lavoura, salientando-se
entre os fatores de extrema importidncia o estresse hidrico provocado pela estiagem; a
infestacdo por plantas invasoras; a densidade de plantio, rotagdo de cultura e caracteristicas
minerais e microbiota presente no solo. A colheita tardia também pode influenciar na
propagacao fungica, aumentando a exposi¢do de graos as condi¢des ambientais e ao ataque de
insetos/ pragas (DAVIS et al., 1989; BACON; WILLIANMSON, 1992).

Relevancia particular dada em regides tropicais é o efeito de danos causados pelos
insetos no campo e na estocagem, capazes de danificar a camada do revestimento do grdo,
permitindo a invasdo de micélios fingicos. Além disto, os danos mecanicos e térmicos,
resultantes do processo de colheita, transporte, secagem e armazenagem removem a protecao
externa natural do grao. A falta de regulagem na colheitadeira provoca trincas e quebras nos
graos, permitindo a entrada de fungos e, conseqiiente producdo de micotoxinas no estigio
anterior a secagem (MALLMANN, 1998).

Entre outros fatores, a carga fungica, ou seja, a quantidade de esporos no substrato,
a competicdo entre grupos microbianos, ou a interacdo dos mesmos, influenciam no
crescimento fiingico e conseqiientemente a produgdo de micotoxinas (MARIN ez al., 1998a,b;
DOKO et al., 1996). As espécies de Fusarium, Aspergillus e Penicillium podem competir por
nutrientes em condi¢des ambientais (FANDOHAN; HELL; MARASAS, 2003). A
competi¢do pode ocorrer também entre espécies do mesmo género, sendo que populacdes de
F. proliferatum e F. verticillioides foram reduzidos por F. graminearum em temperaturas de
15 °C e 25 °C e atividade de dgua 0,98, 0,95 ¢ 0,93 (VELLUTI et al., 2000).

Além disso, no recebimento podem ocorrer misturas de cargas, longas filas de
espera para secagem, secagem incompleta, mistura de lotes no silo ou armazém graneleiro e
armazenamento inadequado. A falta de controle no teor de umidade do produto armazenado,
aliado a infiltracdo de dgua em silos e armazéns constituem as maiores responsaveis por altas
perdas econdmicas (LAZZARI; LAZZARI, 2000).

No armazenamento de grdos, a corrente de convecg¢do desloca e concentra a
umidade nas massas de graos mais frias do silo, desencadeando o crescimento flingico e

formacdo de “bolsdes de toxinas”, cuja localizacdo tende a ser no topo do silo no inverno,
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enquanto que no verdo, ocorre na base do mesmo. Somam-se ainda o efeito de distribui¢do
heterogénea de impurezas, poeiras € graos quebrados no interior do silo, contribuindo a
formacdo de grao mofado. Além do perigo de micotoxinas, os bolores resultam na perda do

teor de massa seca, lipideos, vitaminas, minerais e aminoacidos (MALLMANN, 1998).

3.2.2 Fusarium verticillioides

Fusarium spp. € um género fingico amplamente disseminado em plantas nativas e
cultivadas, mas a importancia primordial se deve a atuacdo como patdogeno primario de milho
a nivel cosmopolita, sendo responsdvel pela perda econdmica de centenas de milhdes de
dolares anuais. O patégeno também pode ser encontrado em arroz, cana-de-agtcar, banana,
algodao e aspargo (SAMSON; HOEKSTRA; FRISVAD, 2004).

Membros do género Fusarium sdo reconhecidamente um dos maiores problemas
na agricultura (DOKO et al., 1996) e, se enquadram entre os fitopatdgenos mais importantes
do mundo (NELSON; TOUSSOUN; MARASAS, 1983). A presenca de Fusarium spp. em
grios estocados diminui a qualidade e o valor econdmico (MARIN ez al., 1998a), além de
contribuir para perdas nutricionais deste cereal bdasico, induzindo doencas e reducdo da
performance em humanos e animais (MARIN ez al., 1999a).

Fusarium verticilllioides (Sacc.) Nirenberg (anteriormente conhecido como
Fusarium moniliforme Sheldon), pertence a secdo Liseola, Reino Fungi, Filo Ascomycota,
Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Nectriaceae (INDEX FUNGORUM,
2010). A fase teleomorfica € Gibberella moniliformis Winel. (SAMSON; HOEKSTRA;
FRISVAD, 2004).

A espécie apresenta crescimento répido (coldonia com diametro superior a 2,0 cm
em Agar Batata Dextrose incubado por 3 dias a 25 °C, micélio aveludado e difuso, com
pigmentagdo esbranquicada a violeta escura (VENTURA, 2000; SAMSON; HOEKSTRA;
FRISVAD, 2004). A esporulagdo e a pigmentacdo sdo favorecidas pela luz, incluindo os
comprimentos de onda ultra-violeta e proximo ao ultra-violeta (VENTURA, 1999).

A infeccdo por F. verticillioides predominante ocorre na fase final de
desenvolvimento e maturacdo de milho e, uma vez estabelecida, pode desenvolver-se
rapidamente dependendo das condi¢des climaticas. Além da producdo de fumonisinas, esta

espécie produz uma grande quantidade de esporos responsaveis pela doenca em espiga, colmo
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e raizes (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997), assim como podriddo de sementes em
germinacdo (MATHRE; JOHNSTON, 1995). Graos, sabugo e partes contaminadas da planta
constituem em indculo para a safra seguinte. Os esporos podem causar a contaminacao
cruzada entre milho colhido e armazenado, devido a mistura de diferentes lotes oriundos da
colheita até o processamento final (LAZZARI, 1997). A infeccdo assintomadtica pode existir
em toda a planta, em folhas, caules, raizes, sendo a presenca do fungo em graos de milho
muitas vezes ignorada, pelo fato dos danos ndao serem visiveis (MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997).

As condicdes de temperatura e umidade durante o periodo de desenvolvimento da
planta, bem como durante o periodo de armazenamento sdo frequentemente apontados na infeccao
por patégenos e producio de micotoxinas (FANDOHAN; HELL; MARASAS, 2003). A faixa de
temperatura 6tima para o crescimento de F. verticillioides situa-se entre 22,5 a 27,5 °C e
atividade de dgua minima de 0,98 (MARfN et al., 1998a). De acordo com SAMAPUNDO et
al. (2005), em condi¢bes experimentais, um aumento na atividade de dgua e/ou temperatura
aumenta a taxa de crescimento de F. verticillioides. A variacdo na atividade de dgua de grao
num experimento laboratorial pode ocorrer inclusive no momento da inocula¢do de esporos
fungicos, que, tradicionalmente, se realiza adicionando a suspensao diretamente no substrato
grao. O aumento significativo na atividade de d4gua em grao pode ser anulado utilizando-se
veiculos sdlidos na transferéncia dos esporos aos graos, a exemplo de solo (PALACIOS
CABRERA et al., 2001).

Sob condicdes laboratoriais, altas concentragdes de fumonsinas podem ser obtidas
inoculando-se F. verticillioides em graos de milho estéreis sob alta umidade. A quantidade de
fumonisina € dependente da cepa empregada no cultivo (NELSON et al., 1991; TSENG et al.,
1995; VISCONTI; DOKO, 1994). Vale ressaltar a importancia de iniciar-se a cultura com
conidio monoesporico e da conservagdo da viabilidade e das caracteristicas morfologicas e
fisiolégicas do microrganismo. Os fungos filamentosos em cultivo sob constante repicagem
apresentam uma elevada tendéncia para a mudancga espontanea, seja morfoldgica (setorizagao,
por exemplo) ou fisiolégica (producdo de metabdlitos secunddrios), provavelmente

relacionada as condi¢des de cultura, aliado ao nimero de geragdes (SANTOS et al., 2002).



29

3.2.3 Fumonisinas

Fumonisinas, metabdlitos secunddrios produzidos por F. verticillioides
(GELDERBLOM; SAMPLE; MARASAS, 1988; BEZUIDENHOUT et al., 1988), tém sido
intensmente investigadas na micotoxicologia atual, devido a sérios riscos de intoxicacdo
animal e efeito promotor de cancer, inclusive em humanos. Outras espécies do género
também produzem fumonisinas, a exemplo de F. proliferatum (ROSS et al., 1990), F.
nygamai (THIEL; MARASAS; SYNDENHAM, 1992), F. anthophilum, F. dlamini e F.
napiforme (NELSON, 1992), F. subglutinans (SCOTT, 1993), F. polyphialidicum (ABBAS;
OCAMB, 1995), F. oxysporum (AH SEO; WON LEE, 1999).

As fumonisinas B; (FB;) e B, (FB,) foram isoladas de culturas de Fusarium
verticillioides MRC 826 por Gelderblom; Sample e Marasas (1988). Vinte anos de
investigacdo na possivel causa para a elevada incidéncia de cincer esofdgico na regido de
Transkei (Africa do Sul) culminaram com esta descoberta (NELSON; DESJARDINS;
PATTNER, 1993).

A elucidacdo da estrutura quimica da fumonisina foi realizada por Bezuidenhout et
al. (1988). Os 28 andlogos de fumonisinas caracterizados até o momento podem ser separados
em quatro grupos, denominados de fumonisinas das séries A, B, C e P (MUSSER;
PLATTNER, 1997; RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002). As toxinas da série B (FB,
FB, e FB3) compreendem as fumonisinas toxicologicamente importantes, por constituirem os
contaminantes naturais de milho, sendo que a FB; representa 70 % do total de fumonisinas
detectadas, enquanto fumonisinas B, (FB;) e B3 (FB3) constituem de 15 a 25 % e 3 a 8 % do
total produzido, respectivamente (MARASAS, 1996; RHEEDER; MARASAS; VISMER,
2002).

Conforme mostrado na Figura 1, as fumonisinas sdo diésteres de propano-1,2,3-
acido tricarboxilico e 2-amino-12,16-dimetilpoliidroxieicosanos, com o grupo hidroxila no
Ci4 e Cy5 esterificados com o grupo carboxila terminal do 4cido tricarboxilico (SORIANO;
DRAGACCI, 2004).

Este amino-polidlcool € um composto tricarboxilado (TCA) altamente polar,
solivel em 4gua, acetonitrila/ 4gua e em metanol, insoldvel em solventes apolares, com ponto

de fusao aproximado de 105 °C (SCUSSEL, 2000).
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Os grupamentos TCA e amina apresentam papel especifico na atividade bioldgica
das fumonisinas, sendo que a remog¢do dos mesmos pode reduzir a poténcia de toxidez no

fator de 10 e 50 vezes, respectivamente (MERRIL et al., 1993; BOLGER et al., 2001).
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*FB: fumonisinas do grupo B; FC: fumonisinas do grupo C; AP: aminopentol; TCA: 4cido tricarboxilico

Fonte: SORIANO; DRAGACCI, (2004)

Figura 1. Estrutura quimica dos principais andlogos de fumonisinas.

A semelhanca estrutural de fumonisinas ao esqueleto carbonico de esfingolipideos
justifica a sua interferéncia no metabolismo biossintético de todos os componentes celulares
envolvendo a presenca deste grupo de lipidio complexo (esfingomielinas, gangliosideos, entre
outros). As fumonisinas inibem, de forma competitiva, a esfingosina N-acetil transferase
(ceramida sintetase), uma enzima da sintese de esfingolipideos. Portanto, a fumonisina B,
ocuparia o sitio ativo da enzima, bloqueando a sintese de ceramida, uma percursora de
esfingomielina e glicoesfingolipideos (Figura 2). Este bloqueio resulta no acimulo téxico de
bases esfingdides (esfinganina e esfingosina) em contraste a deplecdo de esfingolipideos,
alterando a proliferacdo e diferenciacao celular e regulacdo de apoptose (WANG et al., 1991).
Este desequilibrio no metabolismo de esfingolipideos poderia estar relacionado a agdo téxica
e carcinogé€nica em animais, uma vez que o acimulo de esfinganina inibe o crescimento
celular, além de ser citotoxico; portanto, a falta de esfingolipideos altera o comportamento

celular (SWEENEY apud WANG ef al., 1991; DILKIN et al., 2003; MINERVINI;
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FORNELLI; FLYNN, 2004). A esfingosina livre aparece no sangue e urina de animais que
ingeriram fumonisina, podendo ser usada como biomarcador para a exposi¢cdo (NORRED;
VOSS, 1994). A fumonisina também age nos sitios de regulacdo celular, aparentemente
independente da inibicdo do metabolismo lipidico, alterando a proliferacdo e a comunicao
celular, adesdo, apoptose, inducdo de estresse oxidativo e modulacdo de expressdo gé€nica

(ABADO-BECOGNEE et al., 1998).
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Figura 2. Mecanismo de acao da fumonisina B; em relacdo a sintese de esfingolipideos.
Fonte: WANG et al. (1991)
[E1] e [E2] — N-acil transferase (ceramida sintetase).

A ingestdo de fumonisinas através de ra¢do contaminada induz uma variedade de
respostas nos animais testados, incluindo-se neuro, renal e hepatotoxicidade, podendo
conduzir a morte (NELSON; DESJARDINS; PATTNER, 1993; GELDERBLOM;
JASKIEWICZ; MARASAS, 1992). Entre os animais mais sensiveis estdo os eqiiinos,
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acometidos por uma sindrome clédssica de intoxica¢do conhecida como leucoencefalomécia
eqiina — LEME (MARASAS et al., 1988; ROSS et al.,, 1990; THIEL et al., 1991;
DESJARDINS et al., 2000). Surtos tém sido relatados em varios paises, incluindo Brasil,
Argentina, Africa do Sul, China e Estados Unidos (HIROOKA et al., 1990; WILSON et al.,
1990). A LEME consiste em uma doenca de alta mortalidade, sendo os sintomas clinicos mais
evidentes inapeténcia, letargia, movimento em pedalada, convulsdao e morte (KELLERMAN
et al., 1990).

Em suinos, a fumonisina causa a sindrome de edema pulmonar e hidrotérax
(ROSS et al., 1990), sendo o quadro sintomatolégico reproduzido pela inoculagdo intravenosa
de FB; (HARRISON et al., 1990). A sindrome caracteriza-se por alteacdes hepadticas,
cardiovasculares e pulmonares (HASCHEK; GUMPRECHT; SMITH, 2001). O quadro
clinico geral consiste em dispnéia, inapeténcia e morte dentro de poucos dias (OSWEILER et
al., 1992).

Em ratos, a fumonisina apresenta atividade hepatotdxica e promotora de cincer
hepatico, ocasionando o surgimento de lesdes necrosantes nos Iébulos hepaticos, alteragdes
dos hepatdcitos em nivel nuclear, como picnose, hiperplasia, proliferacio do ducto biliar e
fibrose (NORRED; VOSS, 1994).

Em aves, os efeitos se manifestam através da reducdo no desenvolvimento,
redu¢@o no ganho de peso, aumento de peso nos 6rgaos hepdtico e renal, problemas cardiacos,
imunodepressao, degeneracdo e necrose hepdtica (LI ef al., 1999; WEIBKING et al., 1993).
Além destes efeitos nestes animais, estudos demonstram a ocorréncia de aterosclerose em
macacos (NORRED; VOSS, 1994) e hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI; HANSEN;
LABORDE, 1996).

A ocorréncia natural de fumonisinas em milho foi estatisticamente relacionada
com altas taxas de cancer esofdgico humano na Africa do Sul (MARASAS et al; 1988,
RHEEDER et al., 1992; SYDENHAM et al., 1990b; THIEL; MARASAS; SYNDENHAM,
1992), norte da Itdlia (FRANCESCHI, et al., 1990), Ira (SHEPHARD et al., 2000), sudoeste
dos Estados Unidos (GELDERBLOM; JASKIEWICZ; MARASAS, 1992) e com o
desenvolvimento de cancer hepdtico primdrio na China (CHU; LI, 1994; GROVES et al.,
1999) e outros paises, onde este cereal constitui a base da dieta didria.

Estudos mais recentes demonstraram que fumonisinas causam defeitos na
formacdo do tubo neural em embrides de camundongos, tanto in vitro, quanto in vivo (LA

CAMPA; MILLER; HENDRICKS, 2004). Pesquisas com humanos demonstraram também
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haver uma possivel relacdo de defeitos do tubo neural em fetos e o alto consumo de milho
pelas genitoras (GELINEAU-VAN WAES et al., 2009).

Embora os limites legais para fumonisinas ainda ndo estejam estabelecidos, o
“Mycotoxin Committee of the American Association of Veterinary Laboratory
Diagnosticians” recomenda 5, 10, 50 e 50 pg g para racdes de eqiiinos, suinos, bovinos e
aves, respectivamente (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). A Suica recomenda o limite de
1 pg g para os derivados de milho destinados ao consumo humano (VISCONTI; BOENKE,
1995). A recomendacdo estabelecida pelo “Food and Drug Administration” (FDA) para
consumo humano se limita em 2,0 pg g'1 de fumonisinas (FB;+FB,+FB3) para farelos de
milho, 3,0 pg g para milho pipoca e 4,0 pg g para milho destinado a producio de massas
(AVANTAGGIATO et al., 2002). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitédria
(ANVISA, Consulta Publica n® 100/2009) propde os limites méximos de fumonisinas
(FB;+FB;) de 0,2, 0.4, 1,0 e 2,0 pg g'1 para alimentos infantis a base de milho, outros
produtos a base deste cereal, farinha de milho e milho ndo processado, respectivamente
(ANVISA, 2010).

A elevada freqiiéncia desta micotoxina no milho brasileiro € preocupante. Os
levantamentos apontaram a ocorréncia de FB; e FB, em 97,4 % e 94,8 %, respectivamente,
em 48 amostras de milho analisadas, sendo 39 do Estado do Parana e 9 do Mato Grosso do
Sul (HIROOKA et al., 1996). Silva et al. (2004) avaliaram o potencial toxigeno de 35
isolados de F. verticillioides obtidos de amostras de sorgo do Estado de Sao Paulo e,
detectaram produtores de FB; em 91,5 % dos isolados.

A producdo de fumonisinas depende de fatores bioldgicos, enfatizando-se a
susceptibilidade do vegetal a infec¢cdo fungica e a capacidade genética do fungo em produzir
micotoxinas, assim como fatores ambientais envolvidos com as condi¢cdes de
desenvolvimento da planta, colheita e estocagem de graos. O teor de umidade do grio e
temperatura sdo fatores criticos na regulacdo do crescimento de F. verticillioides e produgdao
de micotoxinas. Além disso, o grau de maturacdo do grao influencia a sua produgao, sendo
maior em graos mais maduros (THIEL et al., 1991; CAHAGNIER; MELCION; RICHARD-
MOLARD, 1995; WARFIELD; GILCHRIST, 1999; DILKIN et al., 2002; ONO et al., 2002).

Relatos sobre o desenvolvimento em armazenagem indicam o potencial de F.
verticillioides em produzir micotoxinas em diversas condi¢des de estocagem (ONO et al.,
2002; SORIANO; DRAGACCI, 2004). A producdo de fumonisinas pode ser iniciada no

campo sob condi¢des favordveis devido ao parasitismo do fungo, mas podem aumentar sob
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estocagem imprépria, i.e., as fumonisinas sdo produzidas tanto no campo quanto na
armazenagem (BACON; NELSON, 1994).

A biossintese de fumonisinas inicia no final da fase exponencial de crescimento
pela via de policetidas, envolvendo moléculas de acetil — CoA provenientes do catabolismo de

macromoléculas essenciais (GRIFFIN, 1994), conforme mostra a Figura 3.
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Figura 3. Via Metabdlica das Policetidas.
Fonte: GRIFFIN (1994)

Alguns estudos sobre a biossintese de fumonisinas procuraram elucidar a origem
dos componentes da molécula dessa toxina (PLATTNER; SHACKELFORD, 1992;
BRANHAM; PLATTNER, 1993; BLACKWELL et al., 1996; CALDAS et al., 1998; BOJJA
et al., 2004). Bojja et al. (2004) demonstraram que a cadeia carbonica das fumonisinas é
originada a partir de um policetideo com 18 carbonos, que seria complexado a um aminoécido
para originar a cadeia com 20 atomos de carbono. Primeiramente, foi observado que os
carbonos de 3 a 20 da cadeia das fumonisinas sao derivados do acetato pela via acido graxo
sintetase, enquanto que o grupo hidroxila do C-4 poderia advir de uma molécula de
hidrogénio dependente de hidroxilacio (BRANHAM; PLATTNER, 1993; BLACKWELL et
al., 1996).

A fim de esclarecer a origem dos carbonos 1 e 2, pesquisas foram realizadas com
base na semelhanga estrutural entre fumonisinas e esfingosina, sendo levantada a hipétese de
incorporagdo da alanina durante os primeiros passos da biossintese de FB;, o que seria
andlogo ao primeiro passo da via dos esfingolipideos, onde ocorre condensagdo entre serina e
palmitoil-CoA para a formacdo de 3-ceto esfinganina, catalisada pela enzima serina
palmitoiltransferase (BRANHAM; PLATTNER, 1993).

Alanina marcada com isétopo radioativo foi adicionada como precursor em meio

de cultura de F. verticillioides. As evidéncias apresentadas indicaram que a alanina é
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incorporada diretamente na molécula de FB;, e de maneira intacta, originando os carbonos 1 e
2 da micotoxina, bem como o grupo amino em C-2 (BRANHAM; PLATTNER, 1993).

A origem de vérias outras moléculas que aparecem ligadas ao esqueleto carbdnico
das fumonisinas também foi amplamente pesquisada. Plattner e Shackelford (1992)
investigaram a origem dos grupamentos metil das fumonisinas, e observaram que metionina
marcada com deutério foi incorporada nos carbonos 12 e 16, indicando que ambos os grupos
metil posicionados nesses carbonos siao derivados da metionina.

Caldas et al. (1998) verificaram que o oxigénio presente nas moléculas de 4cido
tricarbalilico (TCA) da FB, foram derivados da H,0O, enquanto que as hidroxilas presentes na
cadeia de FB; foram originadas do oxigénio molecular. Também foi constatado que o grupo
hidroxila do carbono 3 da FB; € oriundo de um grupo carbonil, derivado do acetato, enquanto
as hidroxilas dos carbonos 5, 10, 14 e 15 sao provavelmente derivadas do oxigénio molecular.

Por fim, as moléculas de TCA parecem ser originadas de intermediarios do ciclo
do 4cido citrico, ou do aconitato, ou do citrato (BLACKWELL et al., 1996; BOJJA et al.,
2004).

3.3 Detecgao ¢ Quantificagdo de Fumonisinas

O impacto de fumonisinas na seguranca alimentar, aliada a significante perda
econOmica na producao de milho, torna imprescindivel o desenvolvimento de técnicas para o
controle de qualidade eficiente e vidvel, desde o campo até o produto final pelos paises
fornecedores de matéria-prima agropecuadria.

Métodos analiticos para a andlise de fumonisinas iniciam com a extra¢do da toxina
empregando solvente polar constituido de metanol-dgua (SCOTT; LAWRENCE, 1994;
SHEPHARD et al., 1990), acetonitrila-dgua (CASTELO; SUMNER; BULLERMAN, 1998)
ou acetonitrila-metanol-dgua (VISCONTI; SOLFRIZZO; DE GIROLAMO, 2001). A seguir
procede-se a limpeza por meio de coluna de fase sdlida ou fase reversa (Cig) (RICE et al.,
1995), imunoafinidade (TRUCKSESS er al., 1995) ou troca idnica (SYDENHAM et al.,
1996). As metodologias usualmente utilizadas na deteccdo e quantificacdo de fumonisinas
incluem cromatografia em camada delgada (GELDERBLOM et al., 1988; ROSS et al., 1991;
PLATTNER et al., 1990), cromatografia gasosa-espectroscopia de massa (JACKSON;
BENNET, 1990; SYDENHAM et al.,, 1990a) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(CLAE) com detector de fluorescéncia (GELDERBLOM et al., 1988; ALBERTS et al., 1990;
SHEPHARD et al., 1990; WILSON et al., 1990; ROSS et al., 1991), ou espectrometria de
massa (MUSSER, 1996). Somam-se ainda, os métodos imunoenzimditicos como uma
alternativa promissora para o setor produtivo, devido a alta sensibilidade, reprodutibilidade e
simplicidade, que permite uma rdpida andlise vidvel no controle de qualidade, seja no campo
ou na industria (AZCONA-OLIVEIRA et al., 1992a e b; PESTKA; ABOUZIED; SUTKNO,
1995; ONO et al., 2000).

Outrossim, a técnica para deteccdo de fumonisinas oficialmente aceita pela
“Association of Official Analytical Chemistry” (AOAC) é a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (SYDENHAM et al., 1996). Cromatdgrafos liquidos sdo compostos por
reservatorio, sistema de bombeamento de fase mdvel, sistema para a introdu¢do de amostra,
sistema analitico de coluna cromatografica, termostato de colunas, sistema de deteccdo e
registro e tratamento de dados (CIOLA, 1998).

A fase estaciondria da cromatografia liquida € selecionada conforme as
propriedades fisico-quimicas do analito em estudo e conseqiientemente, baseado no
mecanismo de separacdio (HANAIL 1999). A silica constitui o material de escolha para
compor a fase estaciondria da CLAE, devido a diversidade de aplica¢do e possibilidade de
modificacdo na superficie pela adi¢do de grupos alquila. Os mais comuns sdo Cge o Cig, que
se ligam quimicamente aos grupos silandis superficiais (SILVA; JARDIM; AIROLD, 2002,
TONHI et al., 2002). A cromatografia de fase reversa caracteriza-se pela menor polaridade da
fase estaciondria em relacdo a fase mével (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH AB,
1999).

A modificagdo na superficie da silica introduzindo uma camada de grupamento
ativo visa agregar, em um material nico, as propriedades quimicas de grupo organico, aliado
a rigidez e estabilidade térmica e hidrolitica da silica (TONHI et al., 2002). A principal
desvantagem da silica como matriz de fase reversa consiste na instabilidade quimica em
solucdo aquosa com pH elevado, ndo se recomendando o uso de pH superior a 7,5, devido a
dissolu¢do da fase s6lida (AMERSHAM PHRAMACIA BIOTECH AB, 1999).

As fumonisinas sdo compostos de alta polaridade, portanto podem ser
adequadamente eluidas com dgua e solventes polares pela CLAE. Todavia, a molécula ndo
contém cromoéforos no espectro visivel ou ultravioleta, devendo-se proceder a derivatizacao
no grupamento amina primdrio da molécula, para torné-la fluorescente (SYDENHAM et al.,
1990a). O derivatizador de escolha tem sido orto-ftaldialdeido (OPA), que reage com a amina

primdria da fumonisina sob condi¢des alcalinas (pH 9,0 — 10,0) na presenca de 2-
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mercaptoetanol a temperatura ambiente em tampao borato (MYHARA er al., 1996). A
desvantagem desta derivatizacdo consiste na instabilidade do derivado fluorescente,
iniciando-se o processo de decomposicdo nos primeiros minutos apds o preparo, além de
interferentes fluorescentes derivados oriundos da reagdo com os componentes da matriz,
principalmente em alimentos processados (HARTL; HUMPF, 1999; SHEPHARD, 1998;
SYDENHAN; MARASAS; THIEL, 1992; SHEPHARD et al., 1990).

3.4 Estratégias de Controle e Minimizagao da Ocorréncia de Fusarium verticillioides e de

Fumonisinas em Milho

O milho ndo € somente um dos principais cereais cultivados em todo o mundo,
mas ¢ também uma das culturas mais sujeitas a contaminacdo por micotoxinas
(MUNKVOLD, 2003).

A ocorréncia de micotoxinas em milho € afetada principalmente pelo clima e pela
geografia, mas também sofre influéncia de sistemas de plantio, préticas de cultivo, manejo
pos-colheita dos graos, dentre outros (MUNKVOLD, 2003; BAPTISTA et al, 2004,
REYNERI, 2006).

O efeito maléfico das micotoxinas e patologias causadas por F. verticillioides em
graos de milho é reconhecido ha bastante tempo, entretanto, 0 manejo € minimizagdo de suas
ocorréncias permanece ainda oneroso e inadequado (MUNKVOLD, 2003).

Diversas estratégias tém sido estudadas como possiveis solucdes para esse
problema. A minimizagdo da ocorréncia de fumonisinas e F. verticillioides pode ser alcangada
por meio de praticas de cultivo pré e pds-colheita, controle durante a colheita, ou ainda por
meio de estratégias genéticas e de descontaminacdo (DUVICK, 2001; MUNKVOLD, 2003;
BAPTISTA; HORII; BAPTISTA, 2004; SORIANO; DRAGACCI, 2004; REYNERI, 2006).

Diversos métodos de descontaminacdo fisicos, quimicos e bioldgicos sdo descritos
na literatura. Muitos desses métodos apresentam resultados promissores em relacdo a
ocorréncia de fumonisinas, entretanto, no existe ainda um método que seja eficaz para a
grande gama de micotoxinas que co-ocorrem em graos de milho, o que torna os processos de
descontaminag@o onerosos €, portanto, inaplicadveis em sua maioria. Além disso, a maioria dos

métodos de descontaminacdo foi estudada apenas in vitro, sendo que seus resultados e sua
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eficicia ndo necessariamente se aplicam in vivo (MUNKVOLD, 2003; SORIANO;
DRAGACCI, 2004).

Além dos métodos de descontaminacdo, algumas estratégias genéticas tém sido
pesquisadas para minimizar a ocorréncia de fumonisinas em milho. Algumas dessas
estratégias baseiam-se na utilizacdo de hibridos de milho resistentes a F. verticillioides; e
embora certo progresso tenha sido atingido, hibridos altamente resistentes ainda ndo se
encontram disponiveis para utilizacdo. O desenvolvimento de transgénicos também tem sido
amplamente pesquisado, mas os resultados desses estudos ndo sdo ainda aplicaveis, e muitos
anos podem ser necessarios para que um resultado satisfatério seja atingido (DUVICK, 2001;
MUNKVOLD, 2003).

Portanto, atualmente as estratégias mais eficazes e utilizadas para o controle e
minimizacdo da ocorréncia de fumonisinas em milho sdo praticas de cultivo. Dentre essas
estratégias, pode-se citar o manejo da infestacdo por insetos e dos residuos de cultivos
anteriores, a rotacdo de culturas, manejo do tempo de colheita e de condi¢des de
armazenamento dos graos, fertilizacdo do solo, utilizacdo de biocontrole, aplicagdo de

fungicidas, dentre outras (MUNKVOLD, 2003; REYNERI, 2006).

3.4.1 Manejo da Cultura

3.4.1.1 Fertilizacao do solo

A deficiéncia, excesso ou desequilibrio nas combinagdes de elementos
nutricionais, pode influenciar a reacdo das plantas a infeccdo por patégeno, de forma a
aumentar o nivel de defesa ou favorecer a ocorréncia de doengas, com a possivel producao de
micotoxinas pelo patégeno (MARSCHNER, 1996).

Para a instalacdo da cultura do milho e demais culturas € necessério diagnosticar a
necessidade de corretivos e fertilizantes. Para isso, as andlises quimicas do solo e da planta
sdo ferramentas eficazes para se avaliar a fertilidade atual do solo e o estado nutricional da
cultura, tendo como fim especifico, o planejamento e afericdo da acdo de planejamento

(quantidade, época ou forma de aplicacdo), facilitando o manejo, aumentando o potencial
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produtivo da lavoura e as defesas da planta contra patégenos (FANCELLI ; DOURADO
NETO, 2000).

O milho é uma das culturas mais exigentes em fertilizantes, especialmente
nitrogenados e fosfatados. O suprimento inadequado de nitrogénio é considerado um dos
principais fatores limitantes ao rendimento de graos do milho, pois 0 mesmo exerce
importante funcdo nos processos bioquimicos da planta. A exigéncia de nitrogénio (N) pelas
plantas € conseqiiéncia da sua funcdo estrutural, pois ele faz parte da molécula de compostos
organicos, como os aminodcidos e proteinas, sendo ainda ativador de muitas enzimas (RAIJ,
1991). O vegetal também depende do N para realizacdo de um ou mais processos vitais como
sintese de proteina, fotossintese, respiracdo, multiplicacdo e diferenciacdo celular (BULL,
1993). O emprego adequado do fertilizante pode aumentar significativamente a area foliar e a
producdo de matéria seca, acarretando em maior produtividade, e consequentemente, maiores
lucros (ARAUJO; FERREIRA; CRUZ, 2004).

A uréia é um dos fertilizantes nitrogenados mais utilizados no Brasil (corresponde
a 60 % dos fertilizantes nitrogenados empregados na agricultura brasileira), apresentando
diversas vantagens, como alta concentra¢ao de nitrogénio (45 %), baixo custo de transporte,
alta solubilidade, baixa corrosividade e facilidade de mistura com outras fontes. Entretanto, a
uréia apresenta como desvantagem alta higroscopicidade e facilidade de perda por
volatiliza¢do de amonia quando aplicada a superficie do solo, em decorréncia da presenga da
enzima urease produzida por microrganismos do solo (RAIJ, 1991; OVERREIN; MOE,
1967).

A incorporacdo de inibidores de urease € uma alternativa para prevenir a perda de
nitrogénio devido a hidrdlise por essa enzima. O inibidor inativa a urease, retardando o inicio
da reacdo de hidrdlise e diminuindo, portanto, as perdas por volatilizagio (CARMONA;
CHRISTIANSON; BYRNES, 1990; MOBLEY; HAUSINGER, 1989). Uma prética
tradicionalmente adotada no Brasil é a aplicacio de nitrogénio de forma parcelada,
correspondente a 30 % ou menos do total na semeadura e o restante em cobertura com a
finalidade de evitar excesso de sais no sulco de semeadura e, principalmente, perdas de
nitrogénio por lixiviacdo e volatilizacio (CANTARELLA; DUARTE, 2004).

A deficiéncia de nitrogénio reduz a densidade de grdos entre 9 e 25 % e a
produtividade de graos, entre 14 e 80 %, porque esse elemento, além de afetar a determinacdo
do nimero de células endospermadticas e de granulos de amido, pode reduzir a fonte de
fotoassimilados, devido a diminui¢do do indice e duracdo de drea foliar (NEHMI et al., 2004).

Plantas de milho expostas ao estresse por falta de fertilidade do solo também sdo altamente
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N

susceptiveis a infeccdo por microrganismos. Diversos autores relataram alta incidéncia de
doencas causadas por fungos toxigénicos em milho devido ao stress por falta de fertilizante
(SHELBY; WHITE; BAUSKE, 1994; RODRIGUEZ-DEL-BOSQUE, 1996; MILLER, 2001;
MUNKVOLD, 2003). Lisker e Lillehoj (1991) demonstraram que altos niveis de aflatoxinas
podem estar relacionados a estresses por deficiéncia de nutrientes, em especial nitrogénio.

Por outro lado, apesar do aumento de doses de fertilizagdao nitrogenada geralmente
promover maiores produtividades, as condicdes para infestagdo fingica podem também ser
favorecidas em decorréncia de um crescimento vegetativo mais prolongado, que aumentaria a
exposicdo das folhas a patégenos, e de maior expansdo foliar, que tornaria as paredes
celulares mais delgadas e, portanto, mais vulnerdveis a penetracao fingica (HASSEGAWA et
al., 2008). A aplicacdo de doses de aproximadamente 200 Kg ha™ de nitrogénio, em geral,
reduziu a ocorréncia de aflatoxinas e fumonisinas em graos de milho (JONES; DUNCAN,
1981; HASSEGAWA et al., 2008; BLANDINO et al., 2004).

