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fumonisinas, suscetibilidade a fungicidas e da eficicia de adsorventes inorganico e organico
na remog¢ao de fumonisina B;. 2009. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

Fusarium verticillioides ¢ um fungo predominante em milho e principal produtor de fumonisinas, um
grupo de micotoxinas que causam sérias perdas economicas, além de riscos a saude humana e animal.
O objetivo deste estudo foi avaliar a produ¢do de fumonisinas de 16 cepas de F. verticillioides, o
efeito dos fungicidas quintozeno e Maxim-XL (fludioxonil + metalaxil-M) no crescimento micelial in
vitro, assim como o efeito de fludioxonil + metalaxil-M na morfologia micelial e produgdo de
fumonisinas em meio de cultura liquido definido. Paralelamente, a eficacia do aluminosilicato de
sodio e calcio hidratado (HSCAS), B-glucana e glucomanano modificado (produto comercial) na
adsor¢dao de fumonisina B; em milho triturado inoculado com F. verticillioides 103F foi avaliado.
Todas as cepas de F. verticillioides produziram FB; e FB, com concentra¢des que variaram de 2,41 a
3996,36 ng/g e 1,18 a 1209,91 pg/g, respectivamente. As concentracdes de fumonisinas totais (FB; +
FB,) variaram de 3,59 a 5119,26 nug/g. F. verticillioides 103F produziu maior concentragdo de
fumonisinas (5119,26 + 400,25 pg/g), entretanto esta concentracdo ndo diferiu estatisticamente
daquelas produzidas pelas cepas 119B, 97K e¢ 119BR quando comparada pelo teste de Tukey (p <
0,05). As cepas de F. verticillioides foram inoculadas em agar batata dextrose contendo quintozeno
(75, 375, 1875, 9375 pg/mL) e fludioxonil + metalaxil-M (1,5 + 0,6, 7,5 + 3, 37,5 + 15, 187,5 + 75
pg/mL) para avaliar o efeito destes fungicidas no crescimento micelial in vitro. As cepas de F.
verticillioides mostraram uma grande variabilidade em relagdo a dose do fungicida que inibe 50% do
crescimento micelial (EDsp). O mais elevado e o mais baixo valor de EDspara quintozeno foi 1679,3
pg/mL e 183,2 pg/mL para as cepas 119 B e 97K, respectivamente. Para o fludioxonil + metalaxil-M,
as cepas 113B e 103F mostraram o mais elevado (38,4 + 15,4 pg/mL) e o mais baixo (1,4 + 0,7
pg/mL ) valor de EDs, respectivamente. O quintozeno foi ineficaz na inibigdo do crescimento micelial
in vitro de todas as 16 cepas de F. verticillioides, considerando que os valores dos EDs, foram > 50
pg/mL. Por outro lado, fludioxonil + metalaxil-M foram eficazes na inibigdo do crescimento micelial
in vitro das cepas de F. verticillioides 113F, 164G ¢ 103G, mas moderadamente eficazes para as outras
13 cepas analisadas. A adicdo de fludioxonil + metalaxil-M na concentracdo recomendada pelo
fabricante (25 + 10 mg/mL ingrediente ativo) ao meio de cultura liquido definido inoculado com F.
verticillioides 103F causou alteragdes morfologicas pronunciadas as hifas apos 14 dias a 25°C, isto &,
malformagdo, inchaco, enrugamento, formagdo de estruturas esféricas. Além disso, a adicdo do
fungicida ao meio de cultura aumentou a concentracdo de FB; (2,57 ug/mL) quando comparada ao
controle (média 0,72 pg/mL). A adicdo de adsorventes a 0,5% no milho triturado contaminado
contendo 81,9 pg/g de FB; apds 30 min de reagdo mostrou que a B-glucana adsorveu 49% de FB;. A
B-glucana (50%) + HSCAS (50%) e HSCAS apresentaram uma capacidade de adsor¢do de 29% e
18,7% de FB,, respectivamente. No milho triturado contaminado contendo 1.529,23 pg/g de FBy, o
HSCAS adsorveu 45% de FB, e B-glucana (75%) + HSCAS (25%) adsorveu 51,7% de FB; em 30 e 90
minutos de reagdo, respectivamente. Nao houve adsor¢do de FB, quando os adsorventes a 0,5 % foram
adicionados ao milho triturado contaminado contendo 5, 10 e 20 pug/g FB,, conseqiientemente mais
estudos sdo0 necessarios para otimizar a capacidade de adsor¢do. Além disso, o fludioxonil + metalaxil-
M na dose recomendada pelo fabricante causou um aumento na produgdo média de FB;, demostrando
que o efeito dos fungicidas na producdo de micotoxinas deve ser considerado, além do controle do
fitopatogeno.

Palavras-chaves: Milho. Fusarium verticillioides. Crescimento micelial. Quintozeno. Fludioxonil +
metalaxil-M. EDs,. Fumonisina B,. B-glucana. HSCAS. Glucomanano modificado.
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ABSTRACT

Fusarium verticillioides is a prevalent fungus in corn and the main fumonisin producer, a group of
mycotoxins that causes serious economic losses, in addition to the human and animal health hazard.
The aims of this study were to evaluate the fumonisin production of 16 F. verticillioides strains, the
effect of quintozene and Maxim-XL (fludioxonyl + metalaxyl-M) fungicides on in vitro mycelial
growth, as well as the effect of fludioxonyl + metalaxyl-M on mycelial morphology and fumonisin
production in defined liquid culture medium. In parallel, the efficacy of hydrated sodium and calcium
aluminosilicate (HSCAS), B-glucan and modified glucomannan (commercial product) to adsorb
fumonisin B; from culture material (ground corn inoculated with F. verticillioides 103F) was
evaluated. All F. verticillioides strains produced FB, and FB, with levels ranging from 2.41 to 3996.36
png/g and from 1.18 to 1209.91 pg/g, respectively. Total fumonisin (FB, + FB,) levels ranged from
3.59 to 5119.26 ug/g. F. verticillioides strain 103F produced the highest total fumonisin level (5119.26
+ 400.25 pg/g), but this level was not statistically different from those produced by 119B, 97K and
119BR strains when compared by the Tukey test (p < 0.05). F. verticillioides strains were inoculated
on potato dextrose agar added with quintozene (75, 375, 1875, 9375 ug/ml) and fludioxonil+metalaxil-
M (1.5+0.6,7.5+3,37.5+ 15, 187.5 + 75 pg/ml) in order to evaluate the effect of these fungicides
on in vitro mycelial growth. F. verticillioides strains showed a large variability concerning, the
fungicide dose that inhibits 50% of mycelial growth (EDsp); for quintozene, 119B and 97K strains
showed the highest (1679.3 pug/ml) and the lowest (183.2 pg/ml) EDs, values, whereas for fludioxonil
+ metalaxil-M, 113B and 103F strains showed the highest (38.4 + 15.4 ug/ml) and the lowest (1.4 +
0.7 pg/ml) EDs, values, respectively. Quintozene was ineffective in inhibiting in vitro growth of all
the 16 F. verticillioides strains, taking into account that their EDsy values were > 50 ug/ml. On the
other hand, fludioxonil + metalaxil-M was effective in inhibiting in vitro growth of 113F, 164G and
103G F. verticillioides strains, but moderately effective for other 13 strains. Addition of fludioxonil +
metalaxil-M at recommended commercial concentration (25 + 10 mg/ml active ingredient) into the
defined liquid culture medium inoculated with F. verticillioides 103F and incubated for 14 days at 25
°C caused pronounced morphological alterations to the hyphae, i.e., malformation, swelling, wrinkling,
formation of spherical structures. In addition, fungicide inclusion into the culture medium increased
mean FB, levels (2.57 pg/ml) compared to the control (mean 0.72 pg/ml). Addition of adsorbents at
0.5% to the culture material containing 81.9 pg/g FB; for 30 min showed that B-glucan binded 49%
FB,, whereas B-glucan (50%) + HSCAS (50%) and HSCAS had a binding capacity of 29% and 18.7%
FB,, respectively. In culture material containing 1529.23 pg/g FB;, HSCAS binded 45% FB; (30 min),
whereas B-glucan (75%) + HSCAS (25%) adsorbed 51.7% FB, in a 90 min reaction time. There was
no FB, binding when adsorbents at 0.5% were added to the culture material containing 5, 10 and 20
ug/g FBy, therefore more studies are necessary in order to optimize the adsorption capacity. Moreover,
taking into account that fludioxonil + metalaxyl-M at manufacturer’s recommended dose caused an
increase in mean FB, production, the effect of fungicides on mycotoxin production in addition to the
phytopathogen control should be considered.

Keywords: Corn. Fusarium verticillioides. Mycelial growth. Quintozene. Fludioxonil+metalaxyl-M.
EDsy. Fumonisin B,. B-glucans. HSCAS. Modified glucomannan.
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1 INTRODUCAO

A qualidade nutricional dos grdos, o cultivo em dareas com mudangas
constantes de temperatura ¢ umidade e o armazenamento inadequado predispdoem o milho a
contaminagdo por fungos produtores de micotoxinas (CHRISTENSEN; SAUER, 1982;
PLACINTA et al., 1999; SPAHR et al., 1999; AYRES, 1979).

As fumonisinas constituem um grupo de micotoxinas produzidas
principalmente por Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg encontrados frequentemente
em graos de milho. Além dos riscos a satde humana e animal, causam grandes prejuizos
econdmicos nos diversos setores comerciais incluindo produtores de graos, criadores de
animais, consumidores e industrias (ASEVEDO et al., 1994; ORSI et al., 2000; SILVA et al.,
2001).