Blandino; Reyneri e Vanara (2008) avaliaram a influéncia de diferentes doses
(100, 200, 300 e 400 Kg ha'l) e fontes de nitrogénio (uréia e fertilizante de liberacdo lenta) na
ocorréncia de micotoxinas em safras de 2000, 2001 e 2002. Os resultados demonstraram que
mais de 80 % da contaminacdo por fumonisinas ocorreu em situagdes de defici€éncia de
nitrogénio. Entretanto, doses muito elevadas de fertilizante nitrogenado também favoreceram
a contamina¢do por fumonisinas. Portanto, uma aplicacdo balanceada de fertilizante
nitrogenado seria a melhor solugdo para prevenir a contaminagcdo de graos de milho por
fumonisinas.

A fertilizacdo nitrogenada, em geral, mostra-se como um fator de extrema
importancia para a contamina¢ao por fumonisinas em graos de milho, podendo ser utilizada
para diminuir os riscos de contaminagdo por micotoxinas. Ressalta-se, no entanto, que além
da concentragdo, a fonte de nitrogénio pode estar correlacionada a produ¢do de micotoxinas
em milho, e deve ser também explorada a fim de minimizar a ocorréncia dessas toxinas e dos
fungos que as produzem, proporcionando maior seguranca alimentar (HASSEGAWA et al.,
2008). Em estudo realizado por Blandino; Reyneri e Vanara (2008), a utiliza¢ao de uréia (200
Kg ha™') esteve relacionada 2 menor ocorréncia de fumonisinas, enquanto que a utilizacdo na
mesma concentragdo de fertilizante de liberagdo lenta favoreceu a ocorréncia destas
micotoxinas, em todos os anos avaliados. Esse fendmeno ocorre porque o fertilizante de
liberacdo lenta pode promover um prolongamento da fase vegetativa (staygreen) nas plantas
de milho, até mesmo no ultimo periodo de amadurecimento, fornecendo melhores condi¢des

para o desenvolvimento fiingico (BLANDINO; REYNERI; VANARA, 2008).
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Desta maneira, o suprimento adequado de nutrientes em culturas de milho deve
fornecer boa produtividade € ao mesmo tempo diminuir o risco de contaminacdo por
micotoxinas. Entretanto, a quantidade de fertilizante nitrogenado que deve ser aplicado com
esse objetivo nado € facil de definir, uma vez que tanto a produtividade, quanto a contaminac¢ao
por micotoxinas podem ser também influenciadas por outros fatores e técnicas de cultivo,
como época de plantio, densidade de plantas, hibridos utilizados, microclima, interacdo com
outros nutrientes (BLANDINO; REYNERI; VANARA, 2008; HASSEGAWA et al., 2008).

Além do nitrogénio, a deficiéncia do fésforo (P) também limita a produtividade do
milho na maioria das dreas de cultivo. A cultura mostra-se mais exigente em fdsforo por
ocasido da formacao e desenvolvimento dos graos. O fésforo estd relacionado ao crescimento
das raizes, a maturacdo de frutos, a formacao de graos, frutos e fibras e ao vigor das plantas
(VITTI;, WIT; FERNANDES, 2004). O P ¢ parte integrante de diversas moléculas quimicas,
como acucares fosfatados, nucleotideos, coenzimas, fosfolipideos, 4cido fitico, além de ser
parte estrutural do difosfato de adenosina (ADP) e do trifosfato de adenosina (ATP)
(STAUFFER; SULEWSKI, 2003).

O suprimento de P nos estddios iniciais de crescimento € fundamental para o
desenvolvimento da planta. A resposta do milho a aplicacdio de P na semeadura estd
relacionada com a concentragdo foliar de P nos estddios de V4 a Vs, ou possivelmente mais
cedo. Especula-se que mais fésforo na semeadura favorega a producdo de maior nimero de
graos, pois uma deficiéncia de P durante a formagdo da espiga, que ocorre entre os estadios
V6 e V7, reduz o tamanho da mesma, levando a um menor nimero de graos por espiga
(GRANT et al., 2001).

Apesar da importancia do suprimento de P nas fases iniciais do desenvolvimento
da cultura, é necessario que o fornecimento continue nas fases posteriores, pois a absor¢ao
maxima ocorre durante o florescimento e seu acimulo nos graos ocorre devido a
redistribuicdo do P contido nas folhas e caules. Dessa forma € preciso garantir também o
suprimento de fésforo até a fase de maturacdo para o funcionamento do mecanismo de
translocacdo de carboidratos, para que nao haja reducdo na producdo de graos. O fésforo
utilizado na formagdo dos graos pode ser suprido pela absor¢ao do solo, pds-antese, assim
como, pela redistribuicdo interna do fésforo acumulado nas fases iniciais (GRANT et al.,
2001).

O potassio (K) € outro elemento que tem papel fundamental na fotossintese, na
transformacgao da energia luminosa em energia quimica (ATP e NADPH). Como todas as

funcdes vitais da planta dependem, direta ou indiretamente, de ATP e NADHP, o efeito do



42

potassio se refletird em: maior assimilacdo de CO;; maior translocacdo de carboidratos
produzidos nas folhas para os outros 6rgdos da planta, maior sintese de sacarose, amido,
lipideos, aminodcidos e proteinas; uso eficiente da dgua, pelo melhor controle na abertura e
fechamento dos estdmatos; maior eficiéncia enzimatica, por atuar como ativador em reagdes
enzimaticas e por permitir maior suprimento de proteinas (FORNASIERI FILHO, 2007).

Estudos evidenciam a influéncia da adubagdo NPK na composicdo quimica de
graos para teor protéico e composi¢do mineral em milho (GALLO, TEIXEIRA;
SPOLADORE (1976); POMMER; SAWAZAKI, 1981; CARMO et al., 2003, MARSARO
JUNIOR et al., 2007).

O suprimento balanceado dos nutrientes P e K, o qual favorece o crescimento
normal de plantas, € também, similarmente ao fornecimento de N, considerado como
relevante para seus processos de defesa (MARSCHNER, 1995). Estudos demonstram que o
fornecimento de P e K as plantas reduziu a severidade de doencas. O aumento das
quantidades de K na adubacdo retardou a incidéncia de Phomopsis phaseol em soja (ITO et
al., 1994) e o desenvolvimento de mildio em cebola (DEVELASH e SUGHA, 1997).
Balardin et al. (2006) verificaram reducdo tanto na severidade final quanto na taxa de
progresso da ferrugem em soja com o aumento nos niveis de P (0, 42,5, 85 e 170 kg ha') e K

(0, 35, 70 e 140 kg ha™") na adubaco.

3.4.1.2 Densidade de plantas e espacamento entre linhas

O arranjo espacial das plantas de milho varia em func¢do do espacamento entre
linhas e do nimero de plantas na linha de semeadura, mas diferentemente de outras
gramineas, o milho ndo compensa reduzidas densidades de semeadura, pelo motivo de
raramente emitir afilhos férteis e quando emitido, dificilmente resultard em uma espiga
adequada. As alteracdes no arranjo de plantas em milho devem-se as modificacdes de ordem
genética, fisiologica, bioquimica e anatdmica. Estas modifica¢cdes foram incorporadas pelos
programas de melhoramento nas ultimas décadas, aumentando a tolerancia da cultura ao
estresse (TOLLENAAR; AGUILERA; NISSANKA, 1997; TOLLENAAR; WU, 1999;
SANGOI, 2000). O manejo da densidade de plantas é uma das préticas culturais mais

importantes para determinar o rendimento de graos no milho, pois o estande afeta a
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arquitetura das plantas, altera o crescimento e o desenvolvimento, e influencia na producdo e
particao de fotoassimilados (ALMEIDA; SANGOI 1996).

Viérios pesquisadores consideraram o préprio gendtipo como principal
determinante para o adequado dimensionamento da densidade de plantas (RUTGER;
CROWDER, 1967; SOUZA, 1976). Esses trabalhos evidenciam uma associacdo direta entre
ciclo e capacidade de resposta dos genétipos. Além dos genétipos, a radiacdo solar € outro
fator que tem sido objeto de pesquisas para determinar a densidade 6tima para a obtengao do
maximo rendimento de graos de milho. Neste sentido, trabalhos experimentais demonstram
reducdo do rendimento de grdos de milho sob condi¢des de sombreamento e aumento sob
condi¢des em que hd aumento de luminosidade (HASHEMI & HERBERT, 1992).

Tradicionalmente, o espacamento entre linhas adotado pela maioria dos produtores
brasileiros concentra-se entre 0,80 e 0,90 m (DOURADO NETO et al., 2003). Atualmente, a
densidade alta e o espacamento reduzido fazem parte do novo enfoque do arranjo de plantas
na cultura do milho (SILVA et al., 2006). Por meio do melhoramento genético, novos
hibridos de milho, com arquitetura modificada, folhas menores e mais eretas, t€m permitido o
aumento na densidade, resultando em maiores produtividades (SHIOGA; OLIVEIRA;
GERAGE, 2004). O incremento na densidade pode compensar a reducdo na drea foliar
quando se utilizam cultivares precoces por aumentar o indice de drea foliar capaz de
potencializar a interceptacao da radiacdo solar (SANGOI et al., 2002).

No entanto, o incremento na populacio de plantas, principalmente sob
espacamento reduzido entre linhas, aumenta a competicao entre individuos por dgua, luz e
nutrientes, reduzindo a disponibilidade de fotoassimilados para atender a demanda para
enchimento do grao e manutenciao das demais estruturas da planta (SANGOI; SALVADOR,
1997).

Além disto, esta pratica pode aumentar a incidéncia de doengas foliares, de colmo
e de espiga na cultura do milho (CASA; REIS, 2003). Com densidades elevadas, ha menor
circulacdo de ar no interior do dossel, o que favorece um periodo mais prolongado de
deposi¢do de orvalho nas folhas, estimulando a germinagdo de esporos de fungos que
ocasionam doencas foliares (SANGOI et al., 2003). Altas populacdes impdem restricoes a
atividade fotossintética das folhas, sendo que a limitacdao imposta as folhas induz o colmo a
redirecionar fotoassimilados em maior quantidade ao enchimento de graos, fragilizando-o e
facilitando a ocorréncia de podridées (SANGOI et al., 2000). Diversos patdgenos
responsaveis por podriddoes de colmo podem migrar para a espiga, favorecendo a ocorréncia

de graos ardidos (RIBEIRO et al., 2005).
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Trento; Irgang e Reis (2002) relataram em cultivo de milho localizado em Passo
Fundo, RS, safra 1999, que a incidéncia de graos ardidos foi maior a medida que se aumentou
a densidade de plantas (30, 40, 50, 60 e 70 mil plantas ha'l). Similarmente, Sangoi et al.
(2000) observaram que o aumento da populacdo de plantas em Lages, SC, safra 1998,
promoveu um incremento na incidéncia das doencas de colmo causadas por Fusarium
moniliforme, Colletotrichum graminicola e Diplodia maydis.

Pesquisas tém sido concentradas na manipulacdo do arranjo espacial e na definicao
de espacamento entre linhas proprias para hibridos de milho atualmente utilizados e para
épocas convencionais de cultivo, visando a otimiza¢do do potencial produtivo deste cereal.
No entanto, escassos estudos relacionam estas praticas de manejo com a redu¢do da qualidade
de graos devido a contaminacdo flingica e por micotoxinas. Além disto, poucos estudos
relativos a estes manejos sdo realizados no periodo de segunda safra (safrinha), onde as
condic¢des climéticas sdao desfavordveis para o cultivo do milho, ou seja, a radiagcdo incidente e
a temperatura sdo decrescentes, ocorrem menores precipitacdes pluviométricas e ha
distribuicao irregular das chuvas durante o ciclo da cultura (EMBRAPA, 2010). Segundo
Agrios (1988), a utilizacdo de populagdes elevadas de plantas, aliada a desequilibrios
nutricionais, condi¢des climdticas e a susceptibilidade dos gendtipos, contribui para o
aumento da incidéncia de podriddes de espiga e de graos ardidos. Um manejo adequado pode
ser considerado uma opcdo econdmica e eficiente para minimizar os danos causados por

fungos e, aliado a alta produtividade, produzir graos com qualidade sanitéria.

3.4.2 Utilizagdo de Rizobactérias

As estratégias de controle, objetivando a reducdo da infeccdo por fitopatégenos em
cereais, leguminosas e oleaginosas sdo geralmente baseadas no uso de agrotdxicos
(KANAMPIU et al., 2002). O massivo uso destes produtos promove a poluicdo da agua,
degradacdo do solo e aumento da resisténcia de insetos (PEREIRA et al., 2010). O uso de
agentes de controle bioldgicos com efeitos antagonistas em patdégenos pode representar uma
alternativa promissora (WHIPPS, 1997; BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001).

As raizes servem de sustentagdo para a planta no solo, e também interagem com
microorganismos que contribuem para o crescimento e sobrevivéncia das plantas. Dentre

esses microorganismos, as rizobactérias se destacam por colonizar o sistema radicular de
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plantas e promover o crescimento, resultando em plantas mais vigorosas, sadias, com maior
produtividade e defesa contra patégenos (AGRA, 2007).

A rizosfera € um habitat mutdvel, sendo que a sua estrutura ¢ influenciada durante
o ciclo vegetativo da planta e suas dimensdes sdo determinadas pelo tipo, composi¢do e
umidade do solo (PEREIRA, 2000). A colonizagdo de bactérias na rizosfera deve-se a uma
maior disponibilidade de nutrientes em relacdo ao solo ndo-rizosférico. Esta disponibilidade é
resultado da translocacdo de fotosssintatos da parte aérea das plantas, via floema, para as
raizes, onde sustentam os processos biossintéticos, sendo uma parte liberada para o solo
rizosférico (FREITAS, 2008).

As rizobactérias sao microrganismos que habitam a rizosfera, ou seja, a regiao que
recebe influéncia das raizes, e fazem parte da populagdo residente das plantas como epifiticas
ou endofiticas. Estas bactérias possuem a capacidade de colonizar as raizes e outros tecidos
internos do vegetal, ndo sdo fitopatogénicas e, além de fixarem N atmosférico, as
rizobactérias produzem hormonios de crescimento como auxinas e giberelinas, que estimulam
o crescimento vegetal, principalmente de raizes, atuando na maior absor¢ao de nutrientes e
dgua (QUADROS, 2009), ou seja, associam-se as plantas numa relacdo ndo simbidtica
(SOTTERO, 2003). Dentre as principais rizobactérias promotores de crescimento as plantas
(RPCP) destacam-se: Pseudomonas spp. fluorescentes, Bacillus spp., Azospirillum spp. e
Azotobacter spp. (COELHO et al., 2007).

Existem relatos de promogao de crescimento por rizobactérias em diversas culturas
como: trigo (LUZ, 2001), Heliconia psittacorum (SANTOS et al., 2005) e citros (FREITAS;
VILDOSO AGUILAR, 2004). A promog¢do de crescimento leva ao aumento na producao de
graos e crescimento da planta, podendo ser expressos pela massa da matéria seca de parte
aérea ou raizes, e pela altura (COELHO et al., 2007).

O crescimento das plantas também pode ser influenciado pela acdo de
rizobactérias no aumento na disponibilidade de nutrientes para as plantas, decorrente da
solubilizacdo de fosfato inorgéanico e da mineralizacdo de fosfato orginico. Estudos realizados
com Bacillus megaterium e Pseudomonas fluorescens mostraram que estas bactérias podem
incrementar a disponibilidade de fésforo (KLOEPPER; LIFSHITZ; SCHROTH, 1988) e que
um grande numero de Rhizobium e Bradyrhizobium sao capazes de solubilizar fosfato
inorganico (HALDER; CHAKRABARTY, 1993).

As bactérias do género Pseudomonas t€m recebido especial aten¢do por sua
capacidade em promover o crescimento vegetal, especialmente pela sua habilidade em

melhorar a nutricdo fosfatada das plantas pela solubilizagdo de fontes ndo disponiveis de
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fosforo (AFZAL; BANO, 2008). A diversidade metabdlica das P. fluorescens permite a sua
adaptacdo em vdarios ambientes, tais como solo e rizosfera (LATOUR; LEMANCEAU, 1997).

Outro mecanismo de agao responsavel pela producdo de crescimento em plantas
pode estar relacionado a produg¢do de metabdlitos como antibidticos, sideréforos e acido
hidrocianico, que diminuem o crescimento de fitopatdgenos e outros microorganismos
nocivos a planta (GLICK, 1995; MYOUNGSU et al., 2005). A inibicao do crescimento de
Phoma betae (Pleospora betae) e Rhizoctinia solani, isoladas de sementes e raizes de
beterraba, foi obtida através de inoculagdo com Pseudomonas fluorescentes, associadas a
producdo de fenazina (LOVIC et al.; 1993).

Bressan (2003) verificou que a aplicacdo de Streptomyces spp. reduziu
significativamente a populacdo de Fusarium subglutinans, Cephalosporium Acremonium e
Penicillium spp. em graos de milho. Sob condi¢des in vitro, Cavaglieri; Passone e Etcheverry
(2004) verificaram que onze cepas de bactérias isoladas da regido rizosférica de milho
(Arthrobacter globiformis RC1, Azotobacterarmeniacus RC2, A. armeniacus RC3, A.
globiformis RC4, A. globiformis RCS, A. armeniacus RC6, Pseudomonas solanacearum RC7,
Bacillus subtilis RCS8, B. subtilis RC9, P. solanacearum RC10, B. subtilis RC11)
proporcionaram diminuicdo significativa no crescimento de F. verticillioides e aumentaram a
sua fase lag. Além disto, as bactérias antagonistas reduziram a producdo de fumonisina B;.
Cavaglieri; Orlando e Etcheverry (2005) verificaram que isolados de Microbacterium,
Bacillus, Pseudomonas e géneros Enterobacter reduziram a colonizacao rizosférica de milho
por F. verticillioides. Cepas de Bacillus cenocepacia, isoladas da rizosfera de milho, foram
capazes de reduzir o crescimento de F. verticillioides in vitro (BEVIVINO et al., 2005).
Pereira; Nesci e Etcheverry (2007) observaram que a aplicacdo de Bacillus amyloliquefaciens
e Microbacterium oleovorans como revestimento de sementes de milho foi eficaz na reducao
da contagem de F. verticillioides e produgao de fumonisinas B; e B,. Herndndez-Rodriguez et
al. (2008) relataram que rizobactérias (Burkholderia spp. e P. fluorescens) exibiram efeito
antagonista em F. verticillioides M1 inoculado em milho. P. fluorescens (cepas MKB 158 e
MKB 249) e P. frederiksbergensis (cepa 202) reduziram significativamente a severidade de
doencas causadas por F. culmorum no trigo e cevada (KHAN; DOOHAN, 2009).

No entanto, mais estudos de campo sdo requeridos para auxiliar na visdo integral
das relacdes entre plantas, patégenos e agentes de biocontrole, a fim de avaliar a seguranca da

introducdo de agentes de controle bioldgico.
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3.5 Modelos Matematicos Preditivos para Fungos Micotoxigenos

Microbiologia preditiva de alimentos baseia-se na hipdtese de que as respostas das
populacdes de microrganismos perante fatores ambientais sejam reproduziveis e, através de
observacdes passadas, possibilitem predizer o comportamento de microrganismos submetidos
a um ambiente particular. Os resultados sdo resumidos na forma de equacdes matematicas as
quais, por interpolag¢do, podem ser usadas para predizer respostas em determinadas condi¢des
que ainda ndo foram especificamente testadas (ROSS, 1996).

A determinacdo de modelo matemdtico preditivo para um processamento
alimentar, assim como, para a instalagdo de armazenagem isenta de risco bioldgico trata-se de
metodologia baseada em cadlculos. Assim sendo, através de equagdo tenta-se prever / simular
processo oriundo de evento altamente dinamico, mesclando caracteristicas fisico-quimicas e
fisiol6gicas, seja de matéria-prima, ou de patégeno capaz de se multiplicar neste substrato
(WIHTZES et al., 1993). Consideracdo especial deve ser dada a alteragdes dependentes de
carga microbiana na matéria-prima, condi¢des climdticas regionais e introducdo de novos
agentes patogénicos relevantes, que possam influenciar na resposta do modelo matematico
previamente desenvolvido. O tépico requer ampla compreensdo sobre o metabolismo primério
relacionado a fase logaritmica de crescimento (SIGMA-ALDRICH, 2003), em conciliacao
com os fatores que desencadeiam o metabolismo secundério, onde cessa a multiplicacdo
celular e inicia-se a producdo dos mais diversos compostos bioativos, a exemplo de
micotoxinas (MOLINA; GIANNUZZI, 2002).

A atividade microbiana frequentemente influencia a qualidade e seguranca de
alimentos, sendo assim, a microbiologia preditiva tem-se situado no entendimento do efeito
de parametros intrinsecos e extrinsecos no crescimento e/ou inativagdo de microrganismos
patdgenos nos alimentos. Estes modelos podem predizer mudancas no ndmero de
microrganismos no produto com o tempo e, a dependéncia de condi¢cdes quimicas e fisicas do
produto (GOULD, 1989; ROBERTS, 1990 apud WIJTZES et al., 1993).

Atencdo especial tem sido dada a modelos matemdticos para a descri¢do de
crescimento microbiano em fun¢do de condi¢des ambientais especificas, como temperatura,
atividade de d4gua, pH, disponibilidade de oxigénio, aliadas as caracteristicas fisicas
(difusibilidade, condutibilidade e solubilidade) e composicdo quimica do produto

(DANTIGNY; GUILMART; BENSOUSSAN, 2005).
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Modelos preditivos representam um procedimento prético, rdpido, facil e
relativamente de baixo custo, para estimar o crescimento microbiano (Mc MEEKIN et al.,
1993). Enfase foi dada na édrea de termobacteriologia (ROSS et al., 2000; SALTER et al.,
2000; FUJIKAWA; MOROZUMI, 2006) visando garantir a seguranca sanitaria de alimentos
altamente pereciveis, em particular de enlatados, submetidos a tratamento capaz de eliminar
todo o perigo microbiolégico, porém com minima perda de qualidade nutricional.

Entretanto, a modelagem do crescimento fingico nao recebeu o mesmo enfoque
dado as bactérias, em especial as patog€nicas, responsaveis pelo perigo da produgdo de
toxinas, devido as dificuldades inerentes na avaliacdo da taxa de crescimento fingico € na
reunido de dados suficientes, confidveis e reprodutiveis (GIBSON et al., 1994). Diferente de
reprodugdo bacteriana, que ocorre por fissdo bindria homogénea, o crescimento fingico
envolve germinacdo e extensdao de hifas, com penetragdo tridimensional na matriz alimentar
(GIBSON; HOCKING, 1997). Além disto, a producdo de metabdlitos secunddrios ainda é
pouco entendida, assim como a relacdo entre as taxas de metabolismo primario e secundario
nao é bem esclarecida. Soma-se ao fato, que os mecanismos de degrada¢do ou conjugacao de
micotoxinas nido foram conclusivamente demonstrados (PITT, 1993). A contaminac¢do por
micotoxinas € dificil de se predizer, uma vez que depende de interacdes entre fatores como
temperatura, umidade, tipo de grao, espécies fungicas presentes no substrato, histérico e
tempo do armazenamento, tipo e tempo de transporte (CHELACK et al., 1991 apud PARDO
et al.,2004).

Além disso, diferindo de bactérias envolvidas em toxinfec¢do alimentar,
caracterizada pelo perfil grave e agudo com repercussdo imediata na sadde, a contaminacao
fingica esteve mais relacionada a deterioragdo, portanto sem muita relacio com doencgas
fatais em humanos. No entanto, a relevante importancia despontou com surto de aflatoxicose
em perus ingerindo ra¢do contendo torta de amendoim importada do Brasil na década de 60
(RICHARD et al., 2003). Embora raramente esteja envolvida com intoxicacdo aguda, a
ingestdo continua e cronica de compostos conhecidos como toxinas naturais de cardter
cancerigeno, ou promotor de cancer vem sendo motivo de preocupacdo, principalmente
devido a sua termo-estabilidade e producdo no inicio da cadeia produtiva de alimentos

(SAMSON; HOESKSTRA; FRISVAD, 1995).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Infra-estrutura

Os ensaios in vitro, bem como as andlises micoldgicas, fisico-quimicas e
quantificacdo de fumonisinas, foram realizados nos laboratérios do Departamento de
Tecnologia de Alimentos e Medicamentos e do Departamento de Bioquimica (Centro de
Ciéncias Exatas) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

A conducio do experimento referente a densidade de plantas e doses de nitrogénio
na cultura do milho foi realizada no Distrito da Prata, pertencente ao municipio de Cambé —
PR. Ja em relacdo ao experimento com inoculacdo a base de Pseudomonas fluorescens e
adubacdo NPK na cultura do milho, foi realizado no municipio de Londrina — PR, ambos
localizados na regido Norte do Estado do Parand e sob coordenacdo do Prof. Claudemir
Zucareli (Docente do Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia - Departamento de

Agronomia/ CCA/ UEL).

4.1.2 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada no desenvolvimento dos ensaios in vitro foi o milho do
hibrido simples Tork, cultivado nas safras 2005 e 2007, e o hibrido P30F53, cultivado na safra
de 2007, sendo fornecida pelo Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR) e mantida a 5 °C até
0 momento do uso.

Nos ensaios sob condi¢des de campo, as sementes utilizadas nos estudos foram

dos hibridos P30F35 e AG9010.
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4.1.3 Fusarium verticillioides e Pseudomonas fluorescens

Em ensaios in vitro foi utilizado F. verticillioides cepas 97K (1 cepa), 103F (14
cepas), 113F (3 cepas), 119B (1 cepa) e 119BR (1 cepa) com datas de repique entre 1991 a
2007, pertencentes a colecdo de cepas do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UEL, tendo sido originalmente isoladas de ragdes envolvidas em surtos de
intoxicacdo animal no ano de 1991 no Estado do Parana.

No estudo com a inoculagdo de rizobactéria e adubacdo NPK na cultura do milho,
utilizou-se o produto comercial Rizofos liq Maiz®, o qual representa um inoculante a base de

P. fluorescens.

4.2 Métodos

A metodologia executada no transcurso da pesquisa foi esquematizada sob forma
de fluxograma no topico Delineamento Experimental, mostrados nas Figuras 4 a 13. O
procedimento técnico, redigido em detalhes, foi inserido em cada capitulo descrito no item
Resultados e Discussao, visando posterior publicacgao.

Tendo como uma das metas a defini¢do de condicdes criticas para o crescimento
de F. verticillioides e a produ¢do de fumonisina, o delineamento experimental foi baseado no
fluxograma iniciado no ano de 2004, com a dissertacdo de Mestrado (BERND et al., 2008). A

seguir, consta a sequéncia suscinta sobre a evolug¢do da pesquisa desenvolvida.



51

4.2.1 Delineamento Experimental
4.2.1.1 Validagdo de Modelagem Matematica para Defini¢do de Condigdes Otimas para

Produg¢ao de Fumonisinas

Milho + solo (0,15 %) Contagem fungica e
| quantificacido de fumonisinas

13156/ 13 min-

Contagem flingica e
quantificacdo de fumonisinas (to)

Umidade

15 % 20 % 25 %

F. Verticillioides Controle
(4,64 x 10* propégulos g)
I

20°C 25°C 30°C
[ [ |
I
20 dias
[
Andlise
[ l |
Quantificagio de Contagem fingica
fumonisinas

[
Modelos matematicos

Figura 4. Procedimento operacional para validagdo de modelagem matematica para definicao
de condi¢Oes 6timas para produgdo de fumonisina.
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4.2.1.2 Simula¢do de Choque Drastico de Temperatura na Contagem Fulngica e

Producao de Fumonisina

Milho + solo (0,15 %)
I

Ajuste 25 % umidade
|

F. Verticillioides
4,64 x 10*

propagulos g
I
Tratamento 1, 2, 3,4, 5

Tratamento 1 20 °C | 20 C
(controle) | ' J o
20 dia 30 dia
20 °C | 20 °C
Tratamento 2 | . 1
0 2 dia 7 dia 20 dia 30 dia
20 °C | 20 °C
Tratamento 3 |
20" di 30 di
o 5° gia 7" dia 'a 'a
Tratamento 4 40° 20°C I 20 °C
2 dia 3 dia 20 dia 30 dia
20 °C 40 °C | 20 °C
Tratamento 5 J
14 dia 15°dia 20dia 30 dia
| |
|
Analise

Quantificacio
de fumonisinas

Contagem fiingica

Figura S. Procedimento operacional de simulacdo de choque drastico de temperatura.



4.2.1.3 Avaliag¢ao de Toxigenicidade de Cepas de F. verticillioides com Datas de Repique
entre 1991 a 2007

10 g de milho triturado

|
10 mL de 4gua destilada

Autoclave 2x / 30 min cada

|

Inoculagdo de F. verticillioides 10° propagulos mL™
|

Incubagio 25 °C/ 15 dias
|

Extracdo de fumonisinas

Quantificacdo fumonisinas por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

Figura 6. Fluxograma operacional do teste de toxigenicidade de cepas de F. verticillioides.
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4.2.1.4 Fatores Bioticos ¢ Abiodticos na Produ¢ao de Fumonisina ¢ Crescimento de F.

verticillioides

Gréos de milho (500 g)
+0,15 % solo
|
I |

121 °C/ 20 min. Sem tratamento térmico

— Contagem ftingica e Quantificacio
de fumonisinas (t,)

Ajuste umidade 25 %
I

F. verticillioides 103 F (107 propagulos mL!) Cultivo
|

20°C /20 dias
I

Contagem flingica e Quantificagdo | |
de fumonisinas (t,)

103F-A 103F-B

ABD ABD
Marca A Marca B

25 °C/ 15 dias

Figura 7. Procedimento operacional de fatores bidticos e abidticos na producdo de
fumonisina e crescimento de F. verticillioides.
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4.2.1.5 Defini¢ao de Condig¢des Criticas para Produ¢ao de Fumonisina e Crescimento de

F. verticillioides

500¢g Hibrido Tork 500g Hibrido P30F53 +
+0,15 % solo 0,15 % solo

Contagem flngica e
quantificagdo de fumonisinas (t;)

121°C/ 25 min. 10 kGy (irradiagdo gamma)

Contagem flngica e
quantificacdo de fumonisinas (to)

Ajuste umidade

15 % 18 % 22,5 % 27 % | |30 %

Inoculagido F. Verticillioides (propagulos mL™)

10° 10* 10° 10° 10

Incubagao

15°C| |[18°C| |22,5°C | [27°C| |30°C

Andlise
[ l |
Quantificacdo de Contagem fingica
fumonisinas
|

[
Modelos matematicos

Figura 8. Procedimento operacional para definicdo de condigdes criticas para producdo de
fumonisina e crescimento de F. verticillioides.
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4.2.1.6 Cinética de Produgdo de Fumonisina, Contagem Fungica e Modificacdes de

Lipideos/ proteinas nos Graos

500 g Hibrido P30F53 + solo (0,15 %)
I

10 kGy (irradiacdo gamma)

Contagem ftingica, quantificacdo de
fumonisinas e anélises quimicas (t;)

Ajuste umidade

15 % 18% | [22,5% 27 %
[ [ | [ |
Inoculagio F. Verticillioides (propagulos mL!)

103 104 10° 108 107

Incubacio
[ i I
18°C| |22,5°C | |27 °C

Analise (acada 2 dias)
| | |
Quantificagdo de Contagem Lipideos/
fumonisina fingica proteina

Figura 9. Procedimento operacional de cinética de producdo de fumonisina, contagem
fingica e modificac¢des de lipideos e proteinas nos graos de milho.



4.2.1.7 Influéncia da Densidade de Plantas e Doses de Nitrogénio na Cultura do Milho

na Contaminagao por Fumonisinas e nas Caracteristicas Fisico-quimicas dos Graos

Hibrido AG9010Y G (safrinha)
I

Populagdes (mil plantas ha'l)
[

40

60

80

100

Dose de nitrogénio de cobertura (Kg ha™)

B

50

100

150

Colheita

8 espigas/ tratamento (aleatoriamente)

Preparo das amostras

Higienizagdo externa da espiga
(Alcool 70°)

Retirada da palha

Debulhamento

Secagem em estufa com circulagdo de ar a 50 °C /24h

Armazenamento a 4 °C

Moagem

Armazenamento a -18 °C

Analises

Fumonisina

Proteinas

Lipideos

Cinzas Amido
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Figura 10. Procedimento operacional de densidade de plantas e doses de nitrogénio na cultura

do milho na contaminacio por fumonisinas e caracteristicas fisico-quimicas dos graos.
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4.2.1.8 Influéncia da Inoculagdo a Base de Pseudomonas fluorescens e Adubacdo NPK
nas Caracteristicas Quimicas, Contaminagdo Fungica e por Fumonisinas em Graos de

Milho

Hibrido P30F35 (safrinha)
|

Adubacio solo NPK (Kg ha'l)
[ ]

(l) 125 25|0

Inoculacio Rizofos Lig Maiz® nas sementes (100 mL ha'!)

com sem
Analises
Fumonisina Contagem Proteinas Cinzas
fingica

Figura 11. Procedimento operacional de inoculacdo a base de Pseudomonas fluorescens e
adubacdo NPK nas caracteristicas quimicas, contaminacdo flingica e por fumonisinas em
graos de milho.



4.2.1.9 Extracdo e Purificacdo de Fumonisinas

5 mL metanol

10 g milho
I
30 mL metanol: 4gua (3:1)
I
Homogeneizacido 180 rpm a
10°C/1h
[
Filtracao
I

Purificacdo

(QMA Waters Sep-Pak Cartridge)

5 mL metanol: 4gua (3:1)

1 mL extrato

6 mL metanol:dgua (3:1)

3 mL metanol

10 mL metanol: acido acético 0,5 %

Secagem nitrogénio gasoso/banho-maria 40 °C

Ressuspensdo em 800 uL. metanol:dgua )3:1)

600 uL (estoque) 200 uL.

Secagem nitrogénio gasoso/banho-maria 40 °C

I
Estocagem -20 °C

Figura 12. Extracdo e purificacdo de fumonisinas.
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4.2.1.10 Quantificagdo de Fumonisina por CLAE

Extrato seco e mantido a -20°C

100 pL acetonitrila:dgua (1:1)

50 uL

|
50 uL
|
Derivatizagao: 200uL OPA
I
Injecdo CLAE
CH;OH: Na,HPO, 0,1M (80:20)
|

Sistema isocratico de fase reversa Cg
Detector de fluorescéncia — 335 e 450 nm

Figura 13. Quantifica¢do de fumonisina por CLAE.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo foram condensados sob forma de artigos cientificos
redigidos para posterior publicagdo, seguindo as normas definidas pelo corpo editorial de cada

periddico, para os quais foram ou serdo submetidos.

5.1 VALIDATED MODELLING IN RELIABLE EXPERIMENTAL DESIGN TO STUDY THE
EFFECT OF TEMPERATURE-SHOCK IN FUMONISIN PRODUCTION IN CORN

5.2 MANUTENCAO LABORATORIAL NA PRODUCAO DE FUMONISINA POR Fusarium
verticillioides ISOLADO DE INTOXICACAO ANIMAL

5.3 FATORES BIOTICOS E ABIOTICOS NA PRODUCAO DE FUMONISINA E
CRESCIMENTO DE Fusarium verticillioides

5.4 FUMONISIN PRODUCTION AND Fusarium verticillioides COUNT AS A FUNCTION OF
MOISTURE CONTENT, TEMPERATURE AND INOCULUM ON CORN GRAIN OF
TWO HYBRIDS

5.5 KINETICS OF FUMONISIN PRODUCTION, Fusarium verticillioides COUNT AND
LIPIDS /PROTEINS CHANGES UNDER in vitro CONDITIONS ON CORN GRAINS

5.6 DENSIDADE DE PLANTAS E DOSES DE NITROGENIO NA CULTURA DO MILHO NA
CONTAMINACAO POR FUMONISINAS E CARACTERISTICAS FiSICO-
QUIMICAS DOS GRAOS

5.7 INOCULACAO A BASE DE Pseudomonas fluorescens E ADUBACAO NPK NAS
CARACTERISTICAS QUIMICAS, CONTAMINACAO POR FUNGOS E
FUMONISINAS EM GRAOS DE MILHO
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5.1 Validated modelling in reliable experimental design to study the effect of

temperature-shock in fumonisin production in corn
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Abstract

Mathematical modelling was described in corn inoculated with Fusarium verticillioides, in
order to evaluate the effect of moisture content (15, 20, 25%) and temperature (20, 25, 30°C)
on fungal growth and fumonisins production. Performance of models developed was
evaluated by graphical and mathematical/statistical validation, which indicated adequacy of
coefficient, low quadratic mean error, bias/accuracy factor approximately 1, demonstrating
reliability of data. The optimal condition (20°C/ 25% moisture content) established by the
design was set up in corn inoculated with F. verticillioides, and sudden frost-condition
(0;5°C) and high-temperature (40°C) were applied during incubation. Thermal shock applied
at initial-incubation (2nd day) was ineffective on fumonisin production regardless of sudden
temperature-shock applied. However, an increasing toxin-peak was observed, if 40°C-shock
was applied after two-weeks. The models developed would be a useful tool to assure the
predictive study concerning fumonisin production, and combined with metabolic

understanding could contribute to improvement in strategic prevention.

Keywords: corn producing chain, mycotoxin, quality control, post-harvest.
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1. Introduction

Corn (Zea mays L.) is a major global commodity, added as an important ingredient in
many foods, and approximately 65 % is intended for animal feed (National Trade of Animal
Feed Industries, 2000). Fungal contamination decreases the yield, nutritional quality, and
economic value of grains, and it causes health problems due to mycotoxin production (Marin,
Sanchis, Ramos, Vinas & Magan, 1998). Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremberg
(Fusarium moniliforme Sheldon) is the main corn phytopathogen, and the fumonisins
produced as the secondary metabolites are the most concerning mycotoxins in food safety.
Corn intended for human consumption and contaminated with high fumonisin levels has been
associated with probable incidence of oesophageal cancer in South Africa (Rheeder, Marasas,
Thiel, Sydenham, Shephard & Van Schalkwyk, 1992), China (Chu & Li, 1994; Wang, Wei,
Ma & Luo, 2000), Northern Italy (Franceschi, Bidoli, Baron & la Vecchia, 1990) and Iran
(Shephard, Marasas, Leggot, Yazdanpanah, Rahimian & Safavi, 2000), as well as growth
reduction, heart diseases, immune deficiency, and degenerate necrosis of the liver in poultries
(Ledoux, Brown, Weibking & Rottinghaus, 1992; Keck & Bodine, 2006). Recently, research
has shown that maternal consumption of FB;- contaminated corn during early pregnancy was
associated with increased risk for neural tube defects in human populations that rely heavily
on maize as a dietary staple (Gelineau-van Waes et al., 2009).

The high nutritional quality of corn associated with tropical and sub-tropical climates
can accelerate spoilage at the pre- and post-harvest stages, particularly caused by Fusarium
sp., Aspergillus sp. and Penicillium sp. (Ominski, Marquardt, Sinhd & Abramson, 1994). The
maintenance of quality in post-harvest corn has been a topic of concern in the Brazilian food
producing chain due to the occurrence of F. verticillioides and fumonisin. Particularly in
Parand State — Brazil, which accounts for 26.5 % of the brazilian corn production, the study

targeted on this mycotoxin should be continuously followed up to assure quality (Hirooka,



65

Yamaguchi, Aoyama, Sugiura & Ueno, 1996; Orsi et al., 2000). In this State there are
favorable field conditions for F. verticillioides growth, i.e., the predominantly humid
subtropical climate with average temperature ranging from 14 to 22 °C, rainy hot summer,
and frequent frost in fall and winter (Instituto Tecnolégico SIMEPAR, 2010). Temperature
slightly above 40 °C has been recorded during crop-harvest and transport, which could trigger
a gradual increase in fumonisin levels due to delay in the drying process, as previously
observed during a five hour interval from harvesting to drying step (Da Silva, Garcia, Vizoni,
Kawamura, Hirooka & Ono, 2008).

Therefore, the study of the critical point of fumonisin production would be crucial, if
the understanding is targeted on dynamic of microbial growth and secondary metabolism
coupled with the intrinsic and extrinsic parameters involved in the specific environmental
conditions such as temperature, water activity, pH, oxygen availability and substrate chemical
composition (Dantigny, Guilmart, Bensoussan, 2005; Gould, 1989; Roberts, 1990). However,
such an investigation depends on experimental design which can assure the reliability of
obtained data at a level of defined and optimized F. verticillioides growth and fumonisin
production, where the validated mathematical modeling would be a useful tool (Adair, Kilsby
& Whittall, 1989; Zwietering, Cuppers, de Witt & Van T Riet, 1994).

In this study, mathematical models were set up to establish the optimum condition for
fungal growth and fumonisin production in function of moisture content and temperature in
corn substrate. In order to evaluate whether the fitted model was statistically acceptable for
the errors inherent to the data, the constructed models were validated prior to setting up the
experimental design. Thereafter, the simulation of sudden temperature-shock was inserted in

the optimal condition pre-established by the model.

2. Materials and Methods
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2.1. Corn Hybrid

Corn hybrid Tork (Syngenta®) cultivated in 2005 and 2007 crops was provided by The
Agronomical Institute of Parana (IAPAR). It was harvested in the Northern Region of Parana

state, Brazil, homogenized and maintained at 5 °C until use.

2.2. Fungal strain

Fusarium verticillioides strain 103F was isolated from corn feed involved in equine
intoxication in 1991 and identified at the Science University of Tokyo, Japan. The strain was
grown on potato dextrose agar (PDA) for 14 days at 25 °C. The heavily sporulated culture was
suspended in sterile distilled water with 0.1 % Tween 80, and 4.64 x 10" spores g were

inoculated on the corn grains.

2.3. Experimental Design

2.3.1. Mathematical modelling

The experiment was outlined with a full factorial design, with three repetitions at the
center point, of combination of two variables at three levels (moisture — 15, 20 and 25 %; and
temperature — 20, 25 and 30 °C) and one variable at two levels (F. verticillioides inoculum —
absence and presence), totaling 22 experiments, with two replications each.

A 500 g corn sample, belonging to the 2005 crop, with 13.1 + 0.48 % moisture content
(thermally treated at 121 °C/ 15 min), was weighed in a 1000 mL Erlenmeyer flask. Sterile
water was added (11.1, 43.1, and 79.3 mL, respectively) to obtain corn samples with 15, 20

and 25 % moisture content. The grains were inoculated with the F. verticillioides suspension
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(4.67 x 10* spores g'l), and the flasks, which also contained 0.15 % sterile soil (Palacios-
Cabrera, Taniwaki, Menezes, Vicentini, lamanaka & Taniwaki, 2001; Bernd et al., 2008),
were incubated at 20, 25, and 30 °C for 20 days, with manual shaking every 7th day. The
negative control was non-inoculated corn under the same conditions.

Fumonisin determination and fungal colony count were carried out before heat
treatment (t)) and after performing the experimental plan (20 days, tyy). The data for
construction of the mathematical models were obtained by subtracting the values of the

analysis from the two periods (txo-to).

2.3.2. Simulation of drastic temperature-shock prior to drying step

Figure 1 shows the experimental design for simulation of drastic critical-conditions,
where five treatments (including one control) were outlined with corn without heat-treatment,
to perform simulation for drastic critical-conditions (frost and high temperature) at the post-
reception step prior to drying, where corn samples (500 g each), belonging to the 2007 crop,
were weighed in 1000 mL Erlenmeyer flasks and had their moisture content adjusted to 25 %
by adding sterile water.

The flasks were inoculated with F. verticillioides suspension (4.67 x 10* spores g'l)
and closed with cotton tops for further simulation assays. The treatments were named as Tj,
T,, T3, T4 and Ts, where the control assay (T;) was carried out with a corn sample adjusted to
25 % moisture content and incubated at 20 °C (stove type BOD) for further sampling on the
20th (ty0) and 30th (t3p) days. The same sampling schedule was performed in the other
experiments, as follows. The frost temperature was simulated in treatments T, and T3z, where
in T, the corn grains were kept at 0 °C for 5 days, from the second to seventh day of

incubation, and in Tj, the grains were kept at 5 °C for the same period of time. The simulation
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of the high-temperature shock treatments was evaluated in T4 and Ts, where in both the
temperature was increased to 40 °C, but in Ty this increase was from the second to third day of
incubation and in the Ts, from the fourteenth to the fifteenth day, during incubation at 20 °C
for 20 and 30 days.

Fumonisin determination and total mould and yeast count were carried out in the

samples collected at ty, as well as at the tpo and t3.

2.4. Microbiological analysis — total fungal/ yeast colony count

Sub-samples (10 g) of ground corn were blended with 90 mL sterile 0.1 % peptone
water (v/v), and serial dilutions were carried out with 9.0 mL of the same diluent to 107°.

An aliquot of 0.1 mL of each dilution was plated on potato dextrose agar (PDA) and
acidified to pH 4.0 with tartaric acid. The plates were incubated at 25 °C for 5 days. After the
incubation period, the fungal genera were identified according to Nelson, Toussoun and

Marasas (1983) and Samson, Hoeskstra and Frisvad (1995).

2.5. Fumonisin determination

Fumonisins B; and B, were determined by high-performance liquid chromatography
(HPLC), according to Shephard, Sydenham, Thiel and Gelderblom (1990) with some
modification (Ueno et al., 1993). Fine meal preparation (50 mesh) of samples (10 g) was
extracted with 30 mL methanol:water (3:1, v/v). After standing for 10 min at room
temperature, the suspension was shaken at 150 r.p.m for 1 hour at 10 °C. After filtration, the
extract (1.0 mL) was applied to a preconditioned Sep-Pak plus QMA (Waters Co., Ltd). After

washing the cartridge with 6 mL methanol-water (3:1) followed by 3 mL methanol (J.T.
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Baker, USA), fumonisins were eluted with 10 mL methanol containing 0.5 % acetic acid. The
eluate was evaporated to dryness under a stream of nitrogen at 40 °C, the residue was
dissolved in 800 ul methanol-water (3:1) and a 200 ul aliquot dried under nitrogen. After
derivatization with 200 pl O-phthaldialdehyde (OPA, Sigma Co., USA) reagent (40 mg OPA,
1 mL methanol, 5 mL 0.1M sodium borate and 50 ul 2-mercaptoethanol), high-performance
liquid chromatography (HPLC) injections were made within 1 min. Fumonisins were
analysed by a reversed-phase, isocratic HPLC system (Shimadzu LC-10 AD pump and RF-
10A XL fluorescence detector), using a Shim-pack CLC-ODS (M) column (4.6 x 250 mm,
Shimadzu). Excitation and emission wavelengths were 335 and 450 nm, respectively. The
eluent was CH;0H:0.1 M NaH,PO, (J.T. Baker, USA) (80:20, v/v) adjusted to pH 3.3 with o-
phosphoric acid at 1 mL min™ flow rate. The detection limits for FB, and FB, were 27.5 ng g~
"and 35.3 ng g, respectively. The recoveries of FB; and FB, from spiked corn in the range
100-400 ng g FB, and 250-450 ng g' FB, averaged 106.3 % (mean CV 8 %) and 96.9 %

(mean CV 10 %), respectively, based on duplicate spiking and triplicate analyses.

2.6. Mathematical and statistical methods

The normal data distribution was analysed by the Shapiro-Wilk W. test, while the
homogeneity of variance was evaluated by the Levene test, prior to carrying out the analysis
of variance (ANOVA). The coefficients of the models and their significance associated with
the factors were adjusted by ANOVA. The variables of the study were moisture (X),
inoculum (X3), and temperature (X3), which were codified from high (+1) to low (-1) levels.
The sum of squares for pure error was calculated in order to evaluate an insignificant lack-of-
fit. The dynamics of fumonisin production and fungal count were analysed by three-

dimensional surfaces of models (“Statistica” software, version 5.1).
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2.7. Validation

2.7.1. Mathematical / statistical validation

Mathematical and statistical indices, which included multiple correlation coefficient
(RZ), mean squared error (MSE), and bias & accuracy factors, were calculated to evaluate the
performance of predictive modelling of count and fumonisin production in this experimental

data.

2.7.2. Graphical validation

Graphical validation was used to analyse the properties of the evaluated models.
Observed fungal-count/fumonisin-production plots versus predicted fungal-count/fumonisin-
production plots and the plot of normal residue distribution were examined to assess the

overall reliability of the models developed.

3. Results and Discussion

3.1. Mathematical modelling

3.1.1. Initial fungal and fumonisin contamination profile in corn substrate

The corn used as substrate (Tork hybrid, 2005 crop) showed fumonisin levels (FB;=
378 £ 1.25 ng g'l; FB,=0.91 +0.34 ug g'') lower than the maximum limits of 5, 10, 50 and
50 pg g'l, which are recommended in horse, pig, cattle and poultry feeds, respectively (IARC-

WHO, 2002). The fumonisin profile was also within the natural contamination level observed
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in previous survey in Northern Parand, Brazil (Ono et al., 1999). This corn substrate showed
initial Fusarium sp. and Penicillium sp. count at 2.7 x 10> + 2.0 x 10° CFU g and 4.3 x
10*+7.7 x 10° CFU g, respectively, which can indicate the rainy and relatively low
temperature exposure close to harvesting. Further overgrowth of remaining Penicillium sp.,
after thermal treatment (ty), was probably due to heterogeneous heat distribution/ penetration
into 500 g corn mass, but such a profile could simulate the corresponding field conditions

with competitive microbiota.

3.1.2. Mathematical modelling for fungal count and fumonisin production

Table 1 shows the coefficients of the models developed concerning fungal count and
fumonisin production, which were based on the highest value of the multiple correlation
coefficient (RZ), lowest mean squared error (MSE), and non-significant lack-of-fit (p > 0.05),
as well as the significance of associated factors. These models allowed a predictive analysis of
total mould and yeast, Fusarium sp., Penicillium sp. count and fumonisin production
projected at 20th day (ty). However, its application was restricted to the levels of the
parameters studied, i.e. set up at 20 to 30 °C, 15 to 25 % moisture content under 10* CFU g'1
of F. verticillioides. Mathematical models concerning Aspergillus sp. and yeast count were

not constructed, as these variable responses showed non-significant effect.

[Insert Table 1 about here]

3.1.3. Mathematical / statistical validation of the models
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Table 2 shows the validation data of the mathematical/statistical analyses, which
evaluated the performance of the developed mathematical models for mycoflora and
fumonisin By, B,, and total (FB; + FB;) production in corn. The variability of the data around
the center point did not differ from the variability in the experimental area in all the models,
i.e., the lack-of-fit was insignificant (p > 0.05). The mycoflora models showed an adequate
multiple correlation coefficient (R2 > 73 %; Table 2), and the best model explained 98.7 % of
data with the lowest residual mean for prediction of the total mould and yeast count, followed
by prediction of the Fusarium sp. count.

The bias factor values of the three models for predicting fungal count were close to 1,
corroborating good prediction capacity. The Fusarium sp. and Penicillium sp. models showed
bias factors higher than 1 (1.19 and 1.23, respectively, Table 2), indicating an underestimated
profile, i.e., predicted count by the models should be lower than the experimentally observed
count. The model predicting the total mould and yeast count reached the best accuracy factor
value, i.e. close to 1 (accuracy factor = 1.03, Table 2), an overestimated feature (bias factor
value < 1, Table 2), which indicated a safe model. The accuracy factors indicated that, on
average, the predictions differed from the observed data by 24 %, 26 % and 3 % for Fusarium

sp., Penicillium sp., and total mould/ yeast count, respectively.

[Insert Table 2 about here]

Regarding the models developed for fumonisin production, the FB, model was the
best, which explained 82 % of experimental data, with the lowest residual average (0.66) and
bias factor value (0.94), indicating overestimation of the predicted data, i.e., a safe model
(Table 2). However, this model showed the highest percentage of predictions that differed

from observed data (accuracy factor = 2.02, Table 2).
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3.1.4. Graphical validation of the models

Figures 2A and 2B show the observed data (fungal count and fumonisin production)
versus predicted data (responses by models), followed by corresponding normal distributions

of residues obtained from the respective equations.

Regarding the fungal counts (Figure 2A), the total mould and yeast count plot was the
best model, when the observed-data versus predicted by model (Figure 2Aa) and the
corresponding normal distribution of residues (Figure 2Ab) were analysed. That is, low
residue values from adjusting experimental data, which was demonstrated by the proximity of
the data-point to the equivalence line. This data agreed with the highest value of the multiple
correlation coefficient (RZ) and bias /accuracy factors closer to 1 (98.7 %, 0.99, 1.03,
respectively; Table 2). In contrast, the Penicillium sp. count plots concerning observed versus
predicted by model, and corresponding distribution of residues (Figure 2Ae,f) showed data far
from the equivalence line, when compared with other fungal models (Figure 2Aa,b and
2Ac,d). The fact corroborated that its accuracy factor was distanced from 1 (1.26, Table 2).
Regarding the models developed for fumonisin production (Figure 2B), the data indicated an
appropriate adjustment in the normal distribution of residues in the three predictive models,
which were close to the equivalence line. The model concerning FB, indicated better
predictive capacity, as its data were close to the tendency line in the experimental data versus

predicted plots (Figure 2Bi, when compared with FB; and FBy,; models (Figure 2Bg,l).

[Insert Figure 2 about here]
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3.1.5. Effect of moisture content and temperature on Fusarium sp., Penicillium sp., total

mould and yeast count and fumonisin production

The highest total mould, yeast and Fusarium sp. count occurred in grains submitted to
25 °C under 25 % moisture content (Figure 3a,b). F. verticillioides grew better at 25 °C when
compared to 20 °C and 15 °C, whereas the growth decreased at 30 °C (Alberts, Gelderblom,
Thiel, Marasas, Van Schalkwyk & Behrend (1990) and Velluti, Marin, Bettucci, Ramos &
Sanchis (2000). The moisture content affected the Fusaria growth more than temperature and
the last parameter in the developed mathematical model exerted a non-significant effect (p >
0.05, Table 1). This fact can be observed in the fungal count model coefficients (Table 1),
which showed higher absolute numerical values of moisture in the linear term, compared to
the temperature (X; = 2.867, total mould and yeast count model; X; = 1.698, Fusarium sp.
model; X, = 3.624, Penicillium sp. model, p < 0.01; Table 1). The positive sign of these
coefficients indicated a directly proportional relationship of moisture content with fungal
growth, agreeing with Figure 3a,b.

Regarding fumonisin, the highest production occurred in corn under 25 % moisture
content at 20 °C (Figure 3c,d). Emphasis should be targeted particularly on change of
affecting parameter, when compared with optimum Fusarium sp. growth. Contrasting with
the fungal growth data (Table 1, Figure 3a), the temperature was the independent variable that
affected the fumonisin production more than moisture content (p < 0.05, Table 1). According
to Table 1, the temperature X3 in linear term of the developed model showed a higher absolute
numerical coefficient, when compared with moisture content X;, and their significances p
(FB; model: X3 = -5.930, p < 0.01 and X; = 2.762, p< 0.05; FB, model: X3 =-1.356, p <

0.001 and X; =0.470, non-significant; FBu, model: X3=-5.374, p < 0.01 and X;=3.900, p <
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0.05). The negative sign of temperature coefficients indicated an inverse relationship of this
variable with fumonisin production, agreeing with Figure 3c,d.

Such a data suggested that factors essentially involved in growth, such as water
activity, could play a less important role in toxin biosynthesis at the stationary phase. In
contrast, factors such as climatic conditions, transport and drying processes could drastically
change the condition of the exposed grain, which can trigger the gene expression involved in
secondary metabolism (thermal shock, cutting the supply of nutrients by harvesting,

disruption of natural defence mechanisms and physiological processes of the plant).

[Insert Figure 3 about here]

3.2. Effect of thermal shock on optimal fumonisin production established by modelling

Simulation of drastic temperature-shock prior to the drying step was carried out on F.
verticillioides 103F growth, where the optimal fumonisin production (20 °C / 25 % moisture)
had been established by modelling (Figure 3c,d). Short-time temperature treatments simulated
the sporadic but drastic interference of climatic condition, which could occur prior to the
drying step. Such a drastic temperature change can be frequent in the current major corn
producing fields in Brazil (Instituto Tecnolégico SIMEPAR, 2010). The experimental design
was set up in naturally-contaminated corn (2007 crop sample) inoculated with strain 103F,
and sudden frost-condition (0; 5°C), as well as high-temperature (40 °C) was applied during
30 days continuous optimal incubation (Figure 1).

The initial profile of naturally-contaminated corn (tp) showed a total mould and yeast

count of 9.1 x 10° CFU g, with 3.99 pg g FB, and 2.12 ug g'1 FB,. Therefore, Fusarium sp.
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count and fumonisin profile were similar to the grains harvested in the 2005 crop, in which
the mathematical modeling was developed (Table 1).

Figure 4 compares the overall fungal counts versus fumonisin data at the two end-
points typ and t3p of the treatments T, to Ts. There was a gradual increase in the Fusarium sp.
count from 1.6 x 10° to 1.3 x 10’ CFU g (t0) and 8.5 x 10’ to 1.1 x 10’ CFU g (ts).
However, emphasis should be targeted on increased fumonisin level in treatment Ts when
compared with T, to T4 data, i.e., FB from 4.4 to 11.9 pg g'1 at tyg and then from 8.0 to 40.7
ug ¢ at t3o. The data also indicated that the application of the same themal shock time, but
performed at different stages of a constant incubation design, can result in different fumonsin
production (40 °C, T4 versus Ts). Therefore, Figure 4 shows that in simulating an experiment
of high temperature-shock (40 °C), an increased toxin peak of 40.7 pg g occurred if a sudden
40 °C-shock was applied after two-weeks growth at optimal condition (at 14th-15th day, Ts),
but not at the initial incubation (8.3 pg g, 2"-3" day, T4). Regarding the fungal growth, any

trend can be defined from projected graphics.

[Insert Figure 4 about here]

The developed modeling data (Figure 3a and Table 1) corroborated with the report on
increased F. verticillioides at 25 °C (Alberts et al., 1990; Velluti et al., 2000); when corn was
incubated at 30 °C, these authors reported reduction in growth, as well as toxin production
(Dilkin, Mallmann, Almeida, Stefanon, Fontana & Milbradt, 2002). Thus, in spite of
decreased Fusarium sp. growth and fumonisin production at constant 30 °C, the data shown in
Figure 4 suggested the awareness concerning increase / decrease of temperature due to
climatic shock on mature corn in the field, near the post-harvest or drying stage, which can

induce fumonisin production. The artificial drying of grain frequently uses temperatures
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above 40 °C (Portella & Eichelberger, 2002). In addition, a common post-harvest practice
used in grains with moisture levels ranging from 25 to 35 % has been drying in warehouses
with forced hot air for 48 to 72 hours to reach 13 % moisture content (Villela & Silva, 1992).
Such a drying practice combined with air temperature above 40 °C may trigger the secondary
metabolism.

The T4 showing low-interference in fumonisin level when 40 °C-shock was applied at
early incubation (2nd-3rd day) indicated that fungal growth was probably at the lag-phase
involving the enzyme induction of secondary metabolism. Sudden increase in fumonisin
production at late incubation (40 °C at 14th-15th day, Ts) suggested a prior adaptation —
stationary phase of growth. The physiologically mature grains exposed to stressful conditions
in field, followed by the transport and pre-drying stage, showed non-significant alteration in
fungal count (da Silva et al., 2008), but such factors were probably favorable to triggering the
fumonisin production. Regarding the ineffective effect of low-temperature applied at early
incubation (0 and 5 °C, T, and T3 Figure 4), further investigation should be performed using

late-incubation at low temperature experimental design.

4. Conclusion

The adjusted models would be useful tools to assure the conditions in fungal growth
and fumonisin production data, improving the understanding of variables involved in the corn
producing chain. The study concerning temperature-shock at different stages of incubation
under conditions pre-established by the models would allow further studies which should be

conducted amplifying the investigation parameters.
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Table 1. Coefficients of fungal count and fumonisin production models

Total moulds and Yeast FB,
Constant 7.7416 £0.1438  *** | 3233 +1.223 *
Linear terms (X)
X, 2.8675 £0.1761  *** | 2762+ 1.116 *
X5 1.320 +1.402 -
X3 0.3516 £0.1017  *** | 5930+ 1.933 *ok
Quadratic terms (Xz)
X, -1.9191 £0.2274  ***
X3 -0.8891 £0.2274  *** | 2896 £+ 1.655 -—-
Product of terms (X.X)
X2 . X 0.0883 +0.1017 *k 1 .3027+1.718 -
X . X3 0.3237 £0.1245 *k 1 .3766 +1.367 *
X; . X5 0.9887 £0.2157  ***
X2 . X; 2.868 +2.638  ---
X2 X5 -1.0770 £0.3134 ok
X5 . X3 -2.684 £1.116 *
Xs . X5 2.637+1.718  ---
Fusarium sp. FB,
Constant 3.9957 £0.2332  *kEk 1 1240+ 0.257 @ FE*
Linear terms (X)
X1 1.6983 +£0.1856  *** 0.470 £0.406  ---
X, 3.6563 £0.2332  ***k | (0.261 +£0.294 -
X3 0.0833 +0.1856 -— | -1.356+0.234  ***
Quadratic terms (Xz)
X1 -1.1444 £ 0.2856  **
X3 -0.9044 £ 0.2856  ** 0.805 +0.348 *
Product of terms (X.X)
X . X5 1.6983 £0.1856  *** | (0.395+0.234 -
Xi2. X, -0.9392 £0.2856  ** | -0.618 £0.361 ---
Xi. X3 -1.298 £0.287  ***
X, . X3 1.001 £0.497  ---
X5 . X3 -0.781 £0.234  **
X, . X5 -0.6992 + 0.2856 * 0.504 +0.361
Penicillium sp. FBiotal
Constant 6.3520 £0.5490  *** | 4473 +1.435 ok
Linear terms (X)
X1 3.6241 £0.5012  *** | 3900+ 1.310 *
X, -0.5968 +0.3702  --- 1.581 +1.647
X3 -5.374 £1.310  **
Quadratic terms (Xz)
X4 -1.7961 £0.7434 *
X3 3.701 £1.944 -
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*significant P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001; --- non-significant
X1 = moisture (15 — 25 %); X, = F. verticillioides (without inoculum - 10* propagules g'l); X3 = temperature (20
-30 OC); t0-
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Table 2. Validation indices for the performance of models for fungal count and fumonisin

production

Model (Y) MSE* La‘z}fr‘f,’,g'ﬁt (l;j) Bias factor e

Total moulds / yeasts 0.121 0.337 98.7 0.99 1.03

Fusarium sp. 0.4134 0.460 96.7 1.19 1.24

Penicillium sp. 3.0150 0.9869 73.3 1.23 1.26

FB, 14.957 0.1729 61.8 0.75 1.74

FB, 0.661 0.4866 82.0 0.94 2.02

FBiotal 20.618 0.2238 67.9 1.02 1.99

*MSE: mean squared error
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Figure 1. Experimental design to simulate the drastic temperature conditions prior to the
drying step in natural fresh corn (inoculated with F. verticillioides 103F and
incubated at optimal condition for fumonisin production determined by mathematical
modelling — 20 °C and 25 % moisture content).
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Figure 2. [A] - Observed data versus predictive responses by models and respective of model
plot residues concerning fungal counts: total moulds and yeasts (a/b), Fusarium sp.
(c/d) and Penicillium sp. (e/f). [B] - Observed data versus predictive responses by
models and respective model plot residues concerning fumonisin production: FB;
(g/h), FB, (i/j) and FBiota (I/m).
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Figure 3. Contour plot of moisture content (15, 20, and 25 %) versus temperature (20, 25, and

30 °C) on total mould and yeast growth (a), Fusarium sp. growth (b), fumonisins FB;
(c) and FB; (d) production.
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*Aspergillus sp.

Quantification in 20th day
—— Quantification in 30th day

Treatments:
1 = control (20 °C/ 25 %)
2 =0 °C (2nd — 7th day)
3 =5 °C (2nd - 7th day)
4 =40 °C (2nd - 3rd day)
5= 40 °C (14th — 15th day)

Figure 4. Fungal count and fumonisin levels on the 20th and 30th days of incubation in
treatments 1 (20 °C during all the experiment), 2 (0 °C, from the second to seventh
day of incubation), 3 (5 °C, from the second to seventh day of incubation), 4 (40 °C,
from the second to third day of incubation) and 5 (40 °C, from the fourteenth to
fifteenth day of incubation).
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5.2 Manuten-«o laboratorial na produ-«o de fumonisina por Fusarium verticillioides
isolado de intoxica-«0 animal

Laboratory maintenance in fumonisin production by Fusarium verticillioides isolated
from animal intoxication

LUCIANA PEREIRA BERND': ANGELICA TIEME ISHIKAWA'; THIAGO
MONTAGNER SOUZA', ANTONIO CARLOS GERAGE? ELISABETE YURIE
SATAQUE ONO?; ELISA YOKO HIROOKA'

RESUMO

Fumonisinas produzidas por Fusarium verticillioides, patégeno primario de milho,
desencadeiam patologias em humanos e animais. O trabalho teve como objetivo avaliar a
toxigenicidade (producdo de fumonisinas) em cinco cepas de F. verticillioides (103F, 113F,
119B, 119BR e 97K) submetidas a constantes repicagens desde o isolamento, com datas de
repicagem no periodo de estocagem de 1991 a 2007. Os sub-cultivos (20 cepas) foram
reativados em meio dgar batata dextrose e a toxigenicidade avaliada em substrato milho
incubando-se a 25 °C por 15 dias. No decorrer destes anos de repicagem-estocagem, F.
verticillioides testadas mantiveram producdo de niveis detectdveis de fumonisina, sendo que
90 % das cepas produziram FB; (0,28 a 2610,6 ng g'l) e 85 %, FB, (0,03 a 781,1 pg g'l); duas
cepas apresentaram-se negativas perante producdo de fumonisinas. Nao obstante, o
decréscimo drastico na toxigenicidade das cepas sugere o efeito de repicagens aliado a
estocagem das cepas na expressdo de enzimas envolvidas na biossintese de metabolitos
secundarios, indicando a necessidade de avaliar as caracteristicas das culturas antes de
proceder qualquer ensaio experimental toxicoldgico.

Palavras-chave: Fumonisinas, Fusarium verticillioides, cepas, milho.

ABSTRACT

Fumonisins produced by Fusarium verticillioides are responsible for causing diseases in
humans and animals. The study aimed to evaluate the total production of fumonisins (FBt) in
5 strains of F. verticillioides (103F, 113F, 119B, 119BR e 97K), which had been constantly
subcultured from 1991 to 2007. Subcultures were grown in potato dextrose agar and
toxigenicity evaluated in corn substrate incubating at 25 °C during 15 days. Values found
ranged from N.D.- 1259.1 png g'1 and N.D. - 514.02 pg g’ range of FB; and FB,,
respectively; two strains lost the capacity to produce fumonisin. The great difference found in
the toxin production by different strains may be related to mutations due to long storage time
and the constant plating. Evaluation of strains characteristics is necessary to experimental
toxicological tests.

Key words: Fumonisins, Fusarium verticillioides, strains, corn.
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INTRODUCAO

A conservacdo da viabilidade e das caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas é um
requisito fundamental na preservacdo de microrganismos. Os fungos filamentosos em cultivo
sob constante repicagem apresentam uma elevada tendéncia para a mudanca espontanea, seja
morfoldgica (setorizagdo, por exemplo) ou fisiolégica (producdo de metabdlitos secundérios),
provavelmente relacionada as condi¢des de cultura, aliados ao nimero de geracdes (SANTOS
etal.,2002).

Inimeros métodos disponiveis para a conservagao microbiana dependem da natureza do
organismo e sua futura utilizacdo (RYAN et al., 2002). Os critérios para a escolha do método
de conservagdo de uma cole¢do fungica dependem da estrutura e recursos disponibilizados
pelo laboratério, e também de uma avaliacdo prévia dos microrganismos de interesse, uma
vez que estes apresentam diferentes comportamentos frente aos diversos meios de
preservacdo. Dentre os métodos de conservacdo, citam-se os repiques sucessivos em meio de
cultura para manter a viabilidade celular. Todavia, as miltiplas transferéncias afetam a
integridade genética original e, muitas caracteristicas podem ser modificadas ou perdidas por
muta¢do (AZEVEDO, 1991).

Tradicionalmente, a avaliacdo rotineira de cultura flingica em estoque envolve
estimativa da viabilidade, observacdo das caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas, com
atencdo especial a manutencdo da toxigenicidade, devido a importancia em pesquisas
referentes a seguranca alimentar. Entre os fungos micotoxigénicos da cadeia produtiva de
milho, o Fusarium verticillioides destaca-se na pds-colheita nas imediagdes da fase de pré-
secagem, por gerar perdas no rendimento, valor nutricional, além de qualidade fitossanitaria
devido a producdo de fumonisinas (MUNKVOLD & DESJARDINS, 1997).

A infeccdo por Fusarium spp. em milho e a contaminacdo por fumonisinas sio

influenciadas por diferentes parametros, incluindo condi¢des ambientais (clima, temperatura,
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umidade), ataque por insetos e manipulacdo do produto pré e pds-colheita (SWEENEY &
DOBSON, 1998; FANDOHAN, HELL, MARASAS, 2003).

Fumonisinas produzidas por F. verticillioides, F. proliferatum, F. nygamai e Alternaria
spp. sdo toxinas de cardter polar com férmula empirica de Cs4HsoNOys, contendo diéster de
propano-1,2,3-acido tricarboxilico e 2-amino-12,16-dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxieicosano
(BEZUIDENHOUT et al., 1988). Os 28 andlogos de fumonisinas isolados e caracterizados
enquadram-se em categorias A, B, C e P, sendo que o andlogo B (FB) compreende as trés
fumonisinas de importancia toxicoldgica (FB;, FB, e FB3). A FB, corresponde a 70 a 80 %, FB,
de 15 a 25 % e FB3de 3 a 8 % do total de fumonisinas produzidas em milho, arroz ou meio
liquido (RHEEDER, MARASAS, VISMER, 2002). A fumonisina € classificada no grupo 2B,
ou seja, possiveis carcindgenas ao homem pela Internacional Agency for Research on Cancer
(IARC, 1993) e, tem sido relacionada a provavel cancer esofagico em Transkei (Africa do Sul),
China e norte da Itdlia (FAO, 2001). Na patologia animal, a fumonisina tem sido responsavel
pela leucoencefalomaldcia eqiiina (SYDENHAM et al., 1992), edema pulmonar em suinos,
hepatocarcinogenicidade e hepatoxicidade em ratos (GELDERBLOM et al, 2004),
carcinogenicidade em roedores (VOSS er al., 2002), reducdo da viabilidade e atividade
fagocitica de macréfagos em aves (CHATTERJEE; MUKHERIJEE, 1994).

O presente estudo analisou a producido de fumonisina (FB; e FB,) em cinco cepas de F.
verticillioides isoladas em 1991 de racdo animal, submetidos a sucessivos subcultivos, com

diferentes datas de reativacdo para nova estocagem até o ano de 2007.

MATERIAL E METODOS

Substrato
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O substrato utilizado para avaliar a toxigenicidade consistiu de milho hibrido simples
P30F53 (Pioneer®), cultivado na safra 2007, disponibilizado pelo Instituto Agrondmico do

Parana (JAPAR-PR).

Fusarium verticillioides

F. verticillioides cepas 97K (1 cepa), 103F (14 cepas), 113F (3 cepas), 119B (1 cepa) e
119BR (1 cepa) com datas de repique entre 1991 a 2007, pertencentes a colecio de cepas do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina
(UEL), foram originalmente isoladas de ra¢des envolvidas em surtos de intoxicacdo animal no

ano de 1991 no Estado do Parana.

Procedimento operacional

As cepas de F. verticillioides foram isoladas de ra¢des animais em 1991, empregando
agar peptona pentacloronitrobenzeno (PPA, NASH; SNYDER, 1962), dgar peptona dichloran
cloranfenicol (DCPA, ANDREWS; PITT, 1986) e PCNB 2-amino butano (PAB, JEFFERIS;
BOYD, 1984). Volume de 0,5 mL da suspensdo de racdo diluida em dgua peptonada 0,1 %
(10" a 10™) foi plaqueada na superficie de 4gar em duplicata e, 5 a 10 colOnias representativas
de Fusarium sp. em cada plaqueamento foram transferidas para tubo contendo dgar batata
dextrose inclinado, para proceder cultura monoespdrica. A cepa oriunda da cultura
monoespdrica foi inoculada em carnation leaf 4dgar - CLA (FISHER er al., 1982),
selecionando-se 42 cepas para prosseguir com identificagcdo microscopica (NELSON et al.,
1983). A toxigenicidade de cepa foi avaliada imediatamente inoculando-se 10° propégulos
mL" em placa de Petri (90 x 20 mm) contendo 10 g de milho triturado e 10 mL de 4gua
destilada, submetidos previamente a duas autoclavagens (121 °C/30 min). As culturas foram

incubadas a 25 °C por duas semanas e a fumonisina quantificada por CLAE. Ao longo dos
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anos seguintes, as mesmas cepas reativadas-repicadas permaneceram a 4 °C no meio agua
batata dextrose. Vinte destes sub-cultivos foram ativados em 2007 em 4gar batata dextrose
inclinado a 25 °C por 15 dias e, a producao de fumonisina avaliada conforme efetuado no ano
de 1991, exceto o cultivo das placas de Petri que foram substituidas por frasco erlenmeyer de

100 mL.

Determinagdo de Fumonisinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinacdo de fumonisinas foi realizada por CLAE de acordo com a metodologia
descrita por Shephard et al. (1990), modificada por Ueno et al. (1993). Para extracdo, um
volume de 30 mL de metanol: dgua (3:1, v:v) foi adicionado a 10 g de amostra triturada (50
mesh), seguido de agitacdo a 150 r.p.m. por 1 hora a 10 °C (incubadora refrigerada
Marconi®). Apés filtracdo, foi aplicado 1 mL do extrato bruto em coluna de troca anidnica
Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda, Irlanda) previamente acondicionada com 5 mL
de metanol, seguidos de 5 mL de metanol:dgua (3:1, v:v). Posteriormente, foram aplicados 6
mL de metanol:dgua (3:1, v:v), seguidos de 3 mL de metanol. As fumonisinas foram eluidas
com 10 mL de solucdo de acido acético 0,5 % em metanol e o eluato seco a 40 °C. O residuo
foi ressuspenso em 2 mL de metanol:dgua (3:1, v:v), seco sob gis N, a 40 °C e novamente
ressuspenso em 800 puL de metanol:dgua (3:1, v:v). Uma aliquota de 200 uL foi transferida
para tubo e seca em gas N, a 40 °C. Os tubos com 200 pL secos foram ressuspensos em 100
pL de acetonitrila:dgua (1:1), derivatizados com 200 pL. de o-phtaldialdeido (40 mg OPA, 1
mL de metanol, 5 mL de borato de sédio 0,1 mol L' e 50 pL de 2- mercaptoetanol) e as
injecdes foram feitas dentro de 1 min em CLAE. Fumonisinas foram analisadas em sistema
isocrético de fase reversa C;g por CLAE (bomba LC-10 AD e detector de fluorescéncia RF
535, Shimadzu, Japdo), usando coluna Luna 5 p (4,6 x 250 mm; Phenomenex®, EUA). Foi

utilizado comprimento de onda de 335 nm e 450 nm de excitacdo e emissdo, respectivamente.
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A fase moével consistiu de metanol: fosfato de sédio (CH;0H:Na,HPO4) 0,1 M (80:20, v:v)
ajustado com dcido o-fosférico a pH 3,3, fluxo de 1 mL min’'. Os limites de deteccdo de FB;

e FB, foram de 27,5 e 35,3 ng g'l, respectivamente.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra o nivel de fumonisina produzida no substrato milho por 42 cepas de
F. verticillioides monoesporadas de racdo envolvida em intoxicacdo animal, no estigio de
recém-isolamento em 1991. O elevado nivel produzido atingiu faixas de 9,32 a 54,21 mg g'
de FB; e 3,88 a 34,92 mg g'1 de FB,, com énfase a cepa 113F, com 89,13 mg g'1 de

fumonisina total.

Inserir Tabela 1

Procedendo a andlise de toxigenicidade, no ano de 2007, em 20 cepas de F.
verticillioides originalmente isoladas em 1991 e mantidas sob sucessivos subcultivos, 90 %
das cepas produziram niveis detectdveis de FB; (0,28 a 2610,6 pg g'l) e 85 %, de FB, (0,03 a
781,1 png g'l), porém duas cepas perderam a capacidade de producdo (Tabela 2).
Conseqilientemente, no decorrer de dezesseis anos de sucessivas repicagens, as cepas de F.
verticillioides que mantiveram maior toxigenicidade (> 1000 pg g') foram a 103F
(codificacdo 9 e 14), 119BR (codificagdo 18), 97K (codificacdo 20), com producdao de
fumonisina total (FB) de 1662,73; 3391,72; 1000,43 e 1685,19 g g'l, respectivamente
(Tabela 2). As cepas 113F e 119B (codificacao 15, 16, 17 e 19) reduziram a capacidade de

producdo de fumonisinas, atingindo a faixa de nao detectdvel (N.D.) a 0,34 ng g'l.
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FBioa1 analisada em 2007 apresentou decréscimo de 96,3 %, 92,4 %, 96,8 % e 95,4 %
nas cepas codificadas 9, 14, 18 e 20, respectivamente, em relacdo a mesmas cepas em 1991

(Tabela 2).

Inserir Tabela 2

DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra alta toxigenicidade das cepas de F. verticillioides recém-isoladas de
alimentacdo envolvidas em intoxicagdo, atingindo concentracio em nivel de mg de
fumonisina. Salienta-se a preocupante alta toxigenicidade em isolados obtidos da principal
regido produtora de milho do Brasil, com nitida superioridade aos dados de Leslie et al.
(1992), que, avaliando a producdo de fumonisinas em cepas de Fusarium, detectaram niveis
de 307,0 a 4425,0 pg g'l. Almeida et al. (2000), estudando 66 amostras de trés hibridos de
milho recém-colhidos, provenientes de trés regides do Estado de Sdo Paulo - Brasil (Assis,
Capao Bonito e Ribeirdo Preto), detectaram fumonisina em todos os 40 isolados de F.
verticillioides, variando de 20 a 2168 mg g (FB;) e 10 a 380 mg g'1 (FB;). Em condi¢do
laboratorial, a alta concentracdo de fumonsina pode ser atingida em graos de milho estéreis
sob alta umidade inoculados com F. verticillioides, sendo também dependente de cepa
empregada (NELSON et al., 1991).

Ap6s o isolamento de F. verticillioides em 1991, a cepa 113F foi selecionada como
padrao de toxigenicidade para estudos subseqiientes (BUIM et al., 1999). No entanto, as
sucessivas repicagens-estocagem sob refrigeracdo em substrato ndo usualmente envolvido em
intoxicacdo (meio agar batata dextrose) provavelmente afetaram a toxigenicidade de cepas. A
Tabela 2 evidenciou que as cinco cepas de F. verticillioides isoladas em 1991 (103F, 113F,

119BR, 119B e 97K) reduziram drasticamente a producao de fumonisina em 2007, ainda que
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mantidas sob mesmas condig¢des, apresentando producao de toxina entre N.D.- 2610,6 ug g B
e N.D. - 781,1 pg g’ de FB; e FB,, respectivamente. Apesar da semelhanca no perfil
morfolégico entre cepas de uma espécie, uma ampla variabilidade na produgao quantitativa de
metabdlitos secunddrios pode ocorrer com um isolado especifico cultivado sob mesma
condicdo experimental (HORNOK et al., 2007).

Considerando que a cepa 103F manteve maior toxigenicidade na avaliacdo realizada
no ano de 2007 (Tabela 2), substituiu-se a cepa 113F por esta nos experimentos posteriores
(ITANO et al., 2008; BERND et al., 2008). A diferenca na producio de fumonisinas entre as
cinco cepas de F. verticillioides, principalmente entre os 14 subcultivos de 103F (0,85 —
3391,72 pg g'1 de FBua1) ocorreu devido a constantes repicagens seqiienciais, aliado ao tempo
prolongado de armazenamento, repercutindo provavelmente na patogenicidade (Tabela 2).

O subcultivo no meio esterilizado tem sido método simples e comum na manutengao de
viabilidade celular, mas com possibilidade de alteracdo morfoldgica e/ou fisioldgica aliado a
perda de patogenicidade original (FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1975). Recomenda-se iniciar
a cultura com conidio monoespdrico, assim como evitar meio rico em carboidrato para manter
a estabilidade genética (NELSON, 1992).

Autores tém registrado diferencas na estabilidade pds-preservacdo. Conforme Kuhls;
Liekfeldt; Borner (1995), cepas idénticas de Trichoderma oriundas de diferentes centros de
pesquisa apresentaram desvios genéticos na andlise por PCR. Kelly et al. (1994)
demonstraram deterioracdo devido a conservagdo num isolado de F. oxysporum f.sp. ciceris
mantido por 12 anos, por fingerprints ndo estar em conformidade com fingerprints tipicos do
PCR da espécie. Ryan; Smith (2004) relataram variacdo morfolégica de F. oysporum
conservados por 2 anos sob criopreservacao e estocagem em dgua. Subcultivos repetitivos de
mono e multiesporos de Verticillium lecanii em diferentes 4gars causaram mudangas

fisiologicas e morfoldgicas, sem afetar a viruléncia (HALL, 1980).
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O presente estudo demonstrou diferentes niveis de fumonisinas produzidos por
diferentes cepas de F. verticilliodes, provavelmente afetada por inadequagdo no subcultivo,
aliado ao longo periodo de manutencdo sob esta condi¢do. O género Fusarium, em cultivo,
apresenta variabilidade morfoldgica e, repiques repetitivos em meios de cultura laboratorial
podem desencadear mutacdo (ABRAMSON et al., 1998). Kim (1997) observou setorizagao,
variacdo morfoldgica e pigmentacdo em cultura de F. oysporum submetido a repicagens
sucessivas. Ryan er al. (2002) observaram comportamento similar em outros géneros
fingicos, i.e. a formagdo de setores em Mertarhizium anisopliae, que diferiram da cultura
parental na morfologia, producdo de enzimas, metabdlitos secundarios e reducdo da
esporulacao.

Ryan; Smith (2004) sugeriram o emprego de métodos baseados em subcultivo continuo
acoplado a estocagem em 6leo, dgua, areia/ solo ou silica gel em caso de auséncia de alternativas.
Os micologistas optam pela conservacdo sob liofilizagdo, ou criopreservacao na fase vapor do
nitrogénio liquido (POLGE; SMITH; PARKES, 1949; HWANG 1960; TAN 1997; SMITH;
RYAN, 2004).

A estabilidade de isolados flingicos perante toxigenicidade em cultura é imprescindivel
para garantir os resultados experimentais, sendo que a cole¢do de culturas desempenha papel

imprescindivel para o patrimonio bioldgico.
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Tabela 1. Produ¢do de fumonisina em cepas monoesporadas de F. verticillioides recém-
isoladas de ra¢Oes envolvidas em intoxicagdo animal, 1991
F. verticillioides

Intoxicagdo Racdo — T
animal Cepas Fumonisinas (mg g )
Composicio Codificacdo P FB, FB, FBotal
97H 33,13 14,24 47,37
971 35,82 13,36 49,18
Cavalo Espiga de milho 97 97J 3447 987 4434
97K 25,76 11,03 36,79
97L 31,47 13,50 4497
103A 3231 10,07 42,38
103F 33,04 11,58 44,62
Cavalo  Residuodemilho 103 103G 31,83 914 40,97
103H 28,21 9,07 37,28
103BR 23,48 5,00 28,48
104B 27,55 10,37 37,92
104D 21,55 8,72 30,27
Cavalo  Residuodemilho 104 104E 2089 809 2898
104Ga 22,40 9,17 31,57
104Gb 23,15 9,18 32,33
113B 29,49 9,71 39,20
113E 26,8 9,70 36,50
Cavalo  Residuo de milho 113 113F 5421 3492 89,13
113G 22,17 8,22 30,39
113BR 19,53 6,46 25,99
118 39,11 17,49 56,60
118C 36,11 9,60 45,71
Aves Milho 118 118D 2572 935 3507
118F 3793 15,86 53,79
118BR 9,32 3,88 13,20
119B 23,53 10,20 33,73
119C 26,63 9,19 35,82
o 119E 39,67 8,27 47,94
Aves Ragdo mista 119 119Fa 37,19 11,60 48,79
119Fb 32,08 5,13 37,21
119BR 24,52 6,63 31,15
162A 34,82 11,39 46,21
162B 3495 13,24 48,19
. 162C 32,64 10,50 43,14
Aves Milho 162 162D 3520 11,80 47,00
162E 35,81 11,68 47,49
162BR 23,24 4,32 27,56
164A 34,14 11,40 45,54
164B 26,98 10,0 36,98
Aves Racgdo mista 164 164E 27,26 9,62 36,88
164G 15,5 4,14 19,64

164H 12,09 5,84 17,93
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Tabela 2. Reducao da toxigenicidade em F. verticillioides submetidas a repiques-estocagem a
4 °C até 2007 em relacdo a mesmas cepas recém-isoladas em 1991

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

N.D. = ndo detectdvel, isto €, abaixo do limite de deteccio do método para FB, e FB,, 27,5 e 35,3 ng g'l,
respectivamente.
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5.3 Efeito de Fatores bi-ticos e abi-ticos na produ-«o de fumonisina e no crescimento de

Fusarium verticillioides

RESUMO

Fusarium verticillioides é uma espécie fungica amplamente disseminada em grios de milho e
produtora de fumonisinas, as quais representam riscos a saide humana e de animais. Em vista
da exigéncia quanto ao controle de micotoxinas, estudos centrados nos pontos criticos de sua
producdo tornam-se de importancia fundamental. O trabalho objetivou descrever a melhor
condi¢do para produ¢do de fumonsinas e crescimento fingico em funcdo do hibrido de milho
(Tork e P30F53), cepa de F. verticillioides com diferentes datas de repique (103F- A, repique
em 2007 e 103F-B, repique em 2008), composi¢cdo de meios de cultura utilizados para
crescimento da cepa (A e B) e substrato submetido ou nao a tratamento térmico (121 °C/20
min). Para tal, procedeu-se com um delineamento fatorial 24, totalizando 16 tratamentos, os
quais foram realizados em réplica. Os graos foram avaliados antes e ap6s o periodo de ensaio
(20 dias), procedendo-se andlises micoldgicas e quantificacdo de fumonisinas. A composi¢ao
dos meios de cultura e as cepas de F. verticillioides nao apresentaram influéncia significativa
(p>0,05) no crescimento fungico e na producdo de fumonisinas. O tratamento térmico
resultou na eliminagcdo aparente da micobiota natural presente nos graos de milho e sua
aplicagdo resultou em aumentos significativos (p<0,05) na producdo de fumonisinas € no
crescimento flingico, exceto para Aspergillus spp. e total de bolores e leveduras. Observaram-
se diferencas significativas no crescimento de leveduras e na producdo de fumonsinas B, e
total em relacdo aos hibridos de milho, sendo os maiores niveis encontrados no Tork. Os
resultados apontam as condi¢des favordveis para o desenvolvimento da micobiota e produgdo
de fumonisinas em graos de milho para prosseguimento do estudo da dindmica da producgao
desta toxina.

Palavras-chave: micoflora, milho, hibrido, cepa.

ABSTRACT

Fusarium verticillioides is a fungus widespread in corn and producer of fumonisins, which
cause diseases in human and animals. Concerning mycotoxins control, studies on critical
points of its production become crucial. This study aims to describe the best condition for
fumonisins production and fungal count concerning corn hybrid (Tork and P30F53), F.
verticillioides strain with different culture dates (103F- A, subcultured in 2007 and 103F-B,
subcultured in 2008), marks of culture medium used for strain growth (A and B) and substrate
corn subjected or not to heat treatment (121 °C/ 20 min). A 2* factorial design was conducted,
totaling 16 treatments, which were made in reply. The grains were evaluated before and after
the incubation time (20 days), proceeding mycological analysis and fumonisins
quantification.The marks of culture medium and F. verticillioides strains did not influence
significantly (p> 0.05) fungal count and fumonisins production. The heat treatment resulted in
the apparent elimination of the natural mycoflora present in corn grains, and it application
provided significant increases (p <0.05) on fumonisins production and fungal count, except
for Aspergillus sp. and total molds/ yeasts. There were significant differences in yeasts count
and fumonisins B; and total production to corn hybrids, being the highest levels in Tork
hybrid. The results indicate favorable conditions for the mycoflora growth and fumonisin
production on corn grain for further studies of dynamic of fumonisin production.

Key words: mycoflora, corn, hybrid, strain.
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1. Introducao

O milho € um dos cereais mais cultivados em todos os continentes e é estratégico na
agropecudria brasileira, sendo que cerca de 82 % de todo o milho produzido internamente €
consumido sob a forma de racdo, enquanto seu processamento em alimentos destinados ao
consumo humano esta estdvel desde o inicio da década de 80, em 13 % da produgdo total
(ABIMILHO, 2010). Segundo a CONAB (2010), a safra nacional de milho 2009/2010 deve
alcancar a produgdo de 51,3 milhdes de toneladas, sendo a produg@o nacional total de graos
estimada em 143,95 milhdes de toneladas.

Alguns fatores inerentes a producdo afetam a qualidade do milho, a exemplo da
prépria cultivar, solo, fertilizacdo, condi¢des climdticas desfavoraveis, danos mecanicos,
secagem inadequada, armazenamento improprio, pragas € contaminagao por microrganismos
e micotoxinas (LAZZARI, 1997).

Tratando-se de cultivar, a necessidade de aumento da produtividade submeteu o milho
a um intenso processo de melhoramento genético, resultando em diversos hibridos comerciais
desenvolvidos especialmente para locais especificos e regionais. Aliado ao bom desempenho
agrondmico dos hibridos, outro fator importante para obtencdo de altas produtividades € a
resisténcia destes materiais a incidéncia de determinados patégenos (ABIMILHO, 2010;
SANTOS et al., 2002a).

Dentre os microrganismos contaminantes de milho, destacam-se os fungos
micotoxigé€nicos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, os quais sao responsaveis
pela grande maioria das micotoxinas conhecidas. Enquanto as espécies de Penicillium e
Aspergillus sdao mais comumente encontradas como contaminantes de produtos durante a
secagem e armazenamento, as espécies de Fusarium sdo patégenos da planta, que produzem
micotoxinas antes ou imediatamente apds a colheita (SWEENEY; DOBSON, 1998).
Fusarium verticillioides destaca-se pela maior incidéncia em milho e pela producido de
metabdlito secunddrio téxico pertencente ao grupo das fumonisinas, as quais causam
micotoxicoses em animais. Estudos epidemiolégicos também tem demonstrado associacdo
positiva entre a exposicdo a dieta com fumonisina e aumento do risco de cancer em seres
humanos (FRANCESCHI et al., 1990; CHU; LI, 1994; RHEEDER et al., 1992;
SYDENHAM et al., 1990).

O crescimento flingico e a produc¢do de micotoxinas sdo resultados da interagdo de
muitos fatores e, portanto, um entendimento de cada fator envolvido € essencial para

compreender o processo global e prevenir a producdo de micotoxinas (CHARMLEY;
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ROSENBER; TRENHOLM, 1994). As condi¢des ambientais t€m um impacto importante
sobre o crescimento de fungos e desempenham um papel fundamental na epidemiologia de
micotoxicoses. Além disso, a produgao de micotoxinas € geneticamente regulada em resposta
as condicdes ambientais (HOLLINGER; EKPERIGIN, 1999). Temperatura e disponibilidade
de dgua sdo os principais fatores ambientais que influenciam o crescimento e interacdo entre
Fusarium spp. e outros fungos (MARIN et al., 1998a). Regides tropicais e subtropicais sio as
mais favordveis para o desenvolvimento fingico em cereais e producdo destas toxinas
(CAHAGNIER; MELCION; RICHARD-MOLARD, 1995).

Em amostras in natura, as concentragdes de fumonisinas tém sido normalmente abaixo
de 10 pug g' (MORENO et al., 2009; VANARA; REYNERI; BLANDINO, 2009;
CASTELLS et al., 2008). Porém, sob condi¢cdes laboratoriais, altas concentracdes de
fumonisinas podem ser obtidas inoculando F. verticillioides em milho estéril com altos
conteddos de umidade. A quantidade de fumonisina também ¢é dependente da cepa flngica
empregada no cultivo (NELSON er al., 1991; TSENG et al., 1995; VISCONTI; DOKO,
1994). No entanto, fungos toxigénicos filamentosos cultivados em cultura apresentam uma
elevada tendéncia para a mudanca espontanea, seja morfoldgica (setorizagdo, por exemplo) ou
fisiolégica (producdo de metabdlitos secundarios, por exemplo). As variagdes talvez sejam
relacionadas as condi¢des de cultura e também ao nimero de geracdes (SANTOS et al.
2002b).

Neste trabalho foi avaliada a influéncia de fatores bidticos (hibrido de milho e cepa de
F. verticillioides com diferentes datas de repique) e abidticos (composi¢dao de meio de cultura
utilizado no crescimento da cepa e aplicacdo de tratamento térmico aos graos de milho) no
crescimento de F. verticillioides e producdo de fumonisinas para prosseguir, em trabalhos

futuros, com o estudo da dindmica da producao desta toxina.

2. Material e Métodos

2.1. Hibridos de milho

A matéria-prima utilizada no trabalho foi milho do hibrido simples Tork (Syngenta®),
e do hibrido simples P30F53 (Pioneer®), ambos cultivados na safra 2007 e disponibilizados
pelo Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR-PR).

2.2. Cepa fiingica
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Cepa fingica de F. verticillioides 103F utilizada no estudo, pertence a colecdo de
cepas isoladas de ragdes envolvidas em surto de intoxicacdo animal ocorrido em 1991 no
Estado do Parand, do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos — Universidade Estadual de Londrina — UEL. Foram utilizadas duas culturas
desta cepa com datas de repique diferentes, sendo uma de 2007 (cepa 103F — A) e outra de
2008 (cepa 103F — B), das quais foram preparadas suspensdes de propagulos em 4gua

destilada contendo 0,1 % de Tween 80, ambos estéreis, obtendo-se a concentragao de 2,33 x

7
10 propéagulos mL™".

2.3. Meios de cultura

Foram utilizadas duas marcas comerciais (A e B), com composi¢des diferentes, do
meio de cultura dgar batata dextrose, no qual se procedeu ao crescimento da cepa de F.
verticillioides pré-inocula¢do no milho. A composi¢do (g L) do meio da marca “A” foi:
Infusdo de batatas = 200 g, Dextrose = 20 g, Agar = 15 g; e o da marca “B” foi: Infusdo de
batatas = 300 g, Dextrose =20 g, Agar =15 g.

2.4. Procedimento operacional

Uma por¢ao de 500 g de graos milho, submetida ou ndo a tratamento térmico a 121
°C/ 20 minutos em calor imido, teve a umidade ajustada para 25 % adicionando-se dgua
destilada estéril. Uma aliquota de 1 mL da suspensao de propagulos foi inoculada nos graos,
sendo que a fim de evitar-se o aumento da atividade de 4dgua do meio no momento da
inoculagdo e para proporcionar melhor distribuicdo dos propdgulos fungicos, adicionou-se
0,75 g de solo estéril de granulometria 20 pum (PALACIOS-CABRERA et al., 2001; BERND
et al., 2008). Posteriormente, os graos de milho foram incubados a 20 °C por 20 dias, sendo
esta a temperatura 6tima para producdo de fumonisina relatada por Bernd et al. (2008) apds

validacdo de modelagem matematica.

Procedeu-se com um delineamento fatorial 24, totalizando 16 tratamentos, os quais
foram realizados em réplica. No planejamento, as varidveis independentes consistiram de dois
hibridos de milho (Tork e P30F53), as duas composi¢des de Agar Batata Dextrose (A e B),
nas quais o cultivo foi ativado; as duas cepas de F. verticillioides com diferentes periodos de
repique (103F-A, repique em 2007 e 103F-B, repique em 2008) e contamina¢do dos graos de
milho (graos submetidos a tratamento térmico a 121 °C/20 minutos e graos nao submetidos a

este tratamento, ou seja, com sua micobiota natural). Os frascos contendo os graos foram
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homogeneizados manualmente a cada 7 dias para melhor dispersdo fingica. Os graos foram

avaliados antes (tempo zero — tO) e apds o periodo de ensaio (20 dias - tzo)’ procedendo-se

andlises microbioldgicas e quantificacdo de fumonisinas. Os niveis e fatores do planejamento
fatorial aplicado estdo expressos na Tabela 1. Para fins de andlise estatistica, utilizou-se o
programa “Statistica, versdao 6.0” e, procedeu-se com a conversao em escala logaritmica para

os resultados referentes a contagem fingica.

2.5. Andlises Microbiologicas —Contagem de bolores e leveduras

Decorridos os 20 dias de incubacdo, as amostras de milho foram trituradas e
preparadas dilui¢des seriadas (10" a 10°) em agua peptonada 0,1 %. Uma aliquota de 0,1 mL
de cada diluicdo foi plaqueada em agar batata dextrose (BDA), acidificado a pH 4,0 com
acido tartdarico. As placas foram incubadas a 25 °C por 5 dias. Apds contagem total de
colonias fungicas, os géneros foram identificados de acordo Nelson; Toussoun; Marasas

(1983) e Samson; Hoeskstra; Frisvad (1995).

2.6. Determinagdo de Fumonisina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinacdo de fumonisinas foi realizada por CLAE de acordo com a metodologia
descrita por Shephard et al. (1990), modificada por Ueno et al. (1993). Para extragdo, um
volume de 30 mL de metanol: dgua (3:1, v:v) foi adicionado a 10 g de amostra triturada (50
mesh), seguido de agitacio a 150 r.p.m. por 1 hora a 10 °C (incubadora refrigerada
Marconi®). Apés filtracdo, foi aplicado 1 mL do extrato bruto em coluna de troca anidnica
Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda, Irlanda) previamente acondicionada com 5 mL
de metanol, seguido de 5 mL de metanol:dgua (3:1, v:v). Posteriormente, foram aplicados 6
mL de metanol:dgua (3:1, v:v), seguidos de 3 mL de metanol. As fumonisinas foram eluidas
com 10 mL de solugdo 4cido acético 0,5 % em metanol e o eluato seco a 40 °C. O residuo foi
ressuspenso em 2 mL de metanol:dgua (3:1, v:v), seco sob gis N, a 40 °C e novamente
ressuspenso em 800 pL. de metanol:dgua (3:1, v:v). Aliquotas de 200 pL foram secas em gds
N, a 40 °C. Uma aliquota de 200 pL foi ressuspensa em 100 pL. de acetonitrila:dgua (1:1),
derivatizada com 200 pL de o-phtaldialdeido (40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de
borato de sédio a 0,1 mol L' e 50 uL de 2- mercaptoetanol) e as inje¢des foram feitas dentro
de 1 min em CLAE. Fumonisinas foram analisadas em sistema isocrético de fase reversa por
CLAE (bomba LC-10 AD e detector de fluorescéncia RF 535, Shimadzu, Japao), usando

coluna Cig Luna 5 p (4,6 x 250 mm; Phenomenex®, EUA). Foi utilizado comprimento de
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onda de 335 nm e 450 nm de excitacdo e emissdo, respectivamente. A fase mével consistiu de
metanol: fosfato de sédio (CH3;OH:Na,HPO,4) 0,1 M (80:20, v:v) ajustado com é&cido o-
fosférico a pH 3,3, fluxo de 1 mL min™". O limite de deteccao de FB; e FB, foi 27,5 e 35,3 ng

-1 .
g, respectivamente.

3. Resultados e Discussao

A Tabela 2 apresenta o perfil inicial (tempo zero- t;) da micobiota fingica e
contaminac¢do natural por fumonisinas dos hibridos de milho, Tork e P30F53, destinados ao
presente estudo, comparando os graos submetidos ou ndo ao tratamento térmico (121 °C/ 20
min).

Os dois hibridos de milho estudados no presente trabalho mostraram-se similares entre
si em relacdo a contaminagdo flngica. Contaminagdo inicial por Fusarium spp., Penicillium
spp. e Aspergillus spp. também foi encontrada por Moreno et al. (2009) em milho
proveniente das safras de 2003 e 2004 da regido Norte do Parand; e por Richard ef al. (2007),
0s quais investigaram a micoflora de milho seco armazenado em silo na Franca. Estes também
foram os géneros mais freqiientes encontrados em amostras de milho provenientes de Buenos
Aires, Argentina, no periodo de 2005-2006, nas faixas de 10" a 10° UFC g"' (ROIGE et al.,
2009). Almeida et al. (2000) identificaram a contaminacdo fingica de trés hibridos de milho
recém-colhidos em trés regides do Estado de Sdao Paulo, onde a populacdao era composta
principalmente dos géneros Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp.

A contagem de Fusarium spp. (1,5)&10511,4)4105 UFC g'l, hibrido Tork;
3,6x10%+5,6x10° UFC g, hibrido P30F53) e de Penicillium spp. (8,5x10°+7,0x10* UEC g,
hibrido Tork; 6,7)(10516,0)(105 UFC g'l, hibrido P30F53) foram semelhantes aos dados
relatados por Moreno et al. (2009), sendo estes de 10*a 10° UFC g'1 nas etapas de recepcao e
pré-secagem (safra 2003) de trés industrias processadoras de milho. A contagem de
Aspergillus spp. do hibrido Tork (2,2x10°+3,1x10* UEC g!) também foi similar (10% a 10°
UFC g'l) as amostras coletadas por estes mesmos autores na etapa de pré-secagem.

Na safra de 2003, Moreno et al. (2009) detectaram fumonisinas em 100 % das
amostras, variando de 0,08 a 15,32 ug g'1 na etapa de recepcao (n =90) e de 0,11 a 18,78 pg
g'1 nas amostras coletadas na etapa de pré-secagem (n = 60). Similarmente ao lote de milho
utilizado no ensaio (Tabela 1), o qual teve contaminagao de FB; e FB, de 3,99+0,08 ug g'1 e
2,12+0,14 ng g'l, respectivamente, no hibrido Tork; e de FB; e FB, de 2,97+0,08 ug g'1 e



109

1,45+0,20 ug g, respectivamente, no hibrido P30F53, mostrando a dificuldade em se obter
milho isento de fumonisina na regido.

O tratamento térmico de 121 °C/ 20 min ndo afetou significativamente a concentracao
de FB, (p>0,05) tanto no hibrido Tork, quanto no P30F53. No entanto, para o Tork, a
concentracdo de FB; teve decréscimo significativo (p<0,05) apds a aplicacdo do tratamento
térmico aos grios de milho, de 3,99+0,08 pg g para 2,01+0,04 ug g'. No hibrido P30F53, o
mesmo fato nao foi observado, uma vez que nao houve alteragdo significativa apds tratamento
térmico (p>0,05), indicando a estabilidade térmica desta toxina, com possibilidade de
permanéncia inalterada em processos normalmente empregados para obtencdo de produtos
derivados. Alberts et al. (1990) ndao observaram reducdo na concentracio de FB; apods
tratamento térmico a 60 °C por 24 horas no material de cultivo de F. verticillioides, cepa
MRC 826. No entanto, quando altas temperaturas sdo usadas, alguma reducdo pode ser
observada. Jackson et al. (1997) relataram reducao de 16 % dos niveis de FB; em cozimento
de produto a base de milho a 175 °C por 20 min.

Conforme a Tabela 2, o tratamento térmico (121 °C/ 20 min) resultou na reducdo
aparente da micobiota natural presente nos graos de milho, uma vez que o perfil
microbiolégico de substrato milho tratado termicamente teve reducdo significativa (p<0,05)
para os géneros Fusarium spp. e Aspergillus spp., sendo, em algumas vezes, nio detectdvel. O
fato ndo foi observado com a contagem de Penicillium spp., uma vez que o tratamento
térmico ndo reduziu significativamente a contaminagdo deste género no milho do hibrido
Tork; e, apesar de redugdo significativa no P30F53, células vidveis foram identificadas pds-
tratamento térmico em nivel de 3,8x10°#4,0x10> UFC g”. Isto pode ser justificado pela
distribuicdo/penetracdo ndo uniforme de calor na massa de substrato, isto €, em toda a por¢ao
de 500 g dos graos submetida ao tratamento térmico.

A Tabela 3 mostra os niveis de significancia (valores de “p”) para as repostas
avaliadas estatisticamente em funcdo das varidveis independentes utilizadas no planejamento
experimental 2* (‘hibrido de milho, marca de meio de cultura para crescimento da cepa, data
de repique da cepa e tratamento térmico nos grios pré-inoculacdo fingica). E possivel
observar que a composi¢do do meio de cultura (A e B) e as cepas de F. verticillioides com
datas de repique distintas (103F-A e 103F-B) foram as tnicas varidveis que ndo apresentaram
influéncia significativa (p>0,05) em nenhuma das repostas estudadas. O fato evidencia que a
composi¢cdo do meio de cultura utilizado para repique das cepas nado influenciou no
crescimento fungico e na producdo de fumonisinas e que as duas cepas testadas apresentam

potenciais similares de producdo de fumonisinas, o que demonstra a manutencdo da
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toxigenicidade entre si. Segundo Fargues; Roberts (1983), a estabilidade genética de diferentes
fungos vem sendo analisada e observa-se que, para algumas espécies, ocorre um declinio na
patogenicidade ap6s subcultivo seriado.

Conforme demonstra a Tabela 3, somente o tratamento térmico 121 °C/20 min
influenciou significativamente (p<0,05) na producdo de FB, e contagem de Fusarium spp. e
de Penicillium spp. Por outro lado, ambos os hibridos (Tork e P30F53) e tratamento térmico
tiveram efeito significativo (p<0,05) na contagem de leveduras e produ¢do de fumonisinas
(FB; e FBiu1). Para a contagem de Aspergillus spp. e total de bolores e leveduras nenhuma
varidvel teve efeito significativo (p>0,05).

Mediante analise da Figura la, observa-se que quando se utilizou o hibrido Tork, a
cepa de F. verticillioides apresentou maior produ¢do de fumonisinas By, By € By, apesar de
somente a primeira (FB;) ter tido efeito significativo com relacdo ao hibrido. Para o
crescimento fingico (Figura 1b), apesar do hibrido de milho ter influenciado
significativamente somente na contagem de leveduras, onde a utilizagdo de P30F53 ocasionou
uma inibicdo das mesmas, observou-se uma tendéncia a comportamento semelhante frente ao
crescimento de Aspergillus e Penicillium spp. neste hibrido. Porém, efeito inverso ocorreu no
crescimento de Fusarium spp., uma vez que houve maior contagem deste género no hibrido
P30F53, em comparacdo ao Tork (Figura 1b).

Segundo pesquisa realizada pela EMBRAPA (2010), onde se efetuou a caracteriza¢ao
dos principais hibridos de milho cultivados no Brasil, os dois (Tork e P30F53) utilizados no
presente trabalho, apresentaram diferencas em relacdo a algumas caracteristicas agronomicas.
Em se tratando de textura do grdo, por exemplo, o hibrido P30F53 teve caracteristica de grao
semi-duro, enquanto o hibrido Tork, de grdo duro. Em relacdo ao seu comportamento frente
as principais doengas de campo, as empresas produtoras dos respectivos hibridos fornecem
dados de que ambos apresentam susceptibilidade moderada (Syngenta®, 2010; Pionner®,
2010). Segundo EMBRAPA (2010), especificando a doenga de graos em fusariose, o P30F53
tem caracteristica de susceptibilidade a esta doenga, j& o hibrido Tork é medianamente
susceptivel. Estas caracteristicas explicam o fato do crescimento de Fusarium spp. ter sido
facilitado no hibrido P30F53 (Figura 1b).

Avaliando-se o comportamento das respostas frente ao tratamento térmico (121 °C/20
min) aplicado no substrato milho pré-inoculacao (Figura 2), observou-se maior capacidade da
cepa de F. verticillioides em produzir fumonisinas quando o substrato milho teve sua
micobiota reduzida, i.e., com aplicacdo de tratamento térmico (Figura 2a), apesar de s6 a

producdo de FB; ter tido aumento significativo em comparagdo a ndo aplicacdo do tratamento.
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Resultados similares foram encontrados por Velutti et al. (2000), os quais constataram uma
reduc@o na produgdo de fumonisinas por F. verticillioides e F. proliferatum quando havia
competi¢do com F. graminearum em temperaturas de 15 °C e 25 °C e atividade de dgua 0,98,
0,95 e 0,93. Comportamento semelhante foi observado quando cevada foi irradiada na dose de
2 kGy com posterior inoculacdo de Aspergillus alutaceus var. alutaceus, o que resultou em
reducdo da micoflora competitiva e, conseqiiente, elevacdo da producdo de ocratoxina A
(CHELAK et al., 1991). A inoculagdo pés-irradiacdo de graos de milho com P.
purpurogenum resultou em aumento da produgdo de rubratoxina-B comparado com controle
nao irradiado (ABD EL-AAL; AZIZ, 1996). Ha outros relatos na literatura (CURERO;
SMITH; LACEY, 1987; MISLIVEC; TRUCKSESS; STOLOFF, 1988; KARUNARATNE;
WEZENBERG; BULLERMAN, 1990) de fungos ou bactérias que afetam o crescimento e /ou
toxicidade de fungos produtores de toxinas. Em alguns casos, houve aumento da producao de
toxinas, enquanto em outros, 0s microrganismos concorrentes causaram diminuicao dos niveis
de micotoxinas.

A redugcdo da micoflora competitiva também possibilitou maior contagem de
Fusarium spp. (Figura 2b), provavelmente representado pela cepa de F. verticillioides 103F
que foi inoculada no substrato. Aliado a isto, a aplica¢do de tratamento térmico resultou em
uma menor contagem dos demais géneros inicialmente presentes nos graos de milho (to;
Penicillium spp., Aspergillus spp. e leveduras; Figura 2b) ao final dos 20 dias de incubacdo.
Esses resultados possibilitam, em trabalhos futuros, a elucidag¢do dos fatores e condi¢des reais
de produgao de fumonisina sem interferéncia de competidores e/ou metabdlitos, favorecendo,
conseqiientemente, o melhor entendimento da dinamica da produgdo de fumonsina.

O efeito negativo que a competicdo flingica presente nos graos de milho exerce no
crescimento de F. verticillioides também € relatado por outros autores. Velutti et al. (2000),
avaliando o efeito da competi¢do flingica na colonizagdo de graos de milho, observaram que a
populacdo de F. verticillioides e de F. proliferatum foram reduzidas pela presenca de F.
graminearum, sob todas as condi¢des avaliadas. No entanto, a presenca de F. verticillioides
ou F. proliferatum exerceu uma inibicao limitada na populacido de F. graminearum. O fato
pode ser explicado pelas diferentes taxas de crescimento e capacidade de esporulacdo dos
diferentes gé€neros e espécies, sendo ambas as caracteristicas importantes para a ocupagao no
nicho ecoldgico, evidenciando a capacidade de competicio entre o0s géneros/espécies
(MAGAN; LACEY, 1984; RAMAKRISHNA; LACEY; SMITH, 1993). Nas interacdes
interespecificas entre fungos, fatores ecoldgicos irdo exercer pressio seletiva na micobiota,

influenciando o dominio das espécies (MAGAN; LACEY, 1984).
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BLANEY; RAMSEY; TYLER, (1986) também encontraram uma correlacdo negativa
entre F. graminearum e F. verticillioides, e atribuiram isto a competicio por substrato,
producdo de sustancias antagonicas e condicdes ambientais que influenciaram diferentemente
a contaminacdo de milho por estas duas espécies.

Em relacdo a competicdo entre fungos de diferentes géneros, estudos elucidam que
comportamentos distintos ocorrem em razao de condi¢cdes ambientais especificas. Marin et al.
(1998b) observaram que ambos Aspergillus spp. e P. implicatum foram inibidos por espécies
de Fusarium sob atividade de dgua de graos de milho de 0,98. Em contraste, a 0,93-0,95 de
atividade de dgua, eles foram dominantes contra Fusarium spp. Os mesmos autores estudaram
a taxa de crescimento de algumas espécies fungicas e observaram que, em geral, P.
implicatum teve um crescimento mais rapido, seguido de A. niger e A. ochraceus; enquanto

que espécies de Fusarium e A. flavus tiveram crescimentos mais lentos.

4. Conclusoes

A aplicacdo de tratamento térmico em graos de milho influenciou na producdo de
fumonsinas por cepa de F. verticillioides pré-inoculada nos mesmo, além de porporcionar
maior crescimento da espécie fungica. O hibrido de milho teve influéncia na producdo de
fumonisina FB;, sendo que no Tork observou-se maior produ¢do. Estes dados indicam os
fatores bidticos e abidticos que afetam o crescimento fingico e produg¢do de fumonisinas e
auxiliam em pesquisas futuras que visam o melhor entendimento da dindmica da produgao da

toxina; o que contribui para a prevencao da contaminagdo em graos.
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Tabela 1 - Niveis e fatores do planejamento experimental 2°

Fatores Minimo (-1) Maximo (+1)
Hibrido de milho Tork P30F53
Meio de cultura A B
Cepas de F. verticillioides 103F - A 103F-B
Tratamento térmico (121 °C/20 min) Com Sem
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Tabela 2 - Perfil microbiolégico e contaminagdo por fumonisina no milho utilizado no ensaio (ty), hibridos Tork e P30F53, safra 2007

R Hibrido Tork Hibrido P30F53 o
Parametros Valores de “p
Sem TT Com TT Sem TT Com TT
Fusarium spp. (UFC g™) 1,5x10°+1,4x10° "¢ ND * 3,6x10%+5,6x10° % 1,2x10°+3,5x10" ¢ 0,000
Penicillium spp. (UFC g") 8,5x10°+7,0x10**  3,7x10°:1,9x10°*  6,7x10°+6,0x10°*  3,8x10°+4,0x10*" 0,001
Aspergillus spp. (UFC g 2,2x10°+3,1x10*° ND * ND* ND* 0,000
Leveduras (UFC g) 7,0x10°+9,8x10°*  5,0x10'+7,0x10'*  3,9x10°+5,5x10°* ND * 0,716
Total bolores e leveduras (UFC g)  1,8x10°4£9,1x10°*  3,7x10°+1,9x10°*  1,0x10°+1,0x10°*  4,3x10%+4,7x10*" 0,002
Fumonisina FB; (ug g™) 3,99+0,08 ¢ 2,01+0,04 * 2,97+0,08 ¢ 3,25+0,33 “°f 0,001
Fumonisina FB; (ug g) 2,12+0,14* 1,80+0,36 * 1,45+0,20 * 1,99+0,22 0,177

* ND = ndo detectavel.
** TT = tratamento térmico a 121 °C/ 20 minutos.

** Média + desvio padrio seguida pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Tabela 3 - Niveis de significAncia (valores de “p”) referentes as varidveis estudadas no planejamento experimental 2*: hibrido de milho (Tork e
P30F53), composi¢cdo do meio de cultura (A e B) para crescimento da cepa, cepas de F. verticillioides com diferentes datas de
repicagem (103F - A e 103F - B) e tratamento térmico a 121 °C/20 min (com e sem)

Parametros Hibrido Meio de cultura Cepas de F. verticillioides Tratamento térmico
Fusarium spp. (UFC g™ 0,059 0,585 0,545 0,012
Penicillium spp. (UEC g) 0,057 0,832 0,053 0,000
Aspergillus spp. (UFC g™ 0,148 0,587 0,720 0,172
Leveduras (UFC g™) 0,003 0,951 0,941 0,000
Total Bolores e leveduras (UFC g) 0,129 0,254 0,931 0,381
Fumonisina FB; (ug g") 0,045 0,911 0,421 0,010
Fumonisina FB, (ug g") 0,055 0,704 0,496 0,009

Fumonisina FByu (pg g™) 0,046 0,813 0,445 0,008
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5.4 Fumonisin production and Fusarium verticillioides count as a function of moisture

content, temperature and inoculum on corn grain of two hybrids

Abstract This study describes the effect of moisture content, temperature and inoculum
concentration of Fusarium verticillioides on fungal count and fumonisin production on sterile
corn. It was possible to build mathematical models by developing a central composite design
in two hybrids (Tork and P30F53) with corn moisture content adjusted to 15-30 %, F.
verticillioides inoculum to 10°-107 propagules mL™" and incubation at 15-30 °C for 20 days.
The models demonstrated that the variable concentration of F. verticillioides inoculum had no
significant effect on fungal count on Tork hybrid, but exerted a negative quadratic effect on
P30F53 hybrid. The inoculation of 10° propagules mL" F. verticillioides provided the highest
fumonisin production. Moisture content exerted a high effect on F. verticillioides count, the
highest values were obtained at 27-30 % under 27-30 °C and 15-22.5 °C for the P30F53 and
Tork hybrids, respectively. The variable temperature showed the highest influence on
fumonisin production, and the highest levels, i.e., 121.5 pg g'1 (Tork hybrid) and 405.3 pg g'1
(P30F53 hybrid), were obtained with 22.5 % moisture content at 22.5 °C and 10° F.
verticillioides propagules mL" inoculated on corn. The knowledge of critical points for fungal
growth and fumonisin production helps taking preventive measures for minimizing
contamination in the corn producing chain.

Keywords: Mycoflora Corn Hybrid Inoculum.
Introduction

Fumonisins are a group of mycotoxins produced mainly by Fusarium verticillioides
(Sacc.) Nirenberg (= F. moniliforme Sheldon) and F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg
[6], which are frequently isolated from corn grain [16, 2]. Among 28 fumonisin analogs,
fumonisins B; (FB)), B, (FB,) and B3 (FB3) are produced in significant amounts under natural
conditions. FB; usually accounts for 70 % of total fumonisin content detected in naturally
contaminated foods and feeds [24]. Food contamination by fumonisins has been associated
with several diseases in animals and humans [28]. Fumonisins cause leukoencephalomalacia
in equines [50], pulmonary edema in swine, hepatic cancer in mice [36] as well as reduction
of growth, heart diseases, immune deficiency, and degenerate necrosis of the liver in poultry
[27]. Their high levels in corn-based food may be associated with human esophageal cancer in
South Africa [49, 43] and China [54], and is also a potential risk factor for primary liver
cancer [52]. Recently, it has been shown that maternal consumption of FB;- contaminated
corn during early pregnancy was associated with increased risk for neural tube defects in

human populations that rely mainly on corn as a dietary staple [15].
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The high frequency of corn contamination by F. verticillioides is a concern since the
discovery of fumonisins [14, 46]. In Brazil, surveys are conducted about fumonisins
contamination [19, 38], and some sporadic cases of animal intoxication have been reported
[50]. Fumonisin contamination was detected in 90 % corn samples from Parand, Mato Grosso
do Sul and Goiés States in Brazil with FB; and FB, levels ranging from 0.60 to 19.13 ug g'1
[19]. Corn samples from South Brazil and feed from different farms and agricultural
industries showed FB, contamination in 32 % samples, with levels ranging from 0.08 to 78.92
ug g [29]. In corn processing industry in the Northern region of Parand State, Brazil (2004
crop), fumonisins were detected in 98.9 % and 95 % of the reception and pre-drying samples
with mean levels of 1.31 pg g'1 and 1.36 ug g'l, respectively [33].

Fungal growth and mycotoxin production in grain are influenced by intrinsic factors,
i.e., those directly related to the substrate, such as moisture and nutrient content, pH and
genetic characteristics, or by extrinsic factors, i.e., those related to the environment, such as
temperature, relative humidity and rainfall [11]. Water activity and temperature are probably
the most important ecological determinants, influencing directly on interactions with other
fungi, on ability to produce spores and on metabolic activity, mainly concerning mycotoxin
production [25]. According to Marin et al. [32], the optimum range for F. verticillioides
growth is 22.5 to 27.5 °C and 0.98 water activity. Alberts et al. [1], Velluti et al. [53] and
Bernd et al. [7] reported greater growth of this species at 25 °C, however there was high
fumonisin production at 20 °C [46, 7].

Taking into account the high resistance of fumonisin to chemical and physical
treatments applied in food processing, the adequate monitoring throughout corn producing
chain combined to preventive measures are essential for ensuring product quality and safety.
Although other parameters (atmosphere storage, anti-fungal agents, agronomic practices)
contribute to fungal growth and mycotoxin production, the study on fundamentals factors
(moisture content and temperature) contribute to minimizing contamination and helps in the
knowledge of critical points for fumonisin production by specific strains. Therefore, the aim
of this study was to evaluate the effect of temperature, moisture content and inoculum

concentration on F. verticillioides growth and fumonisin production.

Material and Methods

Corn Samples
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Corn grains used were simple hybrid Tork (Syngenta®) and simple hybrid P30F53
(Pioneer®), both belonging to 2007 crop and provided by Agronomic Institute of Parand,
Brazil (IAPAR-PR). In order to eliminate the competitive mycoflora, Tork hybrid grains,
which remained stored at 5 °C in raffia bags until further use, were subjected to thermal
treatment at 121 °C for 25 minutes. The P30F53 hybrid grains were sterilized by 10 kGy of y-
irradiation by Companhia Brasileira de Esterilizacdo (CBE), Piracicaba- SP, Brazil [5], and

stored in plastic bags containing 500 g each at 5 °C until further use.
F. verticillioides Strain

F. verticillioides 103F strain isolated from corn feed samples was morphologically
identified at the Science University of Tokyo, Japan. Three culture media were used to isolate
Fusarium species from feed samples, i.e., peptone pentachloronitrobenzene agar [34],
dichloran chloramphenicol peptone agar [3] and PCNB 2-amino butane medium [21]. A 0.5
mL portion of feed sample suspension diluted in water (10~ to 10™) was plated onto the agar
surface in duplicate, and colonies from each plating were transferred to potato dextrose agar
slant. Then Fusarium sp.-like colonies were single-spored, inoculated into carnation leaf agar

(CLA) medium [13] and identified according to Nelson, Toussoun and Marasas [35].
Preparation of Conidia Suspension

F. verticillioides 103F was grown on potato dextrose agar (PDA) and incubated at 25
°C for 15 days. Subsequently, conidia suspensions were prepared by adding sterile distilled
water containing 0.1 % Tween 80. The conidial count was performed in a Neubauer chamber,

preparing a serial dilution from 10° to 10’ conidia mL™".
Corn Inoculation and Incubation

Aliquots of 500 g corn subjected to heat treatment at 121 °C for 25 minutes (Tork
hybrid) and subjected to y irradiation at 10 kGy dose (P30F53 hybrid), both in 1000 mL
flasks, had moisture adjusted to 15, 18 , 22.5, 27 and 30 % by adding sterile distilled water,
and the corresponding water activities are shown in Fig. 1. The flasks, which also contained
0.15 % sterile soil [39, 7] were inoculated with F. verticillioides suspension 103, 104, 105, 10°

and 10’ propagules mL"! and incubated at 15, 18, 22.5, 27 and 30 °C for 20 days. The flasks
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were shaken manually every 7 days of incubation in order to obtain a better distribution of
fungal growth. Microbiological analysis and fumonisin quantification were carried out in corn

grains before (time zero - ty) and after experiment time period (20 days - ty).

Experimental Design

In order to analyze the combined effect of the variables, moisture content (%),
incubation temperature (°C) and F. verticillioides inoculum concentration (propagules mL™),
on Fusarium sp. growth on dynamics of fumonsin production (FB;, FB, and FBiya), a
statistically designed experiment was established, in response surface methodology, central-
type rotational 2nd order. This design had two replications at the central point and six axial.
The variables were established with three levels coded as -1, 0, +1. The six levels of axial
variables were coded as -a and +o, where o is the function value of the number of

independent variables (k), defined as the Equation 1:

a=29"=2H"*=1,682 Equation 1

Sixteen treatments were performed, resulting from the use of complete factorial
design. Eight treatments were composed of eight factors (combinations of levels -1 and +1),
six axial treatments (one variable at + a level and another at level 0) and two central points.

Using analysis of variance (ANOVA) at 5 % probability, the second order equation
was adopted to establish the mathematical predictive models to the responses from Table 1,

whose general Equation 2 can be written as follows:

Yi = Bo + BiXi + BoXo + PiXs + PuXy® + PuXo® + PuXs® + PXiXo + BisXiXz + PrXoXs
Equation 2

where:

Y; = general response function; Xj, X, X3 = decoded values of independent variables; By =
coefficient of plane intersection with the axis response; Pi1, P2, B3 = linear coefficients
estimated by the least squares method; P11, P22, B33 = quadratic coefficients of variables; P12,

B13, P23 = coefficients of interaction between independent variables.
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The model coefficients and their significance related to the factors were determined by
adjusting the models to the data set, using analysis of variance (ANOVA). In order to verify
that there was not lack of fit of data to the model built, the mean square due to pure error was
tested. The adequacy of the proposed models were assessed by comparing the proportion of
variance explained by the model, i.e., by examining the coefficient of determination (R?) and
the minimum mean square error.

The data for the mathematical models development were obtained by subtracting the
parameter values of 20 day incubation time (ty)) from the values of the initial condition of
corn (time zero; tyg), whose results are shown in Table 1.

Data processing and statistical analysis were performed using Statistica Software,
version 6.0, with the coded independent variables. CFU g data were transformed prior to
analysis by y = log (CFU g'l). The response surface graphs were drawn by the mathematical
model, maintaining the response in the Z axis and X and Y axes representing the independent
variables, while the other variables were kept at the central point (corresponding to the coded

level 0).

Microbiological Analysis — Total Fungal/ yeast Colony Count

Subsamples (10 g) of ground corn were blended with 90 mL sterile 0.1 % peptone
water (v/v) and serial dilutions (lO'1 to 10'6) were carried out with 9.0 mL of the same diluent.
An aliquot of 0.1 mL of each dilution was plated on potato dextrose agar (PDA, pH 4.0). The
plates were incubated at 25 °C for 5 days. After total fungal colony count, genera were
identified according to Nelson, Toussoun and Marasas [35] and Samson, Hoeskstra and

Frisvad [45].

Fumonisin Analysis

Fumonisins B; and B, were determined by high-performance liquid chromatography
(HPLC), according to Shephard et al. [48] with some modification [51]. A 10 g sample of the
ground kernels was mixed with 30 mL methanol-water (3:1, v/v). After standing for 10 min
at room temperature, the suspension was shaken at 150 r.p.m for 1 hour at 10 °C. After
filtration, the extract (1.0 mL) was applied to a preconditioned Sep-Pak plus QMA (Waters
Co., Ltd). After washing the cartridge with 6 mL methanol-water (3:1) followed by 3 mL

methanol (J.T. Baker, USA), fumonisins were eluted with 10 mL methanol containing 0.5 %
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acetic acid. The eluate was evaporated to dryness under a stream of nitrogen at 40 °C, the
residue was dissolved in 800 uL methanol-water (3:1) and a 200 pL aliquot dried under
nitrogen. After derivatization with 200 pl O-phthaldialdehyde (OPA, Sigma Co., USA)
reagent (40 mg OPA, 1 mL methanol, 5 mL 0.1 mol L"' sodium borate and 50 pL 2-
mercaptoethanol), high-performance liquid chromatography (HPLC) injections were made
within 1 min. Fumonisins were analysed by a reversed-phase isocratic HPLC system
(Shimadzu LC-10 AD pump and RF-10A XL fluorescence detector), using a Luna 5 p
column C;g (4.6 x 250 mm; Phenomenex®). Excitation and emission wavelengths were 335
and 450 nm, respectively. The eluent was CH;OH-0.1M NaH,PO, (J.T. Baker, USA) (80:20,
v/v) adjusted to pH 3.3 with o-phosphoric acid (J.T. Baker, USA) at 1 mL min"' flow rate.
The detection limits for FB; and FB, were 27.5 and 35.3 ng g, respectively. The recoveries
of FB; and FB, from spiked corn in the range 100400 ng g' FB, and 250-450 ng g FB,
averaged 95.6 % (mean CV=8 %) and 96.9 % (mean CV=10 %), respectively, based on

duplicate spiking and triplicate analyses.

Results and Discussion

Table 1 shows the F. verticillioides 103F count and fumonisin production in two corn
hybrids (Tork and P30F53) after 20 days incubation (ty9) at different moisture content (15-30
%), temperature of incubation (15-30 °C) and inoculum F. verticillioides concentration (103—
10" propagules mL™"). In addition, Table 1 shows the initial contamination (t) of corn grains
by Fusarium sp. and fumonisins before the thermal and irradiation treatments, and after these
treatments, i.e., before inoculation (tg).

The pre-existing mycoflora in corn grains was completely eliminated in both
treatments (Table 1). There was a decrease of 17.3 % fumonisin content, i.e., from 6.11 pg g’
to 5.05 pg g, when the grains were subjected to thermal treatment under humid heat at 121 °C
for 25 minutes (Tork hybrid). This result is in agreement with Jackson et al. [20], who
observed 16 % reduction in fumonisin levels in a corn product by applying heat treatment at
175 °C for 20 min. On the other hand, there was a decrease of 55.4 %, i.e., from 4.42 ug g'1
to 1.97 ug ¢', when irradiation at 10 kGy was used (P30F53 hybrid). Ferreira-Castro et al. [12]
reported a reduction of 62.5 % FB; levels when applied a 10 kGy dose of gamma radiation in
corn. Aziz et al. [5], studying the effect of gamma radiation on Fusarium sp. growth and FB;

levels, showed that the viable cells count decreased significantly with increase in radiation
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dose, and 6 kGy was the lethal dose in wheat and corn, while a dose of 7 kGy was necessary
for complete FB; degradation in these cereals.

For quadratic models construction, using data from Table 1, corresponding to the end
of the incubation period (20 days), the effects (linear, quadratic and interactions between
independent variables) of moisture content, temperature and F. verticillioides inoculum
concentration on fungal growth and fumonisin production were calculated. However, the best
models were obtained by analyzing the determination coefficient (R%) and based on a
minimum mean square error. The regression coefficients of the models, as well as the
determination coefficients are shown in Table 2. The terms of the models that were not
significant were included in residues, since it did not affect the R2.

The determination coefficients (RZ, Table 2) for F. verticillioides count and fumonisin
production in Tork and P30F53 hybrids indicate that over 82 % of the variation of these
parameters was explained by the applied model, taking into account that the lowest
determination coefficient was 0.82, which is concerning FB, model for P30F53 hybrid.

Regarding F. verticillioides model, when the experiment was performed with P30F53
hybrid, the moisture content (X;) and temperature (X;) exerted the highest effect on the
response (Table 2), since the largest absolute numerical values of this model were concerning
these variables in linear terms (X; = 0.58 and X, = 0.41). There was a positive linear
relationship (p <0.001) between these variables and the moisture content exerted greater
influence. Therefore, fungal count was directly proportional to the increase of these variables,
as shown in Fig. 2A(a), where the highest F. verticillioides count was observed when the
moisture content and temperature incubation were in the upper levels of the experiment
design, i.e., 27-30 % (ay, = 0.96 - 0.98, Fig. 1) and 27-30 °C, respectively. The increase in
water activity (> 0.925) favored the F. verticillioides and F. proliferatum growth in sterile
corn at 30 °C [30, 31].

As shown in Table 2, similar results concerning higher effects (linear and positive) of
moisture content (p <0.001) and temperature (p <0.001) on F. verticillioides count was
observed when the experiment was performed with Tork hybrid, since the highest absolute
numerical values were of these variables in the linear term of the model (X; = 1.24 and X, =
0.82), and similarly to P30F53 hybrid, the moisture variable had more influence. However,
there was also a significant negative effect of the interaction between the moisture content and
temperature (p <0.001), and this was the second coefficient of highest magnitude of the model
(X1.X, = -1.00), which show an increase in fungal count with moisture content adjusted in

upper levels of experimental design, i.e., 27-30 % (ay = 0.96-0.98, Fig. 1) and temperature in
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lower levels, i.e., 15-22.5 °C, as displayed in Fig. 2A(b). The differences in optimum
conditions for fungal count obtained from two hybrids (Tork and P30F53) may be assigned by
different genetic characteristics of corn and also by different sterilization methods used in this
work, i.e., heat treatment (121 °C / 25 min.) for Tork hybrid and gamma irradiation at 10 kGy
dose for P30F53 hybrid, which alter the structure of corn differently.

Pitt and Hocking [41] showed that the optimum range for F. verticillioides growth was
between 22.5 and 27.5 °C. Alberts et al. [1] and Velluti et al. [53] reported greater growth at
25 °C compared to 20 °C and 15 °C, occurring a decrease at 30 °C. Marin et al. [31] reported
the optimum water activity (0.98) for F. verticillioides and F. proliferatum growth isolates
from corn, while a significant reduce occurred at 0.92 a,,. Moreover, Samapundo et al. [44]
reported that water activity had a greater influence on F. verticillioides 25N and F.
proliferatum 73N growth than temperature.

The variable concentration of F. verticillioides inoculum had no significant effect (p>
0.05) on fungal count in Tork hybrid, i.e., F. verticillioides count was not influenced by the
inoculum concentration, as can be seen in Fig. 2B(d). But when the experiment was carried
out with P30F53 hybrid, the inoculum concentration exerted a positive linear effect (p <0.05)
and negative quadratic effect (p <0.05), and the last one was of higher magnitude, indicating
that the highest fungal count occurred when the inoculum was used in intermediate levels of
experiment design (10°-10° propagules mL™), Fig. 2B(c).

The fumonisin production on Tork hybrid was significantly affected (p <0.001), in
higher magnitude, by the quadratic coefficients of temperature, moisture content and
concentration of F. verticillioides inoculum (Table 2); and by the linear coefficient of
moisture content (p <0.05). The influence of the quadratic coefficients was negative, being
temperature and inoculum concentration the variables that had higher magnitudes. The most
significant effect of temperature variable on fumonisin production and moisture content on F.
verticillioides count are in agreement with data reported by Bernd et al. [7], evaluating the
growth of the same F. verticillioides strain. Hinojo et al. [18], using rice as substrate for
Gibberella fujikuroi inoculation, observed that fumonisin production was more significantly
influenced by temperature than by water activity, whereas the highest levels were detected at
20 °C compared to other temperatures (28 and 37 °C).

Fig. 3A(a, b, c) designed using the equations described in Table 2 for fumonisin
production in Tork hybrid, clearly shows the influence of the factors mentioned above
(temperature versus concentration of F. verticillioides inoculum). The highest fumonisin

production occurred when the independent variables (moisture content, concentration of F.
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verticillioides inoculum and temperature incubation), were adjusted under intermediate levels
in experimental design, i.e., 22.5 % (ay = 0.96, Fig. 1), 10° propagules mL ! and 22.5 °C,
respectively.

There are several studies on F. verticillioides inoculation in corn for secondary
metabolite production. Dilkin et al. [10] showed that the optimum temperature for FB; and
FB, production was 24.5 and 24.3 °C, respectively by three F. verticillioides strains (LAMIC
2999/96, 113F and NRRL 13616). Scott [46] found that 20 °C was optimum for FB,
production by the same specie. The optimal temperatures for fumonisin production ratify the
researches that have shown an increase in fumonisin levels in temperate regions [19].

Concerning the use of P30F53 hybrid in the experiment, the fumonisin production
models, shown in Table 2, demonstrated that there was a positive linear effect of moisture
content in FB; and FByy, production, however, this was not observed for FB, production,
where no linear term had a significant effect. However, this influence was less significant than
the importance exerted by quadratic coefficients in fumonisin production, where the moisture
content and temperature were the variables that had the highest effects, which were negative.
For FB; production, the effect of inoculum concentration also had significant negative effect
on its quadratic term, but in lesser magnitude than the other quadratic coefficients (moisture
content and temperature). Le Bars et al. [26] suggested that moisture content was not an
important factor in fumonisin production in French corn grain stored for up to 10 weeks, but
they only studied FB; production in corn with a limited moisture content range (> 27 %).
However, intermediate moisture content is particularly critical in partially dried maize where
growth and fumonisin production by F. verticillioides can easily occur [30]. Marin et al. [30]
observed a significant effect of temperature and moisture content on fumonisin production by
different strains and reported low FB; and FB; levels in 0.925 ay at 25 and 30 °C, but the
maximum fumonisin production was observed at 0.956 a,, at 25 °C compared to 30 °C and
lower a,.

The best conditions for toxin production in P30F53 hybrid were the same as for Tork
hybrid, i.e., grains submitted to intermediate levels of independent variables - 22.5 %
moisture content (a, = 0.96, Fig. 1), 10> F. verticillioides propagules mL"' and 22.5 °C
temperature incubation. Table 1 shows that the treatments 13, 14, 15 and 16 had the highest
yields of FBy + FB; (FByo), i.e., 324.10 pg g, 425.20 ug g', 388.91 ng g', 405.30 ug g,
respectively, on P30F53 hybrid. The influence of moisture content and temperature on FBy,
FB, and FByy, production is shown in Fig. 3B(d, e, f), which was built according to the
models showed in Table 2 for P30F53 hybrid.
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The optimum conditions for fumonisin production in both hybrids, Tork and P30F53,
are not related to the higher amounts of F. verticillioides propagules inoculated on the corn
substrate (10’ propagule mL™), but to the intermediate level of the experiment (10° propagule
mL™"). These results are in agreement with those reported for A. parasiticus [47], where a
gradual increase in aflatoxin production was observed with a decrease in the inoculum size
from 10° to 10" spores mL'l; and for A. flavus [37] where a reduction in inoculum size by
serial dilution (3—4 log cycles) resulted in 3—-12 fold increase in aflatoxin production.
Similarly, Chelack et al. [9] showed an enhancement of ochratoxin A production when the
barley was inoculated with 10% conidia per g of A. alutaceus than when it was inoculated with
10° conidia g The toxin production is apparently suppressed when the number of inoculated
spores per unit volume of substrate exceeds a certain level [23].

The growth in fungi is apical, and the apex is constantly supplied with the nutrients
from the rest of the mycelium for cell multiplication and branching [42]. Studies by Jinks [22]
suggested that aflatoxin production in a medium might be associated with the mycelial
branching and differentiation. If the initial inoculum is large in a fixed volume of the medium,
the growth should mainly be due to the primary growing tips [8]. Hyphal fusion, which is
common in Deuteromyces [40], will also be faster in a larger inoculum. The depletion of
nutrients and the release of substances may also influence the lateral branching [17]. With
smaller populations, these limitations are reduced to afford more lateral branching or
secondary mycelial growth, which may in turn result in higher yield of mycotoxins in these
cultures.

Inoculum size suggested to be the cause of increased mycotoxin production in a
number of reports, plays a large part in determining the ultimate level of mycotoxin
production, along with the water activity and the number and variety of competing natural
moulds on the grain surface [37, 47, 9].

Understanding how abiotic factors (temperature and moisture) influence the Fusarium
sp. growth and secondary metabolite production are essential to develop strategies to
minimize fumonisin production in corn intended for human and animal consumption,

preventing diseases and economic losses.
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Table 1 Codified /real variables for experimental design with Tork corn hybrid, subjected to heat treatment (121 °C/25min.), and P30F53 hybrid
submitted to y-irradiation (10 kGy) for F. verticillioides count and fumonisins production after 20 day of incubation

Codified Variables Real Variables Hybrids
Treatments ] ] ] o . Tork . P30F53
W wn R R T TG b (ugg’) FBaugs") FBuaee’) 0" FBi(uge’) FBi(uge!) FBualige’)

1 -1 -1 -1 18 18 10" 40x10? 1.41 0.99 2.40 1.7 x 10° 9.21 479 14.00
2 -1 -1 1 18 18 10° 53410} 3.71 3.02 7.73 2.1x 10° 8.43 3.81 12.24
3 -1 1 -1 1827 10" gogy 108 3.53 2.24 5.77 73x10° 5.93 2.65 8.59

4 -1 1 1 18 27 10° 35x10° 2.41 1.56 3.97 3.4x 10 8.23 3.70 11.93
5 1 -1 127 18 100 4510 2.55 3.12 5.67 3.7x 107 66.00 38.08 104.08
6 1 -1 1 2718 10° 41510 21.52 28.92 50.44 53x 10 65.61 4333 108.95
7 1 1 127 27 100 q6x 10 0.57 0.55 1.12 2.1x 108 67.71 37.27 104.99
8 1 1 1 2727 10° 5510 0.45 0.39 0.84 45x10° 43.76 2227 66.03
9 -1.68 0 0 15 225 10° qgx10* 2.74 2.06 4.80 48x10° 2.05 1.69 3.74

10 168 0 0 30 225 100 17410} 52.71 41.47 94.18 2.0x 10° 50.82 27.33 78.15
11 0 -168 0 225 15 100 59410’ 2.58 1.81 4.39 9.4 x 10° 22.05 11.55 33.60
12 0 168 0 225 30 10° 59410} 4.75 3.61 8.36 1.7 x 10° 13.86 11.48 25.34
13 0 0 -1.68 225 225 10° 13410 2.29 1.67 3.96 1.3x 10 182.14 141.95 324.10
14 0 0 168 225 225 10" ggx 10 8.47 6.77 15.24 7.8x 10 176.44 248.75 425.20
15 0 0 0 225 225 100 7410 69.93 53.13 123.06 58x 107 240.09 148.82 388.91
16 0 0 0 225 225 100 gqx10 72.47 49.08 121.55 23x10°  254.12 151.18 405.30
4 - - - - - - 15x10° 3.99 2.12 6.11 3.6x 10 2.97 1.45 4.42

to - - - - - - ND 2.99 2.06 5.05 ND 1.23 0.74 1.97

*x, e X;: Moisture content of corn grains (%); x, e X,: Temperature incubation (°C); x3 e X3: Inoculum F. verticillioides concentration (propagules mL™).
** t; = inicial contamination of corn grains (pre-thermal treatment /y-irradiation); t, = corn grain contamination after thermal treatment /radiation (pre-inoculation).
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Table 2 Regression coefficient and associated probability (p) of quadratic regression model

for F. verticillioides count and fumonisin production after 20 day of incubation

Hybrid
Tork P30F53
Factor Regression R? Regression R?
coefficient P coefficient P
F. verticillioides
Constant 7.45+0.25 wkk 8.06 £0.15 wkk
Linear Terms (X)
X, 1.24+0.14 Hk ok 0.58 £0.06 Hk ok
X5 0.82+0.14 wkk 0.41£0.06 ot
X3 - 0.18+0.06 *
Quadratic Terms (X?) 0.93 0.94
X, -0.63+0.15 *ok -0.22+0.07
X5 -0.33+0.15 -—- -0.18+0.07
X3 - - -0.22+0.07
Product of terms (X.X)
X 1. X, -1.00+0.18 wkk - -
FB,
Constant 71.6£6.59 wk ok 250.03%£13.00 ok
Linear Terms (X)
X, 7.18+2.53 * 21.48+4.99 *ok
Quadratic Terms (X?) 0.89 0.96
X, -16.34+3.07 wkk -85.06%6.06 wkk
X5 -24.87+3.07 wkk -88.06%6.06 wkk
X3 -24.26+3.07 wkE -30.90+£6.06 ok
FB,
Constant 51.28+6.21 wkk 161.94+17.18 o
Linear Terms (X)
X 6.69+2.38 * 12.39+9.68 -—
X5 - -1.77+9.68 -—-
Quadratic Terms (X% 0.84 0.82
X, -10.82+2.89 wkE -61.48+10.68 ok
X5 -17.58+2.89 wkk -62.54+10.68 wkk
X3 -17.04+2.89 wkk -
FBtotal
Constant 122.87+12.58 ok 363.48+26.58 ok
Linear Terms (X)
X 13.80+4.83 * 33.88+14.99 *
X, - -4.51+14.99 ---
Quadratic Terms (X% 0.87 0.50
X, -27.14+5.87 wkk -133.57+16.53 wkk
X, -42.4245.87 Hkok -137.63£16.53 ok
X3 -41.28+5.87 wkk -

*significant p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001; --- non-significant
X, = moisture adjusted of grains (15 — 30 %); X, = F. verticillioides inoculum (10°-10” propagules mL™); X5 =

temperature (15 — 30 °C).
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5.5 Kinetics of fumonisin production, Fusarium verticillioides count and lipids /proteins

changes under in vitro conditions on corn grains

Abstract

Due to the excellent nutritional quality and tropical/subtropical climate of Brazil, corn is
constantly subject to contamination by toxigenic fungi, especially Fusarium verticillioides,
which produce mycotoxins of fumonisins group, capable of cause diseases in human and
animals. The work aimed to study the kinetic of fumonisin production and F. verticillioides
count and assess the correlation between protein and lipids content. Corn grains had moisture
adjusted to 15-27%, were inoculated with F. veticillioides 10%-10’ propagules mL" and
incubated under temperature 18-27°C for 20 days. Sampling was done every two days. At the
end of incubation period, the highest fumonisins production (328.04 ug g'l) was observed in
grains with moisture adjusted to 27%, inoculated with 10* propagules mL™ and incubated
under 27°C. However, throughout the incubation no treatment differed significantly with
respect to toxin production, except for treatments 18%, 27°C, 10" propagules mL™"' and 15%,
22.5°C, 10° propagules mL", which had the lowest fumonisin levels (0.62 and 1.14 ug g'l,
respectively) and provided none increase fungal growth after adaptation phase. There was a
reduction in protein levels in the early incubation, remaining unchanged thereafter. At the
beginning of the incubation reduction was observed in lipid levels, with increasing during it.

Keywords: Zea mays, fumonisin, protein, lipid.

Introduction

Diseases caused by Fusarium sp. in corn, wheat and barley cause significant yield loss
worldwide and are therefore of great economic importance. In addition, many species of this
genus have the potential to produce a variety of secondary metabolites known as mycotoxins,
which cause a potential health risk when contaminated grains are consumed in food for
human and animal feed (PLACINTA; D°'MELLO; MACDONALD, 1999).

Fumonisins are a group of mycotoxins produced mainly by F. verticillioides Sacc
Nirenberg (= F. moniliforme Sheldon) and F. proliferatum (BACON et al., 2001; MILLER,
2001), which are frequently isolated from maize grain (GONZALEZ; RESNIK; PACIN,
2000; ALMEIDA et al., 2002; DOOHAN; BRENNAN; COOKE, 2003; FERREIRA-
CASTRO et al., 2007). Of all the identified fumonisins, fumonisin B; (FB;), fumonisin B,
(FB») and fumonisin B3 (FB3) are produced in significant quantities under natural conditions.
FB; usually represents 70 % of fumonisins total content found in naturally contaminated
foods and feeds (AZIZ; MATTER; SHAHIN, 2005). Food contamination by fumonisins has
been associated with several diseases in animals and humans, with clinical manifestations

resulting from the toxicosis caused by fumonisins, and the organs affected vary from species
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to species (LINO; SILVA; PENA, 2004). In horses leads to the emergence of
leukoencephalomalacia (SYDENHAM et al., 1992), causes pulmonary edema in swine,
hepatic cancer in mice (GELDERBLOM; JASKIEWICZ; MARASAS, 1992), as well as
reduction of growth, heart diseases, immune deficiency, and degenerate necrosis of the liver
in poultry (LEDOUX et al., 1992). Its high level in corn-based food may be associated with
human oesophageal cancer in South Africa (SYDENHAM ef al., 1990) and China (ZHANG
et al., 1997), and is also a potential risk factor for primary liver cancer (UENO, 2000).
Recently, research has shown that maternal consumption of FB;- contaminated corn during
early pregnancy was associated with increased risk for neural tube defects in human
populations that rely heavily on maize as a dietary staple (GELINEAU-VAN WAES et al.,
2009).

The production of fumonisins in agricultural commodities depends on such factors as
geographical region, season, and the environmental conditions under which the particular
grain grows, is harvested and stored. Tropical and subtropical regions are the most favorable
for fungi development on cereals and production of these toxins (THIEL et al., 1991).
Although cereals are important as substrates, moisture level and temperature are the critical
abiotic factors regulating the growth of F. verticillioides and the production of fumonisins
(CAHAGNIER; MELCION; RICHARD-MOLARD, 1995). Low kernel moisture content - 14
% should reduce or prevent toxin production in storage (LE BARS et al., 1994). Information
on the minimal, optimal, and maximum temperature for fumonisin production is uncertain;
however, the best temperature range for fumonisin production is 20-28 °C (ALBERTS et al.,
1990).

Of microorganisms capable of colonizing grains, fungi are more tolerant of low water
activity and therefore most important in the deterioration of the grains (CAST, 2003). These
organisms are involved in the dry matter losses of grain due to the use of carbohydrates,
proteins and lipids reserves, reducing the germination, nutritional value and digestibility.
However, a better understanding of metabolic processes used by pathogens during
pathogenesis is required.

The work aims to minimize corn contamination, studying the kinetic of fumonisin
production and F. verticillioides count in corn grains under set conditions of moisture content,
temperature and concentration of F. verticillioides spores during 20 days, and assess the

correlation between changes in protein and lipids content.

Material and Methods
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Grain samples

Corn grains were hybrid P30F53 (Pioneer®), belonging to 2007 crop, provided by
Agronomy Institute of Parand, Brazil (IAPAR-PR). In order to eliminate the competitive
mycoflora, the grains were sterilized by 10 kGy of y-irradiation by Companhia Brasileira de
Esterilizacdo (CBE), Piracicaba- SP, Brazil (Aziz et al., 2007), and stored in plastic bags

containing 500 g each at 5 °C until further use.

Fungal isolates

F. verticillioides 103F strain isolated from corn feed samples was morphologically
identified at the Science University of Tokyo, Japan. Three culture media were used to isolate
Fusarium species from feed samples, i.e. peptone pentachloronitrobenzene agar (Nash &
Snyder, 1962), dichloran chloramphenicol peptone agar (Andrews & Pitt, 1986) and PCNB 2-
amino butane medium (Jeffries, Boyd & Paterson, 1984). A 0.5 mL portion of feed sample
suspension diluted in water (10~ to 107*) was plated onto the agar surface in duplicate, and
colonies from each plating were transferred to potato dextrose agar slant. Then Fusarium sp.-
like colonies were single-spored, inoculated into carnation leaf agar (CLA) medium (Fisher ef
al., 1982) and identified according to Nelson, Toussoun & Marasas (1983). It was used for the
experiment a subculture of this strain dating from 2008 in which proceeded preliminary

assessment of its toxicity.

Operating procedure

F. verticillioides 103F was grown on potato dextrose agar (PDA) and incubated at 25
°C for 15 days. Subsequently, conidial suspensions were prepared by adding sterile distilled
water containing 0.1 % Tween 80, and preparing a serial dilution from 10” to 10’ propagules
mL™".

Aliquots of 500 g of corn subjected to gamma irradiation at dose of 10 kGy were
placed in 1000 mL flask previously added with 0.15 % of sterile soil (Paldcios-Cabrera et al.,
2001; Bernd et al., 2008), and the moisture content was adjusted to 15, 18, 22.5, 27 % by
adding sterile distilled water. Then the flasks in duplicate were inoculated with a suspension
of F. verticillioides 10°, 10%, 10°, 10° ¢ 10’ propagules mL" and incubated at 18, 22.5, 27 °C
for 20 days. The moisture adjusted to the grains, the incubation temperature and concentration
of F. verticillioides spores for each treatment, which were codified, are shown in Table 1. The

grains were evaluated before (time zero - tp) and during the test period (20 days), proceeding
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microbiological/ chemical analysis and fumonisins quantification (HPLC) every two days.
The flasks were shaken manually every 7 days of incubation in order to obtain a better

distribution of fungal growth.

Microbiological analysis — total fungal/ yeast colony count

Subsamples (10 g) of ground corn were blended with 90 mL sterile 0.1 % peptone
water (v/v) and serial dilutions (lO'1 to 10'6) were carried out with 9.0 mL of the same diluent.
An aliquot of 0.1 mL of each dilution was plated on potato dextrose agar (PDA, pH 4.0). The
plates were incubated at 25 °C for 5 days. After total fungal colony count, genera were
identified according to Nelson, Toussoun and Marasas (1983) and Samson, Hoeskstra and

Frisvad (1995).

Fumonisin analysis

Fumonisins B; and B, were determined by high-performance liquid chromatography
(HPLC), according to Shephard et al. (1990) with some modification (UENO et al., 1993). A
10 g sample of the ground kernels was mixed with 30 mL methanol-water (3:1, v/v). After
standing for 10 min at room temperature, the suspension was shaken at 150 r.p.m for 1 hour at
10 °C. After filtration, the extract (1.0 mL) was applied to a preconditioned Sep-Pak plus
QMA (Waters Co., Ltd). After washing the cartridge with 6 mL methanol-water (3:1)
followed by 3 mL methanol (J.T. Baker, USA), fumonisins were eluted with 10 mL methanol
containing 0.5 % acetic acid. The eluate was evaporated to dryness under a stream of nitrogen
at 40 °C, the residue was dissolved in 800 uL methanol-water (3:1) and a 200 pL aliquot
dried under nitrogen. After derivatization with 200 uL. O-phthaldialdehyde (OPA, Sigma Co.,
USA) reagent (40 mg OPA, 1 mL methanol, 5 mL 0.1M sodium borate and 50 uL 2-
mercaptoethanol), high-performance liquid chromatography (HPLC) injections were made
within 1 min. Fumonisins were analysed by a reversed-phase isocratic HPLC system
(Shimadzu LC-10 AD pump and RF-10A XL fluorescence detector), using a Luna 5 p
column C;g (4.6 x 250 mm; Phenomenex®). Excitation and emission wavelengths were 335
and 450 nm, respectively. The eluent was CH;OH-0.1M NaH,PO, (J.T. Baker, USA) (80:20,
v/v) adjusted to pH 3.3 with o-phosphoric acid (J.T. Baker, USA) at 1 mL min"' flow rate.
The detection limits for FB; and FB, were 27.5 and 35.3 ng g'l, respectively. The recoveries
of FB; and FB, from spiked corn in the range 100400 ng g FB, and 250-450 ng g FB,
averaged 106.3 % (mean CV=8 %) and 96.9 % (mean CV=10 %), respectively, based on

duplicate spiking and triplicate analyses.
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Protein and lipid determination
Nitrogen content was determined by the Kjeldahl method (A.O.A.C., 1985), using
6.25 as the factor to obtain the total protein content. Lipid content was determined by the

Soxhlet method (I.LA.L., 1985).

Statistical analysis

The F. verticillioides count, fumonisin levels and lipid/protein content were analysed
statistically evaluated using ANOVA, followed by Tukey’s multiple comparison test
(p<0.05). CFU g data were transformed prior to analysis by y = log (CFU g). The Pearson
correlation were analysed by the test-t. Statistical analysis were performed by the “Statistica”

software version 6.0.

Results and Discussion

Figure 1 shows fumonisins production, log F. verticillioides counts and lipids and
proteins levels under different treatments during the 20 days of incubation. In Figure 1 (a, b)
the effect of the fungal culture period on fumonisins prodution can be observed. The toxin
production increased with the course of the culture time. The highest production (FB; e FB»)
in the end of the period was obtained in treatments 927 (27 % moisture content, 27 ° C and
10* propagules mL™), 252 (27%, 18 °C and 10*) and 391 (27 %, 18 °C and 10°), which
reached average levels of total fumonisin (FB; + FB;) of 328.04, 188.26 and 132.01 ug g'l,
respectively. Intermediate levels of production were observed in treatment 548 (22.5 %, 22.5
°C and 107), 824 (22.5 %, 22.5 °C and 10°) and 763 (22.5 %, 22.5 °C and 10"), which reached
average levels of total fumonisin (FB; + FB,) of 73.38, 67.97 and 55.60 ug g, respectively.
The lowest levels were related to treatment 144 (18 %, 27 °C and 104) and 095 (15 %, 22.5 °C
and 10°), which were on average 0.62 and 1.14 pg g'l, respectively.

Although fumonisins production (FB; e FB;) have been higher in corn grains
inoculated with 10* propagules mL"' F. verticillioides, subject to adjustment from 27 %
moisture and incubated at 27 °C (treatment 927), the data of Table 2 show that, considering
the overall average of fumonisins, this treatment only differed significantly from the 095 and
144 treatments (15 and 18 % moisture content, 22.5 and 27 °C incubation temperature and 10°
and 10" propagules mL™" of F. verticillioides, respectively). Similar fact was observed with

respect to F. verticillioides count, where treatments 144 and 095 did not offer favorable
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conditions for the growth, differing at 5 % level of significance of other treatments (Table 2,
Figure 1a, b, e).

Concerning the kinetic data, when corn grains were submitted to 144 and 095
treatments, there was no increase in the levels of toxin during the 20 days of incubation
(Figure 1 a,b). Moreover, increase of F. verticillioides count was observed only of the first 4
days of incubation in relation to subsequent, i.e., from the 6th day of incubation there was not
increase of fungal growth. Pardo et al. (2004) studied the effects of water activity and
temperature on germination and growth of three Aspergillus ochraceus isolates on barley
extract agar medium and observed that when no germination or no growth occurred, the lag
phase lasted along whole experiment.

Considering the treatments that had fumonisins intermediate production (548, 824 and
763), Table 1 shows similar moisture content and temperatures in these treatments, varying
only the concentration of F. verticillioides spores (10°, 10° and 10’ propagules mL™",
respectively). However, the average fumonisin production of these three treatments (Table 2)
shows that the highest spore concentration was not related to increased of toxin production.
Similarly, in experiments with A. parasiticus (SHARMA et al., 1980) and A. flavus
(ODAMTTEN; APPIAH; LANGERAK, 1987), the lowest aflatoxin production was observed
with the highest spore numbers inoculated. The toxin production is apparently suppressed
when the number of spores inoculated per unit of substrate exceeds a certain level
(KARUNARATNE; BULLERMAN, 1990).

The kinetic data for F. verticillioides count related to treatments 927, 252, 391, 548,
824 and 763 showed that the first two days corresponded to fungal adaptation phase in the
substrate. This phase is usually observed when fresh medium is inoculated with cells derived
from an old culture. Even if all microorganisms are viable, the cells might be deprived of
enzymes so that the total growth rate can only be reached when the optimum concentrations
of these substances for synthesis are restored. This fact can be observed in the present
experiment when analyzing Figure le. Similarly, Granjo et al. (2007), analyzing the growth
kinetics and morphogenesis of toxigenic F. verticillioides strains in culture medium, observed
that the logarithmic growth phase started on 2nd incubation day. Pardo ef al. (2004) observed
that there was a parallelism between the increment of lag phases and the reduction of
germination rates, i.e., favorable conditions reflected in higher growth and germination rate
and shorter lag phase.

With respect to the logarithmic growth phase, the strain had growth during all

incubation time, but this was more pronounced after the 10th day of incubation (Figure le).
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Leontopoulos; Siafaka and Markaki (2003), using YES medium for analyzing Aspergillus
parasiticus growth and aflatoxin B; (AFB;) production during 15 days of incubation,
observed that the highest mycelium occurred at 6th day of incubation. Granjo et al. (2007)
observed that F. verticillioides strains had maximum growth between day 40 and day 44 of
incubation.

According fumonisin production, Figure 1 (a, b) shows increased production after the
10th day of incubation, except for treatments 095 and 144. Similarly, Leontopoulos; Siafaka
and Markaki (2003) observed that the production of AFB; was measurable after the 3rd day of
incubation until the 12th day, being that after this period, the levels of AFB; were increased
dramatically. Dilkin et al. (2002) evaluated F. verticillioides strains in laboratory cultures
subjected to different temperatures and moisture contents on corn substrate and the authors
found that the fungal culture period had great importance for production of FB; and FB,.
Moreover, related that in 10th day of incubation time, the production was lower, but with the
increase of culture periods, the mean production of fumonisins raised continually. In fungal
metabolism, during and especially at the end of the growth, certain metabolites are
synthesized which are not necessary for the growth and energy supply of the mould, like
mycotoxins (SAMSON; HOESKSTRA; FRISVAD, 2004).

The correlation data between the independent variables (Table 3) show that there has
been significant and positive correlation between F. verticillioides count and FB; and FB,
production, i.e., conditions that favor fungal growth, can also create favorable conditions for
mycotoxin production. Miller (2001) also emphasizes that production of fungal secondary
metabolites was related with the favorable condition of fungal growth. Under such condition,
with higher cell number, the total amount of metabolites reached could also be enhanced.
Figure le confirms research that established the optimum temperature for F. verticillioides
growth between 22.5 and 27.5 °C (PITT; HOCKING, 1997) and moisture of corn from 18.4
to 23 % (BACON; NELSON, 1994).

In all treatments a reduction in the lipids and proteins levels was observed in early
incubation (Figure Ic, d) compared to initial time, i.e., before the fungal inoculation, which
were 5.01 and 9.39 % respectively. The average lipid content reduction amounted to 81.6 %,
which was found in the treatment 763 (22.5 % moisture, 22.5 °C and 10’ propagules mL™),
and in treatment 252 (27 % moisture, 18 °C and 10* propagules mL") there was the highest
reduction (50.3 %) in the protein content. Conventionally, carbohydrates is the main carbon
source, but proteins and lipids probably may also feed pathogens (BROCK, 2009). Thus, the

initial reduction of these two macro-nutrients may be associated with increased of primary
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metabolism of fungal strain, which requires macro-and micronutrients for it growth. The
importance of lipid metabolism has been described for several plant pathogenic fungi.
Magnaporthe grisea, Colleotrichium lagenarium and Leptosphaeria maculans depend on a
functional isocitrate lyase (Icl), a key enzyme from the glyoxylate cycle, for full virulence
(ASAKURA; OKUNO; TAKANO, 2006; IDNURM; HOWLETT, 2002; WANG et al.,
2003). The virulence of M. grisea can be reduced by isocitrate lyase inhibitors (SHIN ez al.,
2007). Nevertheless, deletion of Icl reduced growth in plants, suggesting that fatty acids
constitute major nutrients during pathogenesis (BROCK, 2009). Moreover, the utilization of
lipids as the sole or main carbon source presupposes a requirement of the glyoxylate cycle to
provide hexose residues for nucleotide, cell wall, and amino acid biosynthesis (ASAKURA;
OKUNO; TAKANO, 2006).

The protein content had correlation only with F. verticillioides count, which was
negative (Table 3), i.e., in general, the higher fungal growth had the lower the protein levels.
Concerning lipid levels, there were fluctuations in the concentrations along the incubation,
and levels decreased at the beginning fungal growth, followed by an increase in subsequents
days and during the 20 th day of incubation (Figure 1c¢).

The infection of corn by F. verticillioides can cause highly variable results ranging
from systemic asymptomatic infections to severe rotting and wilting. Different studies
suggested several possible factors that influenced the relationship between this fungus and
corn, including amount of fungal inoculum in soil and kernels, the nutritional state of the
plant, the plant and fungal genotypes and the environmental conditions (CANTALEJO;
CARRASCO; HERNANDEZ, 1998; MILLER, 2001; FANDOHAN et al., 2003). Later
studies indicated that F. verticillioides can remain as an endophyte of corn based on its ability
to detoxify antimicrobial compounds synthesized by plant and/or to produce phytohormones
analogues (GLENN et al., 2003; MALONEK et al., 2004). More recently, data show that corn
oxylipins constitute a key factor related to fungal mycotoxin biosynthesis and sporogenesis
(GAO et al., 2007). Most of the known hosts for mycotoxigenic fungi are oil-rich crops such
as corn, peanut, cotton, and various tree nuts (DIENER e al., 1987), pointing to an important
role that plant lipids may have in the host—pathogen interactions.

The decrease in lipids levels in the beginning of the incubation and beginning fungal
growth may be explained by the production of oxylipins in the grains and/or by F.
verticillioides. Oxylipins are a large class of diverse oxygenated polyenoic fatty acids (oleic,
linoleic, and linolenic acid-derived oxylipins) and are produced via the lipoxygenase pathway.

In plants, has the function of signals in development and defense response to pathogen attack.
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In fungi, oxylipins are potent regulators of sporogenesis, are required signals for biosynthesis
of mycotoxins (BRODHAGEN; KELLER, 2006; BRODOWSKY; OLIW, 1993; HAMBERG
et al., 1994; SU; SAHLIN; OLIW, 1998) and are involved in signal communication with host
cells (HERMAN 1998; KOCK et al., 2003; NOVERR; ERB-DOWNWARD; HUFFNAGLE,
2003). In agreement with this idea, Wilson; Gardner and Keller (2001) observed the
expression of a gene to incorporation of molecular oxygen into linoleic acid in corn by F.
verticillioides and Aspergillus flavus. The authors obtained high levels of mycotoxins
produced by these genera, suggesting that lipoxygenase products are utilized by
mycotoxigenic fungi to induce biosynthesis of mycotoxins and, hence, that this gene is
susceptibility factor in corn plants.

The increase of the levels of lipids in the days following of adaptation and log phases
may correspond to lipid membranes of fungal cells. Moreover, lipids are produced by fungi
during their metabolism, and are related largely to triglycerides and fatty acids. In filamentous
fungi occur rates 6-9 % of its dry weight of lipids, according to Brennan and Losel (1978).

Data in Table 3 show positive and significant correlation between lipid levels and FB;
and FB, production, i.e., the increase in the mycotoxin production had tendency for increase
of lipids levels. This behavior is best described during the stationary phase, when there were
increased of fumonisin levels, and can be explained by the probability of fumonisin synthesis
be similar to the metabolic pathway of sphingosine, which forms a primary part of
sphingolipids, a class of cell membrane lipids (BRANHAM; PLATTNER, 1993;
BLACKWELL; MILLER; SAVARD, 1994; PLATTNER; BRANHAM, 1994).

Conclusion

Whichever the mode that allows F. verticillioides to interact with corn in
asymptomatic and symptomatic infections, fumonisin occurrence constitutes a latent and
imminent risk whenever the pathogen is present in the maize agroecosystem.

Standard grain storage procedures should prevent the development of fumonisins in
stored grain. Generally, fumonisin concentrations are not believed to increase during storage
as long as proper conditions of grain moisture and temperature are maintained. Subsequent
stable storage conditions which prevent initiation and growth of spoilage species are

necessary for effective long term grain quality conservation.
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Table 1 - Adjusted moisture to corn grains, incubation temperature and F. verticillioides
inoculum to each treatment

Treatment Moisture Temperature Concentration of F. verticillioides
codification content (%) (°C) inoculum (propagules mL™)
095 15 22.5 10°
144 18 27 10*
763 22.5 22.5 107
824 22.5 22.5 10°
548 22.5 22.5 10°
391 27 18 10°
252 27 18 10*
927 27 27 10*

Table 2 - Fumonisin production, log F. verticillioides count, lipids and protein levels under
different treatments

FB FB F. verticillioides Lipids Protein
T * 1 2 P

reatment mgg)  (uge) (log CFU g) (%) %)
(095) U=15%, T=22,5°C, 1=10° 0.84° 0.48° 3.27° 2.07% 8.77°
(144) U=18%, T=27°C, 1=10" 0.59° 0.34° 3.19° 1.39% 8372
(763) U=22,5%, T=22,5°C, I=10"  13.00*®  6.78*° 6.31° 0.92¢ 8.14°%
(824) U=22,5%, T=22,5°C, I=10°  13.43*®  7.34?%° 5.88% 1.04¢  825°%
(548) U=22,5%, T=22,5°C, I=10°  10.72*®>  5.39*° 5.59% 0.93¢ 8.28°%
(391) U=27%, T=18°C, 1=10° 1423 11.22%° 5.82° 2.00%  7.62°
(252) U=27%, T=18°C, 1=10" 21.48%  13.74%° 5.41° 479  4.66°
(927) U=27%, T=27°C, 1=10" 31.87%  23.05° 6.73% 2.35%  7.66%

*(095; 144; 763; 824; 548; 391; 252; 927) = treatment codification; U= moisture content (%); T= Temperature (°C);
I= log F. verticillioides inoculum (propagules mL™")
**Means within a column followed by the same letter are not significantly different according to Tukey test (p>0.05).
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Table 3 - Correlation between fumonisin, F. verticilioides count, lipids and protein levels

F. verticillioides

Variables FB,(ugg') FB,(ugg") count nggls Pr?(t%i: ;ns
(log CFU g)

1 p =1.000 p =0.988** p = 0.474%%* p=0.198%* p=-0.101

FBi(ngg™) p=-- p = 0.000 p = 0.000 p=0.012 p=0.201

1 p =1.000 p = 0.438%* p = 0.232%%* p =-0.068

FB:(ngg?) p=- p = 0.000 p=0003  p=0387
F. verticillioides p =1.000 p =0.094 p=-0.178%*

count (log CFU g™) p=-- p=0.236 p=0.024

- p =1.000 p =-0.035

Lipids (%) N p=0.653

Proteins (%) p;_l_(?f)o

**Significants correlations (p < 0.05), p = correlations, p = level of significance.



156

200 160 +
140 -

% proteins

0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 2
@
Legend:
—=— 927 (M.Cc.= 27%, T=27°C, |=4)
—x%— 252 (M.c.= 27%, T=18°C, |=4)
—+—391 (m.c.= 27%, T=18°C, I=6)
—— 548 (m.c.= 22.5%, T=22.5°C, |=3)
—=— 824 (M.C.= 22.5%, T=22.5°C, |=5)
763 (m.c.= 22.5%, T=22.5°C, |=7)
—e— 144 (Mm.C.= 18%, T=27°C, |=4)
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Log F. verticillioides count

Figure 1. Kinetic of fumonisin production FB; (a), FB, (b); lipids level (c); protein levels (d)
and log F. verticillioides count (e) under different treatments.
*m.C.= moisture content (%); T= Temperature (°C); I= log F. verticillioides (propagules mL™")

**0 day = Fumonisin, lipids and proteins levels of corn at the time of inoculation with F. verticillioides. To log
F. verticillioides count, is the amount of inoculum in each treatment.
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5.6 Efeito da Densidade de plantas e doses de nitrogénio na cultura do milho na

contaminag¢do por fumonisinas e nas caracteristicas fisico-quimicas dos graos

RESUMO

Embora, em func¢do da competicdo de mercado, exista a crescente necessidade de se alcancar
elevada produtividade na cultura do milho, é preciso alid-la a manutengdo da qualidade desta
matéria-prima. Fusarium verticillioides encontra-se freqiientemente associado a esta graminea
e é produtor de fumonisinas, metabdlitos secundérios que representam riscos a satide humana
e de animais. Desta maneira, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
populacdes de plantas e doses de adubagdo nitrogenada em cobertura na contaminagdo por
fumonisinas e caracteristicas fisico-quimicas de graos de milho do hibrido AG 9010 YG em
sistema de semeadura direta na segunda safra de 2009. O delineamento experimental, em
blocos casualizados com quatro repeti¢des, seguiu o planejamento fatorial 4x4, onde se
avaliou quatro populacdes de plantas (40, 60, 80 e 100 mil plantas por hectare) e quatro doses
de nitrogénio em cobertura (0, 50, 100 e 150 Kg ha™). A contaminacdo por fumonisinas nio
teve correlagdo significativa (p>0,05) com a dose de nitrogénio em cobertura e com a
densidade de plantas. Observou-se maiores teores de proteinas e lipideos e menores niveis de
amido nos graos com o aumento das doses de nitrogénio. A densidade populacional teve
correlacdo significativa negativa com os teores de cinzas e lipideos, e maiores teores de amido
foram detectados com incremento da populacao de plantas.

Palavras-chave: Densidade de plantas, adubagdo, micotoxina, Zea mays .

ABSTRACT

Although the producers need high productivity of corn, it is necessary to maintain this raw
material quality. Fusarium verticillioides is frequently associated with corn and produces
fumonisins, secondary metabolites that cause diseases in animals and humans. This study
aimed to evaluate the effect of plant populations and nitrogen fertilization in fumonisin
contamination and chemical/physical characteristics of corn hybrid AG 9010 YG (2009 crop).
The experimental design was randomized blocks with four replications, followed the 4x4
factorial design, which evaluated four plant populations (40, 60, 80 and 100 thousand plants
ha'l) and four nitrogen rates (0, 50, 100 and 150 kg ha'l). Fumonisin production had no
significant correlation (p> 0.05) with nitrogen level and plant density. Higher lipids and
proteins and lower starch levels in grains occurred with increasing nitrogen fertilization
levels. Population density had significant negative correlation with minerals and lipids, and
higher starch content occurred with increasing plant population.

Keywords: Plant densities, fertilization, mycotoxin, Zea mays.

Introducao

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais cultivados no mundo, sendo sua
importancia atribuida a sua multiplicidade de aplicacdes, tanto na alimentagdo humana quanto
na animal, assumindo, ainda, relevante papel socioecondmico (FANCELLI; DOURADO
NETO, 2000). Segundo a CONAB (2010), a produgdo brasileira total de graos 2009/2010 é

estimada em 143,95 milhdes de toneladas, sendo que a producio de milho deve alcangar cerca
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de 51, 3 milhdes de toneladas. No cendrio nacional, o Estado do Parand ocupa posicdo
estratégica pela maior produg¢do de graos, tendo destaque o milho, com uma estimativa de
producdo de 11,5 milhdes de toneladas para a safra 2009/2010.

Alguns fatores inerentes a producdo afetam a qualidade do milho, a exemplo da
propria cultivar, solo, fertilizacdo, clima, préticas culturais, pragas e contaminac¢do por
microrganismos e micotoxinas (LAZZARI; LAZZARI, 2000).

Entre os fungos micotoxigénicos da cadeia produtiva de milho, Fusarium
verticillioides destaca-se na pods-colheita, nas imediacdes da fase de pré-secagem, pela
producdo de fumonisina, um metabodlito secunddrio promotor de cancer e responsdvel pelo
desencadeamento de intoxicacdo aguda em animais (BEZUIDENHOUT et al., 1988;
NELSON; DESJARDINS; PLATTNER, 1993). A produc¢do de fumonisinas é influenciada
por diferentes fatores, incluindo disponibilidade de nutrientes para as plantas e os aspectos
ambientais como precipita¢do pluviométrica e temperatura durante toda cadeia produtiva da
cultura (SWEENEY; DOBSON, 1998). Regides tropicais e subtropicais sdao as mais
favordveis para o desenvolvimento fingico em cereais e, consequentemente, para a producao
destas toxinas (CAHAGNIER; MELCION; RICHARD-MOLARD, 1995). Devido aos efeitos
nocivos associados a presenca de espécies de Fusarium spp. em culturas agricolas, o controle
de F. verticillioides e a conseqiiente producido de fumonisinas em milho tem se tornado uma
prioridade na investigacdo de seguranca dos alimentos.

Com relagdo a fertilizacdo do solo, uma das varidveis determinantes da producdo de
milho € o fornecimento de nutrientes para a cultura, dentre os quais se destaca o nitrogénio,
uma vez que este participa da composicdo dos aminodcidos, proteinas, clorofila e enzimas
essenciais que estimulam o crescimento e o desenvolvimento da parte aérea e do sistema
radicular (BRADY, 1989). Por este motivo, este € o nutriente absorvido em maior quantidade
pela cultura do milho, e também o mais limitante para o desenvolvimento e produtividade da
mesma.

A deficiéncia de nitrogénio reduz a densidade de grdos entre 9 e 25 % e a
produtividade de graos, entre 14 e 80 %, porque esse elemento, além de afetar a determinagao
do nimero de células endospermdticas e de granulos de amido, pode reduzir a fonte de
fotoassimilados, devido a diminuicdo da drea foliar (NHEMI et al., 2004). Além disso, plantas
de milho expostas ao estresse por falta de fertilidade do solo também sdo altamente
susceptiveis a infeccdo por microrganismos. Diversos autores relataram alta incidéncia de
doencas causadas por fungos toxigénicos em milho devido ao stress por falta de fertilizante

(SHELBY; WHITE; BAUSKE, 1994; RODRIGUEZ-DEL-BOSQUE, 1996; MILLER, 2001;
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MUNKVOLD, 2003). Lisker; Lillehoj (1991) demonstraram que altos niveis de aflatoxinas
podem estar relacionados a estresses por deficiéncia de nutrientes, em especial o nitrogénio.

A otimizagao da produtividade de graos depende, entre outros fatores, da eficiéncia de
canalizacdo de carbono e nitrogé€nio para o grao e da transformacdo desses elementos em
compostos de reserva (SODEK, 1989). A composi¢do quimica quantitativa das sementes €
definida geneticamente, apesar de poder ser, até certo ponto, influenciada pelas condi¢des
ambientais a que foram submetidas as plantas que as originaram. Desta forma, a
disponibilidade de nutrientes no solo pode influenciar a composi¢do quimica do grao de forma
a melhorar a sua qualidade, favorecendo desde o vigor até o potencial de armazenamento de
sementes.

Em se tratando de praticas culturais, diversos fatores de manejo influenciam no
rendimento de graos de milho. A escolha do adequado arranjo de plantas na cultura é um dos
principais fatores de defini¢do deste rendimento, devido a sua importancia na eficiéncia da
interceptacao da radiacdo solar e distribui¢do do sistema radicular no solo (SANGOI, 2001).

Entre as formas de manipulacdo do arranjo espacial, a densidade de plantas € a que
tem maior interferéncia na produtividade do milho, pois pequenas alteracdes na populagcdo
podem afetar significativamente o rendimento de graos.

Atualmente, a densidade alta e o espacamento reduzido fazem parte do novo enfoque
do arranjo de plantas na cultura do milho (SILVA et al., 2006). Por meio do melhoramento
genético, novos hibridos de milho com arquitetura modificada, folhas menores e mais eretas,
tém permitido o aumento na densidade, resultando em maiores produtividades (SHIOGA;
OLIVEIRA; GERAGE, 2004). No entanto, o incremento na populacio de plantas,
principalmente sob espacamento reduzido entre linhas, aumenta a incidéncia de doencas
foliares, de colmo e de espiga na cultura do milho (CASA; REIS, 2003). Com densidades
elevadas, ha menor circulagdo de ar no interior do dossel, o que favorece um periodo mais
prolongado de deposi¢cdo de orvalho nas folhas, estimulando a germinacdo de esporos de
fungos que ocasionam doencgas foliares (SANGOI et al., 2003). Altas populagdes impdem
restri¢des a atividade fotossintética das folhas, sendo que a limitacdo imposta as folhas induz
o colmo a redirecionar fotoassimilados em maior quantidade ao enchimento de graos,
fragilizando-o e facilitando a ocorréncia de podridées (SANGOI et al., 2000). Diversos
patégenos responsdveis por podriddes de colmo podem migrar para a espiga, favorecendo a
ocorréncia de graos ardidos (RIBEIRO et al., 2005).

Com a utilizacdo de espacamentos reduzidos entre linhas, ocorre uma melhor

distribuicdo das plantas de milho na drea, otimizando o aproveitamento dos recursos do meio,
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contudo, concomitantemente os produtores tendem a aumentar a populacdo de plantas
gerando uma maior demanda por nutrientes. Assim, tanto a populacdo de plantas quanto a
dose de nitrogénio utilizada em cobertura podem afetar o desenvolvimento, a produtividade
da lavoura, a caracteristicas quimicas e micoldgicas do grdo e, consequentemente afetar a
qualidade do produto.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de populacdes de plantas e
doses de adubacdo nitrogenada em cobertura sobre a contaminagdo por fumonisinas e
caracteristicas fisico-quimicas de graos de milho em sistema de semeadura direta sob

espacamento reduzido.

Material e Métodos

Matéria-prima

A matéria-prima utilizada foi graos de milho do hibrido AG9010 YG, um hibrido
transgénico com a tecnologia YIELDGARD® para controle de lagarta do cartucho
(Spodoptera frugiperda), lagarta da espiga (Helicoverpa zea) e Broca do colmo (Diatraea

saccharalis).

Localizagdo do experimento e caracteriza¢do do local

O experimento foi conduzido no periodo de segunda safra (safrinha) no ano de 2009
no Distrito da Prata, pertencente ao municipio de Cambé - PR, o qual se encontra a 23° 5 50”
latitude sul, 52° 24 7” longitude oeste de Greenwich, com altitude de 430 m. O solo do local
€ caracterizado como Latossolo Vermelho distroférrico (LVdf). O clima da regido, segundo a
classificacdo de Koppen, € Cfa, ou seja, clima subtropical, com temperatura média no més
mais frio inferior a 18 °C (mesotérmico) e temperatura média no més mais quente acima de
22 °C, com verdes quentes, geadas pouco freqiientes e tendéncia de concentracdo das chuvas

nos meses de verdo, contudo sem estacdo seca definida (IAPAR, 2010).

Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento experimental de parcelas sub-divididas em esquema
fatorial 4 x 4 (quatro populacdes x quatro doses), com quatro repeti¢des, totalizando 16
tratamentos. Na parcela principal, foram testadas quatro populacdes de plantas, equivalentes a
40, 60, 80 e 100 mil plantas ha' em espacamento reduzido entre linhas. Nas sub-parcelas,

testaram-se quatro doses de N em cobertura (0, 50, 100 e 150 Kg ha'l). A sub-parcela
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experimental foi constituida por 8 linhas de 5 m de comprimento, com espagamento entre
linhas fixo de 0,45 m. A drea util de cada parcela experimental foram as quatro linhas

centrais, totalizando 9 m>.

Procedimento operacional

Previamente a instalacdo do experimento, foram coletadas amostras de solo da area
experimental para andlise quimica. Com base nestes resultados, o solo foi corrigido com
calcério, visando a elevacdo da saturacdo de bases para 70 %. A adubacdo de nitrogénio,
fosforo e potassio (N-P-K) na semeadura foi realizada conforme a anélise do solo, seguindo as
indicacdes técnicas da cultura (EMBRAPA, 2009). Para a adubacio nitrogenada de cobertura
foi utilizado como fonte de nitrogénio o SuperN®, sendo realizada no estadio V4,
correspondendo a quatro folhas expandidas.

Anteriormente a semeadura, as sementes foram tratadas com o fungicida Maxim®
(Fludioxonil + Metalaxyl-m), na dose 1,5 mL kg de semente e com o inseticida Crop Star®
(Thiodicarb), na dose de 350 mL para 60 mil sementes.

Realizou-se semeadura direta, com uma semeadora adubadora, dispondo-se duas
sementes por cova. No estddio V2 a V3, foi feito desbaste, deixando-se apenas uma planta por
cova e obtendo-se a populagdo igual a pré-estabelecida nos tratamentos.

Apés a colheita de oito espigas por tratamento, de maneira aleatdria, estas foram
higienizadas externamente com alcool 70° GL. Posteriormente, procedeu-se retirada da palha
e debulhamento. Os graos foram secos em estufa de circulagdo de ar a 50 °C por 24 horas,
sendo em seguida armazenados a 4 °C até o momento da moagem. Os graos moidos foram

acondicionados em sacos plésticos a -18 °C até o momento das anélises.

Determinagdo de fumonisinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinacdo de fumonisinas foi realizada por CLAE de acordo com a metodologia
descrita por Shephard et al. (1990), modificada por Ueno et al. (1993). Para extragdo, um
volume de 30 mL de metanol: dgua (3:1, v:v) foi adicionado a 10 g de amostra triturada (50
mesh), seguido de agitacio a 150 r.p.m. por 1 hora a 10 °C (incubadora refrigerada
Marconi®). Ap6s filtragdo, foi aplicado 1 mL do extrato bruto em coluna de troca anidnica
Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda, Irlanda) previamente acondicionada com 5 mL
de metanol, seguido de 5 mL de metanol:dgua (3:1, v:v). Posteriormente, foram aplicados 6
mL de metanol:dgua (3:1, v:v), seguidos de 3 mL de metanol. As fumonisinas foram eluidas

com 10 mL de solugdo 4cido acético 0,5 % em metanol e o eluato seco a 40 °C. O residuo foi
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ressuspenso em 2 mL de metanol:dgua (3:1, v:v), seco sob gis N, a 40 °C e novamente
ressuspenso em 800 pL. de metanol:dgua (3:1, v:v). Aliquotas de 200 pL foram secas em gds
N, a 40 °C. Uma aliquota de 200 pL foi ressuspensa em 100 pL. de acetonitrila:dgua (1:1),
derivatizada com 200 pL de o-phtaldialdeido (40 mg de OPA, 1 mLde metanol, 5 mL de
borato de sédio 0,1 mol L™ e 50 pL de 2- mercaptoetanol) e as inje¢des foram feitas dentro de
1 min em CLAE. Fumonisinas foram analisadas em sistema isocritico de fase reversa por
CLAE (bomba LC-10 AD e detector de fluorescéncia RF 10 AXL, Shimadzu, Japao), usando
coluna Cig Luna 5 p (4,6 x 250 mm; Phenomenex®, EUA). Foi utilizado comprimento de
onda de 335 nm e 450 nm de excitacdo e emissdo, respectivamente. A fase mével consistiu de
metanol: fosfato de sédio (CH3;OH:Na,HPO,4) 0,1 M (80:20, v:v) ajustado com é&cido o-
fosférico a pH 3,3, fluxo de 1 mL min™'. O limite de deteccao de FB; e FB, foi 27,5 e 35,3 ng

-1 .
g , respectivamente.

Determinacgdo de lipideos, proteinas e cinzas

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995),
convertendo-se o teor total de N em proteina pelo uso do fator 6,25. O contetdo de lipideo foi
determinado pelo método de Soxhlet mediante extracdo com éter de petrdleo; e os teores de

cinzas foram determinados mediante pesagem de residuos de incineracao (I.A.L., 1985).

Determinagdo de amido disponivel

A extracdo de amido disponivel foi realizada segundo AOAC (1995), modificado por
Walter; Silva; Perdomo (2005).

Em 0,3 g de grios triturados e peneirados foi adicionado 0,2 mL de etanol 80 %, 3,0
mL de tampdo fosfato pH 6,8, e 0,1 mL da solucdo de a-amilase (Sigma®) termoestdvel:dgua
(30:70, v/v). Apés agitacdo, o material foi aquecido em banho-maria a 95 °C por 5 minutos,
sendo em seguida resfriado até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se
4,0 mL de tampdo acetato de sédio, pH 4,5, e 0,1 mL da solucdo de amiloglucosidase
(Sigma®):dgua (30:70, v/v), seguido de aquecimento em banho-maria a 50 °C por 30 minutos
e resfriamento até a temperatura ambiente. O material teve seu volume ajustado para 100 mL
em baldo volumétrico com dgua destilada.

Ap6s a extracdo e hidrélise do amido, foi utilizada a metodologia proposta por Nelson
(1944) modificado por Somogy (1945) para a quantificacdo da glicose, sendo realizada a

leitura em espectrofotdmetro a 505 nm. Utilizou-se uma curva padrdo de glicose 0,02 %,
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fazendo-se diluicdes com concentragdes de glicose de 0, 20, 40, 60, 80,100, 120, 140, 160,
180, 200 pg mL™.

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos em relacdo as doses de nitrogénio e densidade populacional
foram estatisticamente avaliadas usando andlise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de
Comparagao Multipla de Tukey, a 95 % de confianca. A correlacdo de Pearson foi aplicada
para as variaveis dependentes e independentes e analisada pelo teste—t. As andlises estatisticas

realizadas no programa ““Statistica, versao 6.0”.

Resultados e Discussao

As fumonisinas foram detectadas em 95,3 % das amostras de milho analisadas, sendo
que os niveis de fumonisinas totais (FB; + FB;) variaram de 0,02 a 5,89 ug g'l, estando assim,
dentro do limite maximo de 5, 10, 50 e 50 pg g’ recomendado para eqiiinos, suinos, bovinos
e aves, respectivamente, pelo “Mycotoxin Committee of the American Association of
Veterinary Laboratory Diagnosticians” (IARC-WHO, 2002). Em Santa Catarina, a safra 2000
apresentou niveis de FB; e FBy de 3,2 ug g e 3,4 ug g'l, respectivamente (WESTHUIZEN et
al., 2003). Moreno et al. (2009) analisaram a contaminacdo natural de 90 amostras de milho
do Norte do Estado do Parana da safra de 2004 e observaram niveis de fumonisinas de 0,07 a
18,16 pug g'1 na etapa de recep¢ao de uma industria de processamento de graos. No entanto,
segundo os autores, a variabilidade do nivel de contamina¢@o de fumonisinas varia de acordo
com a safra, uma vez que as diferencas nas precipitagdes pluviométricas entre elas sdo
grandes.

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados de correlagc@o entre as varidveis independentes
(dose de nitrogénio e densidade populacional) e as respostas obtidas nas diferentes
caracteristicas avaliadas (fumonisinas, amido, cinzas, lipideos e proteinas dos graos de milho).
A contaminag¢ao por fumonisinas nao apresentou correlagdo significativa (p>0,05) com a dose
de nitrogénio em cobertura e com a densidade populacional, sendo que perante as micotoxinas
avaliadas, somente observou-se correlagdo positiva significativa (p<0,05) entre elas (FB; e
FB,). Trento; Irgang; Reis (2002) relataram em cultivo de milho localizado em Passo Fundo,
RS, safra 1999, que a incidéncia de graos ardidos foi maior a medida que se aumentou a
densidade de plantas (30, 40, 50, 60 e 70 mil plantas ha'l). Similarmente, Sangoi et al. (2000)

observaram que o aumento da populacio de plantas em Lages, SC, safra 1998, promoveu um
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incremento na incidéncia das doencas de colmo causadas por F. moniliforme, Colletotrichum
graminicola e Diplodia maydis. No entanto, os autores relataram que um (Ag 9012) dos
quatro hibridos estudados (Ag 12, Ag 28 e Ag 303, Ag 9012), apresentou menor incidéncia e
severidade das doencas de espiga, independentemente da densidade de semeadura.

Similarmente, no presente estudo, a correlacdo nao significativa da dose populacional
e a contaminacdo por fumonisinas (Tabela 1) e a diferenca ndo significativa da toxina em
relacdo as diferentes populagdes (Tabela 3) podem ser relacionadas ao hibrido utilizado (AG
9010). Este hibrido possui arquitetura de planta moderna, com as folhas eretas e resisténcia ao
quebramento. Por isso, permite o plantio adensado, ou seja, o espacamento reduzido
entrelinhas, explorando as interagdes ambientais e agrondmicas, que possibilita também o
aumento da populacdo de plantas (SEMENTES AGROCERES, 2010). A capacidade
fotossintética de cada hibrido € outra caracteristica que também pode influenciar na
suscetibilidade a doencgas e producdo de micotoxinas, uma vez que interfere no fracionamento
dos produtos oriundos da fotossintese durante o periodo de enchimento de griaos. Trabalhos
conduzidos por Russel (1991), Duvick (1994) e Sangoi; Ender; Guidolin (1998)
demonstraram que os hibridos menos eficientes em termos fotossintéticos tiveram maior
suscetibilidade a doencgas de colmo. Além disso, a baixa contaminac¢do de fumonisinas no
presente estudo pode estar associada ao melhor empalhamento e a inclinacdo natural da espiga
na maturacdo, caracteristicas que tém sido priorizadas pelos programas de melhoramento
genético de cultivares. Sangoi et al. (2000) relacionou o menor indice de doengas de espiga
dos hibridos Ag 303 e Ag 9012 a maior dificuldade a entrada dos agentes causais na
inflorescéncia feminina.

Os dados apresentados na Tabela 2 demonstram ndo haver diferenca significativa
(p>0,05) entre os niveis médios de fumonisinas FB; e FB, em relacdo as diferentes doses de
nitrogénio utilizadas (0, 50, 100 e 150 Kg ha™). Resultados similares foram encontrados por
Miguel et al. (2009), os quais avaliaram a contaminacdo em grdos de milho cultivados na
regido Norte do Parand, safra de 2007, submetidos a trés doses de nitrogénio em cobertura
(40, 120 e 200 Kg ha'l). No entanto, os autores enfatizam que niveis mais elevados de
fumonisinas foram observados em tratamentos nos quais nao foi utilizado fertilizante
nitrogenado. Blandino; Reyneri; Vanara (2008) relataram que o stress por falta de nitrogénio
aumenta significativamente a contaminacdo de milho por FB;. Diversos outros autores
também relataram alta incidéncia de doengas causadas por fungos toxig€nicos em milho
devido ao stress por falta de fertilizante (SHELBY; WHITE; BAUSKE, 1994; RODRIGUEZ-
DEL-BOSQUE, 1996; MILLER, 2001; MUNKVOLD, 2003). No presente estudo, a condi¢do
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de fertilidade natural do solo pode ter possibilitado uma nutricdo equilibrada da planta,
mesmo na auséncia de nitrogénio em cobertura, e assim, propiciado a planta ter melhores
condic¢des de defesa contra patégenos.

Os teores de amido dos graos analisados variaram de 30,73 a 48,18 %, os teores de
cinzas de 1,13 a 2,57 %, lipideos de 1,94 a 7,37 % e proteinas de 4,95 a 10,58 %. Observa-se
ampla variabilidade entre os niveis minimos e maximos para as andlises fisico-quimicas,
sendo estas influenciadas significativamente pelas doses de nitrogénio de cobertura utilizadas
na adubacao do solo e pela densidade populacional de plantas. Segundo FANCELLI; LIMA,
(1982), a composi¢ao média dos graos de milho é de 60 % de carboidratos, principalmente na
forma de amido, 10 % de proteinas, 4 % de lipideos, além de minerais e vitaminas.

E possivel observar na Tabela 1 que a dose de nitrogénio em cobertura apresentou
correlagdo significativa (p<0,05) negativa com os teores de amido, e positiva com os teores de
lipideos e proteinas, ou seja, houve uma relacio inversamente proporcional entre as doses de
nitrogénio utilizadas e teores de amido; e uma relagdo diretamente proporcional entre as doses
de nitrogénio e os teores de lipideos e proteinas dos graos de milho.

Resultados semelhantes foram encontrados por Gallo et al. (1976), os quais, utilizando
o sulfato de amoénio como fonte de nitrogénio na cultura do milho, observaram que a
aplicacdo de maiores doses aumentou a porcentagem de proteina nos grdos e diminuiu os
teores de amido. Genter; Eheart; Linkous, (1956) e Jellum ef al. (1973) também verificaram
um aumento de proteina dos grios com o aumento da dose de N aplicada, no entanto, nao
observaram nenhum efeito no teor de lipideos. Nas variacdes observadas, em relacdo aos
resultados obtidos nesse estudo, € preciso considerar as diferencgas de tipo de solo, cultivares,
época de cultivo, condi¢des climdticas e possivel interacdo da adubacdo com esses fatores.
Em estudo com doses de nitrogénio de 0, 70, 140 e 210 kg ha! na cultura do milho, no
municipio de Coimbra, Estado de Minas Gerais, FERREIRA et al. (2001) constataram que os
teores de proteina nos graos aumentaram com as doses de nitrogénio.

O aumento dos niveis de proteina nos graos de milho com as maiores doses de N esta
relacionado com a exigéncia deste elemento pelas plantas para realizacdo de um ou mais
processos vitais, como sintese de proteina, absor¢do idnica, fotossintese, respiragao,
multiplicacdo e diferenciagdo celular (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1989). A
deficiéncia de nitrogénio causa sérios distirbios em plantas de milho, culminando na
formacdo de espigas de tamanho reduzido, com graos mal formados, e reducdo no teor de

proteinas (FERREIRA, 1997).
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A diminuicdo significativa do teor de amido dos graos de milho com a utilizacdo de
fertilizante nitrogenado em comparacdo a sua auséncia (Tabela 2) € similar a estudos que
demonstram que a limitacdo de nitrogénio em plantas acarreta um aumento de carboidratos
nado-estruturais (Fichtner & Schulze 1992; Fichtner et al. 1993; Paul; Driscoll 1997; Scheible
et al. 1997). O acumulo de amido é uma resposta passiva a diminuicdo das taxas de
crescimento e o resultante acimulo de actcares em plantas com falta de nutrientes (STITT;
KRAPP, 1999). No entanto, pesquisas também demonstraram que o nitrato foi capaz de
modular a diminui¢ao dos teores de amido de uma maneira mais direta. Scheible et al. (1997)
procederam estudo em tabaco deficiente de nitrogénio e relataram que os niveis de AgpS - o
gene que codifica a subunidade reguladora da glicose pirofosforilase (AGPase), enzima chave
na regulacdo da via de sintese de amido - diminuiram 2-4 horas apdés a adicdo de nitrato, e
aumentaram apds remocao do mesmo. De maneira similar, essas mesmas mudangas
aconteceram apds adi¢do de nitrato em tabaco com baixa atividade de nitrato redutase,
mostrando que o sinal esté relacionado ao nitrato em si € ndo com a sua metabolizagdo.

A correlacdo significativa e positiva do teor de lipideo e as doses de nitrogénio em
cobertura (Tabela 1) é corroborada com os dados da Tabela 2, os quais demonstram aumento
significativo (p<0,05) nos teores de lipideos quando utilizou-se o fertilizante nitrogenado, em
comparacdo a auséncia do mesmo. Gallo et al. (1976), observaram, em experimentos
realizados em Campinas-SP, correlacdo direta das doses de nitrogénio com o teor de lipideos
dos graos. Similarmente, Marsaro Junior et al. (2007), relataram que trés das cinco cultivares
de milho, cultivadas em diferentes sistemas de adubacdo (organica, mineral, organica e
mineral combinadas), apresentaram as menores médias para porcentagem de lipideos na
auséncia de adubacdo, indicando que a disponibilidade de minerais no solo pode influenciar
na producao de lipideos.

Com relacdo a densidade populacional, mediante andlise dos dados da Tabela 1, esta
teve correlacdo significativa com as andlises fisico-quimicas de amido, cinzas e lipideos.
Sendo, diferentemente do observado com a dose de fertilizante nitrogenado, a correlagdo da
densidade de plantas com o teor de amido foi positiva, ou seja, quanto maior o nimero de
plantas ha, maiores foram os niveis de amido quantificados nos graos. Havendo para tal,
diferenca significativa (p<0,05) nos niveis médios de amido entre o tratamento com menor
densidade populacional (40 mil plantas ha'l) e os demais tratamentos (60, 80 e 100 mil plantas
ha"l), conforme é possivel constatar na Tabela 3.

A correlagdo existente entre a densidade populacional e os teores de cinzas e lipideos

foi negativa, isto €, houve uma relacdo inversamente proporcional entre estas varidveis. Sendo
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que os teores médios de cinzas e lipideos relativos aos tratamentos com menor densidade
populacional (40 mil plantas ha™') diferiram significativamente (p<0,05) dos tratamentos com
maior densidade (60, 80 e 100 mil plantas ha™'), conforme Tabela 3. O fato pode ser explicado
pela densidade de semeadura afetar o balango nutricional nos diferentes 6érgaos da planta de
milho. O aumento da densidade de semeadura aumenta a competicdo entre individuos por
agua, luz e nutrientes, reduzindo a disponibilidade de fotoassimilados para atender a demanda
para enchimento do grio e manutencdo das demais estruturas da planta (SANGOI;
SALVADOR, 1997), e, em conseqiiéncia disto, menor a sintese e acimulo de lipideos e
cinzas.

A diminuicdo dos teores de amido com a menor densidade populacional pode estar
relacionada a melhor distribui¢ao das plantas na drea, possibilitando assim, a maximizacao da
atividade fotossintética pds-antese. Como conseqiiéncia, hd maior producao de graos, porém
com menor teor de carboidratos, em vista da distribuicdo deste entre os grdos. Penariol et al.
(2003) e Amaral Filho et al. (2005), os quais estudaram densidades de plantas de 40.000 a
80.000 plantas ha”', observaram que as menores densidades populacionais de milho

resultaram em maiores nimeros de graos por espiga.
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Tabela 1 - Correlagdo entre doses de nitrogénio, populagdo de plantas e contaminacdo por fumonisinas, teores de
amido, cinzas, proteinas e lipideos

Varidveis Dose de N Populacio FBFumonlsmFaE Amido Cinzas Lipideos Proteinas
Kg ha'! lantas ha™ L 2 % % % %
(Kgha'y ® ) (ngeh (uggh (%) (%) (%) (%)
Dose de N p=1,00 p=0,00 p=0,11 p=-0,05 p=-0,40%* p=0,18 p=0,29%%* p=0,50*%*
(Kgha™) p=--- p=1,00 p=0,35 p=0,69 p=0,00 p=0,13 p=0,01 p=0,00
Populagio (plantas p=1,00 p=-0,05 p=0,04 p=0,55*%*  p=-0,50%*  p=-0,65** p=-0,22
ha™) p=-- p=0,65 p=0,71 p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,07
FB, p=1,00  p=0,72%* p=-0,23 p=0,21 p=0,13 p=0,20
(ug g'l) p=-- p=0,00 p=0,06 p=0,08 p=0,27 p=0,09
FB, p=1,00 p=-0,05 p=0,05 p=0,03 p=0,11
(ggh p=--- p=0,67 p=0,64 p=0,76 p=0,35
. p=1,00 p=-0,68**  p=-0,62%*  p=-0,42%%*
Amido (%) p=—- p=0,00 p=0,00 p=0,00
. p=1,00 p=0,70%* p=0,46%*
Cinzas (%) p=--- p=0,00 p=0,00
Lipideos (%) p=1,00 p=0,63*%*
p=-- p=0,00
Proteinas (%) p=1,00
p=-—--

**Correlacgdes significantes a p < 0,05, p = correlacdes, p = nivel de significancia.
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Tabela 2 - Quantificacdo de fumonisinas e andlises fisico-quimicas em relagdo as doses de

nitrogénio
Dose de nitrogénio (Kg ha™)
Variaveis
0 50 100 150
FB; (ngg") 0,44 +043° 0,54 + 0,60 * 0,45 +0,64° 0,67 +0,64°
FB, (g g™) 0,29 + 0,33 ® 0,52 +1,07° 0,23 +0,31° 0,30 + 0,42 ®
Amido (%) 4220+332%  3902+3,95° 3874+381° 3755+3,54°
Cinzas (%) 1,56 0,322 1,83 +0,35°? 1,77 +0.36 ° 1,77 +0.27°
445+1,04° 521+093% 5,19 +0.84%° 533+1,00°

Lipideos (%)

Protefnas (%)  7,19+1,05¢ 7,69 +0,66° 8,09+0,62*°  849+0,99%

* Média + desvio padrdo seguida pela mesma letra na linha nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5

% de probabilidade.

Tabela 3 - Quantificacdo de fumonisinas e andlises fisico-quimicas em relacdo a populacdo
de plantas (plantas ha™)

Populagdo de plantas (plantas ha™")

Variaveis
40 mil 60 mil 80 mil 100 mil
FB, (ugg") 0,76 £ 0,68 * 0,28 £0,34* 0,45+0,53 0,61 £0,64°
FB, (ug g™) 0,46 £0,43* 0,13+£0,23* 0,26 +0,43* 0,50+1,03*
Amido (%) 3543+279° 39,76 +323" 40,66+3,85" 41,67+3,02°

Cinzas (%) 2,03+026° 1,70 £ 0,39 ° 1,66 + 0,28 ° 1,54 +0,16°

6,15+0,64" 495+099°  483+073™°  425+047°¢

Lipideos (%)
7,58 +1,00° 767+091°%  7,77+0,85%°

Protefnas (%) 8,44 +091°

*Média + desvio padrio seguida pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %

de probabilidade.
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5.7 Efeito da Inoculagdo a base de Pseudomonas fluorescens e adubagdo NPK nas

caracteristicas quimicas, contaminagao por fungos e fumonisinas em graos de milho

RESUMO

A disponibilizacdo de nutrientes e o estimulo ao crescimento proporcionado pelas
rizobactérias pode favorecer a produtividade e a qualidade de produtos agricolas, reduzindo a
necessidade de insumos externos e os riscos ambientais. Em face disto, o trabalho teve como
objetivo avaliar a atuacdo de Pseudomonas fluorescens inoculada na cultura de milho sob
diferentes niveis de adubacdo NPK na composicdo quimica, contaminag¢do por fungos e
fumonisinas em grdos do hibrido P30F35 na segunda safra de 2009. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados, com arranjo fatorial 3x2, correspondente a
trés niveis de adubacdo NPK no sulco de semeadura (0, 125 e 250 kg ha™! do formulado 08-
28-16) e dois de inoculante a base de P. fluorescens (com e sem), com 4 repeticdes. Os
diferentes niveis de adubacdo, a presenca e auséncia de inoculagdo com P. fluorescens e a
interacdo entre estes fatores ndo se mostraram significativos para a porcentagem de proteina e
de fumonisinas (p> 0,05). A interacdo entre os fatores mostrou-se significativa na contagem
de leveduras e no teor de cinzas, sendo que a ultima resposta apresentou correlacdo
significativa com o teor de proteina dos graos. A aduba¢do com 250 Kg ha™' de NPK, aliada &
inoculacdo com rizobactérias, proporcionou aumento nos teores de minerais nos graos de
milho. O mesmo tratamento indicou inibi¢ao do crescimento de leveduras, porém a correlagcao
significativa negativa entre estas e Fusarium spp., demonstrou que mesmo com a inocula¢io
com P. fluorescens, este género teve condicdes de crescimento. O uso de rizobactérias vem a
ser uma alternativa ao uso de fertilizantes, pesticidas e fungicidas, porém, as restri¢cdes
hidricas e geadas no periodo de desenvolvimento da cultura representaram condicdes
desfavoraveis para a plena atuagdo de P. fluorescens no milho.

Palavras-chave: Zea mays, proteina, cinzas, rizobactérias, biocontrole.

ABSTRACT

The availability of nutrients and growth stimulation provided by rhizobacteria can promote
productivity and quality of agricultural products, reducing the need for external inputs and
environmental risks. The work aimed to evaluate the performance of Pseudomonas
fluorescens inoculated in corn under different NPK levels on chemical composition, fungal
and fumonisin contamination in hybrid P30F35 (2009 crop). The experimental was
randomized blocks with 3x2 factorial design, corresponding to three NPK levels (0, 125 and
250 kg ha™, formulated 08-28-16) and two inoculation-based P. fluorescens (with and
without), with four replications. The different fertilization levels, the presence and absence of
P. fluorescens inoculation and interaction between these factors were not significant for
protein and fumonisins levels (p> 0.05). The interaction between factors was significant for
yeast count and mineral content, and the last was significantly correlated with protein content
of grains. Fertilization with 250 kg ha’! NPK, allied to inoculation with rhizobacteria,
allowing higher minerals levels on corn and showed yeasts growth inhibition. A significant
negative correlation between yeasts and Fusarium sp. demonstrated that even with P.
Sfluorescens inoculation, this genre had growing conditions. Rhizobacteria use has become an
alternative to fertilizers, pesticides and fungicides, however, the climate conditions during
culture growth represented unfavorable conditions for the performance of P. fluorescens in
corn.

Keywords: Zea mays, protein, mineral, rhizobacteria, biocontrol.
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Introducao

O milho é um dos produtos que mais se destaca em volume de producdo dentre os
cereais e oleaginosas produzidos no Brasil. Segundo a CONAB (2010), a producao brasileira
total de graos 2009/2010 é estimada em 143,95 milhdes de toneladas, sendo que a safra de
milho deve alcangar a produ¢do de 51,3 milhdes de toneladas. No cendrio, o Estado do Parana
ocupa posicao estratégica pela maior producio de graos, com destaque para o milho, com uma
estimativa de producado de 11,5 milhdes de toneladas.

Este cereal € hospedeiro de algumas espécies fungicas produtoras de micotoxinas,
dentre as quais se destaca o Fusarium verticillioides, produtor de fumonisinas, toxinas
associadas com efeitos nocivos a saide humana e animal (MARASAS; NELSON;
TOUSSON, 1984; NORRED, 1993). Fumonisinas, principalmente a B; (FB;), tem sido
associada a micotoxicoses em animais, como leucoencefalomaldcia em equinos
(SYDENHAN et al., 1992), sindrome de edema pulmonar em suinos (ROSS et al., 1990) e
cancer hepatico em ratos (GELDERBLOM et al., 1992). Estas toxinas foram detectadas em
milho e em produtos derivados deste cereal comercializados em alguns paises (MARASAS,
1995), sendo relacionados em seres humanos a ocorréncia de cincer esofagico (MARASAS et
al., 1988; FRANCESCHLI, et al., 1990; LI et al., 2001), e a defeitos do tubo neural de fetos
(GELINEAU-VAN WAES et al., 2009). As fumonisinas da série B sdo encontradas sob
condi¢des naturais € em comparacdo aos outros andlogos (A, C e P) sdo as mais abundantes.
A FB; compreende de 70 a 80 % do total de fumonisinas produzidas pelas espécies fingicas,
e a FB, constitui de 15 a 25 % (RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002). Devido aos efeitos
nocivos associados a presenca de espécies de Fusarium em culturas agricolas, o controle de F.
verticillioides e a conseqiiente producdo de fumonisinas em milho tem se tornado uma
prioridade na investigacdo de segurancga dos alimentos (Brown et al., 2001).

As estratégias de controle, objetivando a reducdo da infec¢do por fitopatogenos em
cereais, leguminosas e oleaginosas sdo geralmente baseadas no uso de pesticidas quimicos
(Kanampiu; Friesen; Gressel, 2002). O massivo uso destes produtos promove a polui¢do da
agua, degradagdo do solo e aumento da resisténcia de insetos (PEREIRA et al., 2010). O uso
de agentes de controle bioldgicos com efeitos antagonistas em patdégenos pode representar
uma alternativa promissora (WHIPPS, 1997; BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001). Dentre
estes, destacam-se as rizobactérias, que nao sé se beneficiam dos nutrientes secretados pelas
raizes das plantas, como também favorecem a planta de forma direta ou indireta

(BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001). Os efeitos diretos sdo dependentes da producdo de
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reguladores de crescimento, ou a melhoria da absor¢do de nutrientes pela planta; por outro
lado, os efeitos indiretos estdo relacionados com a producdo de metabdlitos como antibidticos,
sider6foros e 4cido hidrocianico, que diminuem o crescimento de fitopatégenos e outros
microorganismos nocivos a planta (GLICK, 1995; MYOUNGSU et al., 2005). Hernandez-
Rodriguez et al. (2008) relataram que rizobactérias (Burkholderia spp. e Pseudomonas
fluorescens) exibiram efeito antagonista em F. verticillioides M1 inoculado em milho.
Pseudomonas fluorescens (cepas MKB 158 e MKB 249) e Pseudomonas frederiksbergensis
(cepa 202) reduziram significativamente a gravidade de doencas causadas por Fusarium
culmorum no trigo e cevada (Khan; Doohan, 2009).

De acordo com Oliveira; Urquiaga; Baldani (2003), o crescimento vegetal por estas
bactérias pode ser promovido pela combinacdo de um ou mais dos seguintes mecanismos:
producdo de fitohormonios, fixa¢do bioldgica de nitrogénio, controle biolégico de patégenos,
solubilizacdo de fosforo inorganico e outros nutrientes, € mineralizacdo de fosforo organico.
As bactérias do género Pseudomonas tém recebido especial atencdo por sua capacidade em
promover o crescimento vegetal, especialmente pela sua habilidade em melhorar a nutri¢ao
fosfatada das plantas pela solubilizagao de fontes nao disponiveis de fésforo (AFZAL;
BANO, 2008). A diversidade metabdlica das P. fluorescens permite a sua adaptacdo em
varios ambientes, tais como solo e rizosfera (LATOUR; LEMANCEAU, 1997).

O milho, por apresentar alto potencial produtivo, é uma das culturas mais exigentes
em fertilizantes, especialmente os nitrogenados e fosfatados. O suprimento inadequado de
nitrogénio € considerado um dos principais fatores limitantes ao rendimento de graos do
milho, pois 0 mesmo exerce importantes fungdes nos processos bioquimicos da planta. Além
disto, a fertilizagdo nitrogenada constitui uma das alternativas para minimizar a ocorréncia de
fumonisinas, uma vez que a biossintese dessas micotoxinas estd relacionada a limitacdo de
nitrogénio (SHIM; WOLOSHUK, 1999). Entretanto, o excesso de nitrogénio provoca
crescimento vegetativo prolongado, tornando as folhas mais expostas aos patégenos, com a
parede celular tornando-se mais delgada e vulnerdvel a penetracdo de fungos (REID; ZHU;
MA, 2001).

Além do nitrogénio, a deficiéncia de fésforo também limita a produtividade da cultura,
sendo esta mais exigente a fésforo por ocasido da formacgdo e desenvolvimento dos graos. O
fosforo estd relacionado com o crescimento das raizes, a maturacao de frutos, a formacao de
graos, frutos e fibras e com o vigor das plantas (VITTI; WIT; FERNANDES; 2004). Aliado a

isto, plantas de milho expostas ao estresse por falta de fertilidade do solo sdo altamente
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susceptiveis a infeccdo por fungos toxigénicos (MILLER, 2001; WIDSTROM, 1996;
BLANDINO; REYNERI; VANARA, 2008).

Apesar da perspectiva de utilizacdo de rizobactérias com o propdsito de bioprotecao e
crescimento vegetal, ainda é imprescindivel o fornecimento de nutrientes para a cultura.
Contudo, as respostas da planta em relacdo a interacdo desses fatores ainda sdo
desconhecidas, pois a fertilidade natural do solo ou as doses de adubagdo fornecidas podem
influenciar o comportamento das bactérias quanto a sobrevivéncia, reproducao e eficiéncia de
atuacao, alterando o desenvolvimento da planta, a produtividade e a qualidade do produto.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar, em condi¢des de campo,
o efeito da inoculacdo com Pseudomonas fluorescens na cultura do milho sob diferentes

niveis de adubacao NPK, sobre a composi¢cao quimica dos graos e a contamina¢do por fungos

e fumonisinas.

Material e Métodos

Hibrido de milho
O hibrido de milho utilizado foi P30F35 (Pioneer®), que apresenta ciclo precoce,

elevada capacidade de adaptacdo para a safrinha com alto potencial produtivo (PIONEER

SEMENTES, 2009).

Caracterizacdo da drea experimental

O experimento foi conduzido no periodo de segunda safra (safrinha) no ano de 2009
no municipio de Londrina, o qual se encontra a 23°22’ latitude Sul, 51°22” longitude Oeste de
Greenwich, com altitude de 580 m. O solo do local € caracterizado como Latossolo Vermelho
eutroférrico (EMBRAPA, 1999). O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen, é
Cfa, ou seja, clima subtropical, com temperatura média no més mais frio inferior a 18 °C
(mesotérmico) e temperatura média no més mais quente acima de 22 °C, com verdes quentes,
geadas pouco freqiientes e tendéncia de concentragdo das chuvas nos meses de verdo, contudo
sem estacdo seca definida (IAPAR, 2010). As temperaturas maximas e minimas didrias assim
como, a precipitacdo pluviométrica didria durante o periodo de conducdo do experimento,
fornecidas pela estacdo Metereoldgica do Instituto Agrondmico do Parana, situada a 5 km da

area experimental, estdo apresentadas na Figura 1.

Delineamento experimental
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Foram avaliadas trés doses de adubacao NPK (0, 50 e 100 % da indicacdo técnica da
cultura) e a inoculag@o ou ndo de sementes de milho com inoculante a base de P. fluorescens.
Para tal, foi utilizado o delineamento experimental de blocos casualizados, em esquema
fatorial 3x2, com quatro repeticoes.

As parcelas foram constituidas de quatro linhas de cinco metros de comprimento, com
espacamento entre linhas de 0,9 m. Foram consideradas como parcela util as duas linhas

centrais, desprezando-se 0,5 m das extremidades das mesmas.

Procedimento operacional

Previamente a instalacdo do experimento foram coletadas amostras de solo da area
experimental a profundidade de 0-10 e 10-20 cm para andlise quimica (Tabela 1), de acordo
com a metodologia de RALJ; QUAGGIO (1983). Com base nestes resultados, foi realizada a
adubacdo do solo com nitrogénio, fésforo e potdssio (N-P-K) no sulco da semeadura com o
fertilizante formulado 08-28-16, de acordo com os tratamentos de 0, 50 ¢ 100 % das
indicacdes técnicas da cultura (EMBRAPA, 2009). Estas quantidades foram de 0, 125 e 250
Kg ha™' do formulado, respectivamente, sendo que a maior dose (250 kg ha™) correspondeu a
20 kg ha' de N, 70 kg ha de P,Os e 40 kg ha” de K,0. O solo foi preparado quando o
mesmo apresentava condi¢des adequadas de umidade, realizando-se uma aragdo e uma
gradagem.

Anteriormente a semeadura, as sementes que receberam o inoculante a base de P.
fluorescens foram tratadas na dose de 140 mL ha™', sendo que destes, 100 mL correspondeu
ao Rizofos liq Maiz® e 40 mL, ao Premax R Protector®, protetor bacteriano que melhora a
sobrevivéncia das bactérias apds a inoculagdo, sendo este misturado ao Rizofos liq Maiz®
antes da aplicac¢do nas sementes.

A semeadura foi realizada manualmente e para atingir a densidade de
aproximadamente 55 mil plantas ha™', realizou-se desbaste na fase de desenvolvimento Vs,
utilizando a escala fenoldgica da cultura proposta por RITCHIE; HANWAY; BENSON
(1986).

Durante o desenvolvimento da cultura, a drea foi monitorada com relacdo a pragas,
doencas e plantas daninhas. Houve a necessidade de utilizacdo de Teflubenzuron na dosagem
de 100 mL ha™ para controle de vaquinha (Diabrotica speciosa), devido a desfolha causada
pelo inseto adulto no estddio V3. Além disto, a eliminacdo de plantas daninhas foi realizada

mediante capina manual.
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A adubacido nitrogenada de cobertura foi realizada aos 35 dias apés a emergéncia das
plantulas (estddio V), com aplicacdo de 80 kg ha™! de N (uréia) em todos os tratamentos. A
colheita foi realizada manualmente no estddio 10 (graos com umidade de 20 %), nas linhas

centrais da 4rea util da parcela.

Determinacdo de fumonisinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinacdo de fumonisinas foi realizada por CLAE de acordo com a metodologia
descrita por Shephard et al. (1990), modificada por Ueno et al. (1993). Para extracdo, um
volume de 30 mL de metanol: dgua (3:1, v:v) foi adicionado a 10 g de amostra triturada (50
mesh), seguido de agitacio a 150 r.p.m. por 1 hora a 10 °C (incubadora refrigerada
Marconi®). Apés filtracdo, foi aplicado 1 mL do extrato bruto em coluna de troca anidnica
Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda) previamente acondicionada com 5 mL de
metanol, seguido de 5 mL de metanol:dgua (3:1, v:v). Em seguida, foram aplicados 6 mL de
metanol:dgua (3:1, v:v), seguidos de 3 mL de metanol. As fumonisinas foram eluidas com 10
mL de solucdo de acido acético 0,5 % em metanol e o eluato seco a 40 °C. O residuo foi
ressuspenso em 2 mL de metanol:dgua (3:1, v:v), seco sob gds N, a 40 °C e novamente
ressuspenso em 800 pL. de metanol:dgua (3:1, v:v). Aliquotas de 200 puL foram secas em gds
N, a 40 °C. Uma aliquota de 200 pL foi ressuspensa em 100 pL. de acetonitrila:dgua (1:1),
derivatizada com 200 pL. de o-phtaldialdeido (40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de
borato de sédio a 0,1mol L e 50 uL de 2- mercaptoetanol) e as inje¢des foram feitas dentro
de 1 min em CLAE. Fumonisinas foram analisadas em sistema isocratico de fase reversa por
CLAE (bomba LC-10 AD e detector de fluorescéncia RF 535, Shimadzu, Japao), usando
coluna Cig Luna 5 p (4,6 x 250 mm; Phenomenex®, EUA). Foi utilizado comprimento de
onda de 335 nm e 450 nm de excitacdo e emissao, respectivamente. A fase mével consistiu de
metanol: fosfato de sédio (CH3;OH:Na,HPO,) 0,1 M (80:20, v:v) ajustado com dcido o-
fosférico a pH 3,3, fluxo de 1 mL min™. O limite de deteccao de FB; e FB, foi 27,5 e 35,3 ng

-1 .
g , I espectlvamente.

Determinagdo de proteinas e cinzas
O teor de proteina bruta foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995),
convertendo-se o teor total de N em proteina pelo uso do fator 6,25. Os teores de cinzas foram

determinados mediante pesagem de residuos de incineracio, conforme I.A.L. (1985).

Andlise da microbiota fiingica
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Uma aliquota de 10 g de milho triturado (50 mesh) foi homogeneizada em 90 mL de
4dgua peptonada estéril 0,1 % (v/v) e submetida a dilui¢des seriadas (10" a 10°) em tubos
contendo o mesmo diluente. Uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo foi plaqueada em Agar
batata dextrose (BDA), acidificado a pH 4,0 com 4cido tartarico. As placas foram incubadas
a 25 °C por 5 dias e apds a contagem, os géneros flingicos foram identificados de acordo com

Nelson; Toussoun; Marasas (1983) e Samson; Hoeskstra; Frisvad (1995).

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram estatisticamente avaliados usando andlise de variancia
(ANOVA) seguida por Teste de Comparacdo Miiltipla de Tukey, a 95 % de confianca. A
correlagdo de Pearson foi analisada pelo teste—t, sendo as andlises estatisticas realizadas no
programa “Statistica, versdo 6.0”. Os valores referentes a contagem de bolores e leveduras

foram convertidos em escala logaritmica antes de serem submetidos a anélise estatistica.

Resultados e Discussao

O teor de proteina dos graos de milho variou de 9,64 a 14,19 % (base seca), sendo o
nivel mais baixo detectado na auséncia de adubagcdo NPK e o mais alto, quando procedeu-se a
adubacdo na semeadura com 250 Kg ha', ambos com inoculacio de P. fluorescens. No
entanto, os diferentes niveis de adubacdo, a presenga/ auséncia de inoculacio com P.
fluorescens e a interagdo entre estes fatores ndo mostraram efeitos significativos para a
porcentagem média de proteina nos graos de milho, como pode ser observado na Tabela 2.
Resultados similares foram relatados por Gallo; Teixeira; Spoladore (1976) e por Pommer;
Sawazaki (1981), os quais verificaram que o teor percentual de proteina na matéria seca dos
graos de milho ndo foi alterado significativamente pela adubacdo continua com NPK em
ensaio no municipio de Campinas — SP; por outro lado, em Mococa — SP, o teor protéico
percentual foi influenciado significativamente pelo nitrogénio. As respostas da planta a
adubacdo dependem de diversos fatores, além da variacdo do suprimento de nutrientes,
destacando-se a importancia do clima e do tipo de solo na disponibilidade dos nutrientes.

As rizobactérias inoculadas nas culturas exercem efeitos benéficos ao promover o
crescimento vegetal, devido principalmente ao aumento da disponibilidade de nutrientes para
as plantas, pela solubiliza¢io de fosfato inorganico (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999) e pelo
maior crescimento da raiz favorecendo a absorcdo de nutrientes pelos graos. No entanto, as

condig¢des climaticas durante o periodo de conducdo do experimento ndo foram adequadas
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para a cultura do milho, pois ocorreram escassez hidrica e baixa temperatura com registros de
geadas, conforme demonstrado na Figura 1. Esse fato afetou a mobiliza¢do de nutrientes para
os graos de milho, uma vez que a absorcdo e translocacdo de minerais pela planta requer
umidade no solo; elucidando assim, a diferenca ndo significativa dos teores médios de
proteina nos graos de milho no presente estudo sob os diferentes teores de adubagdo com
NPK (Tabela 2).

Além disto, estudos demonstram que variacdes nas doses de nitrogénio em cobertura
mostram-se eficazes no aumento da produtividade e teores de proteina nos graos (FERREIRA
et al., 2001; GALLO et al., 1976; GENTER; EHEART; LINKOUS, 1956). Adubac¢do com
nitrogénio em cobertura parece refletir em maiores teores de proteina nos grdos em
comparacao a esta adubacdo na semeadura. Yano; Takahashi e Watanabe (2005), reportaram
que a aplicacdo tardia de nitrogénio realizada no emborrachamento de trigo propiciou uma
maior producdo de proteinas nos graos em relacdo a aplicagdo de nitrogénio realizada no
perfilhamento e no plantio. Silva er al. (2001) observaram que o teor de proteinas ndo foi
afetado pela adubacgido nitrogenada aplicada no perfilhamento e emborrachamento das plantas
de aveia-preta, sob doses de N de 0, 20, 40 e 60 kg hal.

O maior efeito gerado pela adubagdo com nitrogénio em cobertura nos teores de
proteina dos grdos, em comparac¢do a adubacdo na semeadura, pode ser explicado que no
periodo no qual normalmente € feita a aplicacdo de nitrogénio na cobertura, ou seja, a partir
do estadio de quatro a seis folhas expandidas, os entrenés comecam a alongar rapidamente, a
planta desenvolve-se em taxas muito elevadas e a diferenciacao do primoérdio da espiga ocorre
quando ela estd com dez a doze folhas expandidas. Desta forma, é de extrema importancia a
disponibilidade adequada de nitrogénio neste periodo (FORNASIERI FILHO, 2007),
refletindo mais intensivamente na composi¢do centesimal do grao de milho, do que o
nitrogénio fornecido na semeadura, mesmo sabendo-se da importancia deste ultimo na
constituicdo de proteinas, enzimas, coenzimas, acidos nucléicos, etc. (SCHRODER at al.,
2000). Esse fato também pode explicar a razdo pela qual as variagdes de nitrogénio na
semeadura nao terem refletido em diferengas significativas no teor de proteina dos graos, uma
vez que a adubagdo de cobertura realizada no presente estudo foi a mesma em todos os
tratamentos (80 kg ha™' de N). Malavolta e Dantas (1987) recomendam que o nitrogénio deve
ser aplicado em pequena propor¢do na semeadura € a maior parte em cobertura, no periodo de
maior necessidade , de modo a permitir que o lixiviado pela d4gua da chuva permaneca na area

de atuagdo do sistema radicular.
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Com relagdo ao teor de cinzas, houve variacdo de 1,53 a 1,67 % (base seca), sendo o
nivel mais baixo detectado quando se procedeu a adubag@o na semeadura com 125 Kg ha', e
o mais alto, na adubacdo com 250 Kg ha' de NPK. Os niveis de adubacgdo e a presenca/
auséncia de inoculacdo com P. fluorescens, avaliados isoladamente (Tabela 2), ndo tiveram
efeitos significativos para os niveis médios de tal resposta. No entanto, a interagdo entre estes
fatores demonstrou efeito significativo na porcentagem média de cinzas (Tabela 2), indicando
que a adubacao com 250 Kg ha™' de NPK, aliado 2 inoculagdo, poderia acarretar aumento nos
teores de minerais nos graos de milho. Este resultado pode ser explicado pela atuacdo das
rizobactérias, as quais colonizam o sistema radicular de plantas e promovem o seu
crescimento, permitindo assim, as plantas terem maior capacidade de absorcao dos nutrientes
(AGRA, 2007). O fato pode ser mais evidenciado pela correlagdo positiva significativa
(p=0,57; p=0,00) entre o teor de cinzas e proteina dos graos de milho (Tabela 3), havendo
assim, a tendéncia de aumento também dos teores de proteina com o aumento das doses de
adubacdo aliado ao uso de rizobactérias. Segundo Ferreira et al. (2001), a disponibilidade de
minerais no solo influencia a composicao mineral foliar e esta, por sua vez, a composicao
mineral dos graos de milho.

Os graos de milho do presente estudo apresentaram contaminacdo natural por
Fusarium spp. (2,0x10” a 2,1x10° UEC g), Penicillium spp. (ndo detectdvel a 1,0x10° UFC
g™, Aspergillus spp. (ndo detectavel a 2,0x10* UFC g e leveduras (ndo detectavel a 9,0x10*
UFC g). Contaminagdo inicial por Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp.
também foi relatada por Moreno et al. (2009) e da Silva et al. (2008) em milho proveniente
das safras de 2003 e 2004 da regido Norte do Parand; e por Richard er al. (2007), os quais
investigaram a micoflora de milho maduro em silo na Franca. Estes também foram os géneros
freqiientes encontrados em amostras de milho provenientes de Buenos Aires, Argentina, no
periodo de 2005-2006, nas faixas de 10* a 10° UFC g (Roigé et al., 2009). Almeida et al.
(2000) avaliando a contaminagdo fungica de trés hibridos de milho recém-colhidos em trés
regides do Estado de Sao Paulo, detectaram principalmente os gé€neros Fusarium spp.,
Penicillium spp. e Aspergillus spp. Em Capao Bonito, Sdo Paulo, foram detectados F.
verticillioides em 35 %, leveduras (32 %), Penicillium spp. (27 %), Aspergillus flavus (1 %),
Cephalosporium spp. (1 %), Nigrospora spp. (1 %) e Mucor spp. (0,5 %) em amostras de
milho em diferentes estdgios de maturacdo provenientes da safra de 1999 (ALMEIDA et al.,
2002).

A contamina¢do média por fumonisinas (FB; + FB;) nos graos de milho variaram

entre 0,30 a 0,54 pug g (Tabela 2). Embora alguns paises, incluindo a Suica e Eslovdquia
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tenham os seus proprios regulamentos que definem os niveis maximos aceitdveis de
fumonisinas em milho (SHEPHARD er al., 2000; LABUDA; TANCINOVA; HUDEC, 2003),
ndo existe ainda uma legislacdo global para regular estes niveis. O “Mycotoxin Committee of
the American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticans” estabelece os niveis
maximos tolerados entre 5 e 50 ug g'1 (FB; + FB; + FB3) em milho destinado a alimentacdo
de equinos, suinos, bovinos e aves (IARC-WHO, 2002). O “Food and Drug Administration”
(FDA) estabeleceu os valores totais de FB; + FB, + FBj3 de até 4 ug g'1 para o milho
destinado ao consumo humano (AVANTAGGIATO et al., 2002). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA, Consulta Piblica n° 100/2009) propde os limites
maximos de fumonisinas (FB;+FB,) de 0,2, 0,4, 1,0 e 2,0 png g'1 para alimentos infantis a base
de milho, outros produtos a base deste cereal, farinha de milho e milho ndo processado,
respectivamente (ANVISA, 2010). Desta forma, o milho avaliado no presente estudo, safra de
2009, apresentou niveis de fumonisinas totais (FB; + FB;,) enquadrados dentro dos limites
maximos estabelecidos pelos 6rgaos nacional e internacional.

A contaminagdo reduzida de fumonisinas pode ser relativa a fertilidade natural do solo
aliada a adubacao nitrogenada fornecida, as quais proporcionaram uma adubagdo balanceada
e uma planta equilibrada nutricionalmente, aumentando assim sua resisténcia. Blandino;
Reyneri e Vanara (2008) relataram que o stress por falta de nitrogénio aumenta
significativamente a contamina¢do de milho por FB,. Paralelamente, os baixos niveis de
fumonisinas pode ter sido reflexo também das condi¢des climaticas (restricdes hidricas)
durante o desenvolvimento da cultura no campo (Figura 1). Pereira et al. (2010) observaram
que altos niveis de fumonisinas foram obtidos em milho na safra de 2007-2008, onde alta
precipitacdo pluviométrica ocorreu da floragdo a maturidade, em comparacao a safra de 2006-
2007. Resultados similares foram reportados por Bush et al. (2004), que obtiveram aumento
nos niveis de fumonisinas associado com estacdo chuvosa em Clayton, Carolina do Norte,
EUA.

Os niveis de adubacgdo, a presenca/auséncia de inoculacdo com P. fluorescens e a
interacdo entre estes fatores ndo se mostraram significativos para a contaminacao flngica e
por fumonisinas. Excecdo foi encontrada para os resultados de contaminacdo por leveduras,
onde houve efeito significativo negativo da interacio entre doses de adubagdo e inoculagdo,
demonstrando que a adubag¢d@o com maiores doses de NPK, aliada a utilizacdo da rizobactéria,
dificultou a contaminacdo por parte destes microrganismos. As rizobactérias sdo conhecidas
por colonizar rapidamente a rizosfera e reduzir microorganismos nocivos, bem como

fitopatogenos na superficie radicular (RANGAJARAN et al., 2003).
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Pereira et al. (2010) estudaram o efeito de quatro agentes bacterianos de controle na
infec¢do por F. verticillioides e produgdo de fumonisinas em milho. Os autores constaram
que, durante a safra 2006-2007, o nimero de propdgulos vidveis do fungo nos graos de
plantas cujas sementes foram tratadas com suspensdo de Bacillus amyloliquefaciens,
Microbacterium oleovorans (isolado 1 e 2), e Enterobacter hormaechei, ndo diferiram dos
valores obtidos de grdos de plantas com contaminacio natural, fato similar ao ocorrido no
presente estudo. Em se tratando da producdo de micotoxinas, os autores observaram que
niveis de FB| foram menores em graos cuja semente foi tratada com B. amyloliquefaciens, M.
oleovorans (isolado 1) e E. hormaechei, em comparagdo ao controle (contaminacdo natural).
Porém, os teores de FB; foram significativamente maiores nos graos oriundos de plantas que
tiveram as sementes tratadas com suspensdo de M. oleovorans (isolado 2). No entanto,
Pereira; Nesci; Etcheverry (2007) haviam avaliado o efeito do tratamento de semente de
milho na safra 2004-2005 com a mesma cepa de M. oleovorans (isolado 2) e verificaram
diminui¢@o nos niveis de fumonisina, em comparacdo ao controle (contaminacao natural). Os
autores justificam tal fato pelas diferencgas no tipo de solo e nas condi¢des ambientais.

Khan; Doohan (2009) demonstraram a capacidade de duas cepas de P. fluorescens
(MKB 158 e MKB 249) e de P. frederiksbergensis (MKB 202) na redu¢do da contaminacao
de grdos de trigo por desoxinivalenol (DON) sob condi¢des de campo. Os autores verificaram
diminuicdo de 12 e 21 % de DON em plantas borrifadas com suspensdo de P.
frederiksbergensis (24 h pré-inoculacdo do patégeno) e 74-78 % de reducdo quando utilizou
as duas cepas de P. fluorescens. No entanto, o tratamento da fusariose da espiga de trigo com
Cryptococcus sp. € C. nodaensis (SATO et al., 1999) reduziu a gravidade da doenca causada
por F. graminearum sob condi¢cdes de campo, porém estas leveduras ndo reduziram
significativamente os niveis de desoxinivalenol encontrados nos graos. Em batata, Al-
Mughrabi (2010) constatou a eficiéncia de biocontrole com P. fluorescens e Enterobacter
cloacae na reducdo de doencas no tubérculo comparado com tratamento controle, i.e.,
somente inoculado com F. sambucinum. A variacdo de comportamento dos agentes de
biocontrole e a sua capacidade de inibicdo do crescimento flingico e produ¢ao de micotoxinas
demonstra que vérios fatores interferem nos resultados da inoculacdo, como solo e fatores
climaticos.

Observou-se correlagdo significativa, porém negativa, entre a contagem de leveduras e
Fusarium spp. (Tabela 3), indicando haver competi¢cao entre estes dois microrganismos. Desta
maneira, os resultados demonstram que, simultaneamente a reducao da contagem de leveduras

com o aumento da dose de adubacio e inoculagdo com P. fluorescens, hd tendéncia de haver
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condi¢cdes propicias ao crescimento de Fusarium spp. Assim, além de comprometer o
desenvolvimento e potencial produtivo da cultura do milho, possivelmente as condi¢des
climaticas desfavoraveis (restricdes hidricas e geadas, Figura 1) também afetaram a
sobrevivéncia, a estabilidade, a multiplicacdo e a associac@o das rizobactérias com a cultura.
Hallman e Berg (2006) afirmaram que a comunidade endofitica de determinada planta pode
ser afetada por fatores bidticos, como as espécies de plantas em si, gendtipo e idade, vias de
colonizagdo de microorganismos associados e por fatores abidticos, como condicdes
climaticas.

E necessério dar continuidade aos estudos com P. fluorescens na cultura do milho em
condi¢des climdticas favordveis, em que a adubacdo e a inoculacdo com P. fluorescens
possam expressar seus possiveis efeitos sobre o desenvolvimento e nutricio da planta,

protecao contra patégenos e, consequentemente, sobre a qualidade do grio.
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Tabela 1 - Caracterizacdo quimica do solo da drea experimental na profundidade de 0-10 e O-

20 cm
Prof. pH H+Al ca* Mg* K' cTC v P
cm CaCl; H)0O cmolc dm™ % mg dm™

0-10 5,3 6,0 4,2 5,7 1,9 09 123 66,27 10,51
10-20 51| 57 4,9 4,6 12 04 11,1 55,83 6,46

Prof. Mn Fe Cu Zn B
(cm) mg dm™

0-10 2242 64,99 17,40 12,26 0,66
10-20 2145 73,69 17,22 2,92 0,84

“ Extratores: Ca, Mg, Al: KCI: P, K: Mehlich-I; Mn, Fe, Cu, Zn: Mehlich-1; B: HCI 0,05 N



Tabela 2 - Teores de proteina e cinzas, contaminacao fiingica e de fumonisinas de graos de milho provenientes de cultivo sob
diferentes niveis de adubacdo NPK e inoculagdo das sementes com Pseudomonas fluorescens, Londrina-PR, 2009

Variaveis analisadas

Causas de . T ;
variaciio Proteina Cinzas FB, FB, I;usar;tlz(t)m SPemg(t)lhg;n C A:p erg(:f)lus Leveduras
(%) (%) mggh  egh PRSPPI hC el (ogUFCyY)
Adubacio
(Kg ha™)
0 11,74£1,29° 1,60+£0,27* 0,26+0,26" 0,12+0,17* 4,88+0,38"  1,59+2,19"  0,50+1,41° 1,20+2,23"

125 11,42+0,98" 1,53+0,13* 0,34+0,45" 0,20+0,35* 5,18+0,67" 1,03+1,97° 0,37+1,06° 0,61+1,75%
250 11,52+1,18" 1,67+0,16* 0,23+0,27* 0,10+0,13* 5,10+0,94* 1,53+2,14* 0,53+1,52* 0,68+1,93*
Inoculac¢io
Sem 11,3240,94* 1,59+0,24* 0,20+0,20* 0,10+0,14* 4,92+0,71* 1,66£2,10° 0,25+0,86" 0,45+1,57°
Com 11,80+1,26" 1,62+0,15* 0,35+0,41* 0,18+0,30* 5,19+0,65" 1,10+2,00° 0,69+1,61* 1,21+2,20%

Valor de F

Adl(lZ&;gaO 0,14 ns 0,59 ns 0,03 ns 0,02 ns 0,36 ns 0,00 ns 0,00 ns 0,33 ns

I“"Cal)a?ao 1,06ns  0,13ns  1,37ns  0,68ns  0,86ns 0,41 ns 0,63 ns 1,06 ns
A*] 1,60 ns 5,13* 2,44 ns 1,57 ns 0,50 ns 0,67 ns 0,00 ns 4.36%

* Média oriundas de 4 repeti¢des + desvio padrdo seguida pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5
% de probabilidade.
" Nio significativo, *significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 3 - Resultados de correlacdo simples entre diferentes niveis de adubagao NPK, inoculacdo com Pseudomonas fluorescens, teores de proteina/
cinzas, contaminacdo flingica e por fumonisinas em graos de milho

Varidveis Dose de adubacao Inoculagdo  Proteina  Cinzas FFI‘;umonls?;s Fusarium spp. Penicillium spp. Aspergillus spp. Leveduras
1 2
=0,00 =-0,08 =0,15
~ p=1,00 p=Ys p=-Y, p=Y, p=-0,03 p=-0,03 p=0,12 p=-0,01 p=0,01 p=-0,11
Doses de adubacéo . p=1,00 p=0,70  p=048 —086 p=0,86 p=0,54 p=0,95 p=0,95 p=0,59
~ p=1,00 p=0,21  p=0,07 p=0,24 p=0,17 p=0,19 p=-0,14 p=0,17 p=0,20
Inoculagdo p=—  p=031 p=0,4 p=025 p=041 p=0.35 p=0,51 p=0.41 p=0.34
Proteina p=1,00  p=0,57* p=0,16 p=0,18 p=0,31 p=0,18 p=-0,36 p=0,00
p=--- p=0,00 p=043 p=0,39 p=0,12 p=0,39 p=0,07 p=1,00
Cin p=1,00 p=0,16 p=0,15 p=0,15 p=-0,00 p=-0,11 p=0,01
mzas p=-  p=044 p=045 p=0,47 p=0,99 p=0,59 p=0,95
FB p=1,00 p =0,94* p=-0,11 p=-0,37 p=0,16 p=0,14
! p=—--  p=0,00 p=0,58 p=0,07 p=0,44 p=0,51
FB p=1,00 p=-0,22 p=-0,31 p=0,03 p=0,27
2 p=--- p=0,28 p=0,13 p=0.,85 p=0,19
. p=1,00 p=0,11 p=0,06 p=-0,40*
Fusarium spp. p=—-- p=0,59 p=0,76 p=0,04
R p=1,00 p=0,02 p=0,39
Penicillium spp. p=-- p=0,90 p=0,05
. p=1,00 p=0,15
Aspergillus spp. p=--- p=0,46
p=1,00
Leveduras p=—-

*Correlacdes significativas a p < 0,05, p = correlacdes, p = nivel de significincia.
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Figura 1. Dados didrios de temperaturas maximas e mininas e de precipitacdo pluviométrica
durante o periodo de condugdo do experimento em Londrina-PR.



195

6 CONCLUSAO

Choque térmico aplicado no inicio da incubag¢do (2° dia) foi ineficaz na alteracdo da
producdo de fumonisinas pela cepa 103F. No entanto, um aumento foi observado quando choque
térmico de 40 °C foi aplicado apds duas semanas de incubacdo sob condicdo 6tima (25 % de
umidade dos graos e 20 °C/ 20 dias) para produgdo desta toxina observada apds validacdo
matematica/estatistica e grafica de modelos matemadticos.

No decorrer de anos de repicagem-estocagem (1991 a 2007), cepas de F.
verticillioides (103F, 113F, 119B, 119BR e 97K) isoladas de ra¢des envolvidas em surtos de
intoxicag¢do animal no ano de 1991 no Estado do Parand, mantiveram producdo de fumonisinas
em niveis detectdveis, sendo que 90 % das cepas avaliadas produziram FB, (0,28 a 2610,6 pg g
e 85 %, FB, (0,03 a 781,1 pg g'); porém duas cepas perderam a capacidade de producio desta
toxina. No entanto, houve decréscimo na toxigenicidade destas cepas, sugerindo o efeito de
repicagens aliado a estocagem na expressao de enzimas envolvidas na biossintese de metabdlitos
secunddrios, indicando a necessidade de avaliar as caracteristicas das culturas antes de proceder
qualquer ensaio experimental toxicolégico.

Composicao do meio de cultura e as cepas de F. verticillioides com diferentes datas de
repique (2007 e 2008) ndo apresentaram influéncia significativa no crescimento fungico e na
producdo de fumonisinas. No entanto, o tratamento térmico (121 °C/20 min) resultou na
eliminacdo aparente da micobiota natural presente nos grdos de milho e sua aplicagdo foi
suficiente para prover aumentos significativos na producdo de fumonisinas e no crescimento
fungico. No hibrido Tork observou-se maior producdo de fumonisina B; e total (FB+FB,) e
contagem de leveduras, em comparacao ao hibrido P30F53.

Modelos matemadticos desenvolvidos demonstraram que o conteido de umidade dos
graos teve maior efeito no crescimento fiingico, sendo que maiores contagens de F. verticillioides
ocorreram em 27-30 % de umidade, sob 27-30 °C e 15-22,5 °C para os hibridos P30F53 e Tork,
respectivamente. Ja a temperatura foi a varidvel que exerceu maior influéncia na producao de
fumonisinas, obtendo-se maiores niveis em ambos hibridos com 22,5 % de umidade, sob 22,5 °C
e 10° propagulos de F. verticillioides mL™.

Condi¢des de incubagdo sob 18 % e 15 % de umidade, 27 °C e 22,5 °C, 10 e 10°

, 1 . . L. .. . . .
propdgulos mL~ ocasionaram baixos niveis de fumonisina e nenhum aumento significativo da
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contagem de F. verticillioides apés fase lag, durante 20 dias de incubac¢do. Houve reducdo dos
niveis de proteina e lipideos no inicio da fase lag, sendo que o ultimo teve redugdo também no
inicio da fase log, com elevagdo dos niveis durante fase estaciondria.

Sob condi¢des de campo, a contaminacdo por fumonisinas ndo teve correlacio
significativa com a dose de nitrogénio em cobertura e com a densidade de plantas. Foram
observados maiores teores de proteina e lipideos € menores niveis de amido nos grdos com o
aumento das doses de nitrogénio. A densidade populacional teve correlacdo significativa negativa
com os teores de cinzas e lipideos, e maiores teores de amido foram detectados com incremento
da populacdo de plantas.

Os diferentes niveis de adubacdo NPK, a presenca e auséncia de inoculacdo com P.
fluorescens e a interacdo entre estes fatores ndo se mostraram significativos para a porcentagem
de proteina e fumonisinas em grios de milho. No entanto, adubagio com 250 Kg ha” de NPK,
aliado a inocula¢do com a rizobactéria, proporcionou aumento nos teores de minerais nos graos
de milho. O mesmo tratamento indicou inibicdo do crescimento de leveduras, porém a correlagdo
significativa negativa entre estas e Fusarium spp., demonstrou que mesmo com a inoculacdo com
P. fluorescens, este género teve condi¢des de crescimento.

O conhecimento do efeito de fatores bidticos e abidticos e de pontos criticos para
crescimento de F. verticillioides e producdo de fumonisinas, mediante utilizacdo de modelos
matematicos, aliado a préticas de manejo e uso de biocontrole, representam estratégias para

minimizar o risco de contamina¢do na cadeia produtiva de milho.



197

7 PUBLICACAO E TRABALHOS CIENTIFICOS

Os resultados obtidos no transcurso da pesquisa foram apresentados em eventos, visando

publicacdo na forma de artigo cientifico, revisdo, capitulo de livro, conforme listados abaixo:

Artigos publicados em periodicos

BERND, L. P, SOUZA, T. M., ISHIKAWA, A. T., ONO, E. Y. S., GERAGE, A. C,,
FURLONG, E. B., HIROOKA, E. Y.

Estudo Preliminar visando modelagem matemadtica para andlise do efeito de microbiota e
variedade de milho no crescimento e producdo de fumonisinas de Fusarium verticillioides.
Tropical Plant Pathology, v.34, p.S232, 2009.
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Dindmica da produ¢do de fumonisina e crescimento de Fusarium verticillioides em graos de
milho. Revista Ciéncias da Vida, v.28, p.89 - 91, 2008.
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