O consumo de alimentos e ragdes contaminadas com fumonisinas podem
estar relacionadas a diversas doencas. As fumonisinas causam leucoencefalomalacia em
eqiinos (ELEM), edema pulmonar em suinos e reducdo do desenvolvimento e
imunossupressao em aves. Em ratos, foi comprovada a acdo hepatotoxica e
hepatocarcinogénica ¢ em seres humanos estudos epidemioldgicos indicam a provavel
associacdo com cancer esofagico e hepatico (GELDERBLOM et al., 1991; PITT, 2000;
MARASAS, 2001; BUTCHKO; PLATTNER; PROCTOR, 2003).

Os danos e os prejuizos econdmicos resultantes da contaminagdo de graos de
milho por F. verticillioides e fumonisinas podem ser reduzidos utilizando diversos métodos de
prevengdo e detoxificagdo (PARK, 1993; RAMOS; HERNANDEZ, 1997). Os adsorventes
organicos (B-glucanas) e inorgéanicos (aluminosilicato de sodio e calcio hidratado-HSCAS)
sdo utilizados na remog¢do de micotoxinas em ragdes. A eficiéncia desse método de
detoxificagdo estd relacionada a estrutura quimica dos adsorventes e caracteristicas das
micotoxinas, sendo um método eficaz e de custo acessivel (SCHEIDELER, 1993; SCHELL et
al., 1993).

Em estudo in vitro, a adsor¢do de FB; utilizando HSCAS a 0,5% (m/v) em
extrato de malte artificialmente contaminado com 500, 100 e 200 pg/Kg de FB; variou de
85,25% a 91,97% (ALY et al., 2004). O produto comercial Mycorsob”® (glucomanano
modificado) adicionado a 0,1% e 0,2% na dieta experimental de cordonas contaminado com

aurofusarina em um nivel de 26,4 mg/Kg, apresentou um efeito protetor contra
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aurofusarinotoxicose em codornas melhorando a qualidade dos ovos (DVORSKA, et al.,
2003).

Outra estratégia para minimizar a contaminagdo por micotoxinas consiste no
controle quimico utilizando fungicidas. Os fungicidas apresentam propriedades quimicas e
bioldgicas distintas, podendo ser constituidos de diversos principios de controle, sendo que
sua eficacia depende da época de plantio, metodologia de aplicacdo e estagio do
desenvolvimento da doenca (KIMATI, 1995).

Virios fungicidas tém sido avaliados quanto ao efeito no controle dos fungos
presentes nas sementes de milho, sendo que o fludioxonil + metalaxil-M (Maxim-XL)
proporcionou um aumento de 56% no rendimento de graos (GOULART; FIALHO, 2001).

O fludioxonil age por contato e apresenta amplo espectro de agdo, atuando
sobre histidinas quinases denominadas MAP quinases (mitogen activated protein)
responsaveis pela regulagdo de atividades como expressdo gé€nica, mitose, diferenciacao
celular, viruléncia, conidia¢ao, germinagao de conidios, sobrevivéncia e crescimento invasivo
de hifas (XU, 2000; ZHAO; MEHRABI; XU, 2007). O metalaxil-M age na inibi¢do da sintese
do RNA ribossomal, interferindo na sintese de proteinas, inibindo o crescimento do micélio e
a formacao de esporos (MONKIEDJE; ILORI; SPITELLER, 2002; SYNGENTA, 2009).

O quintozeno age na inibicdo do crescimento das hifas, por ser um inibidor
competitivo do inositol que ¢ uma substancia requerida para o crescimento de muitos fungos
(BARMAC.COM, 2009). Pertence ao grupo quimico dos cloroaromaticos sendo indicado
para tratamento de sementes, solo, viveiros e canteiros por inibir o crescimento fungico
(ANDREI, 1996).

Considerando que o milho, matéria prima basica na formulagdo de racdo,
apresenta alta freqliéncia de contaminagdo por F. verticillioides e fumonisinas, a avaliacdo da
suscetibilidade das cepas desse fungo a fungicidas, assim como a eficacia de adsorventes na
remog¢ao de fumonisinas ¢ relevante para minimizar a contaminagdo e reduzir os riscos a

saude humana e animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a produgdo de fumonisinas e o efeito de fungicidas quintozeno e
Maxim XL (fludioxonil + metalaxil-M) sobre o crescimento micelial in vitro de Fusarium
verticillioides, assim como a eficicia de adsorventes inorganico e organico na remog¢ao de

fumonisina B;.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a suscetibilidade de F. verticillioides aos fungicidas quintozeno e
fludioxonil + metalaxil-M.

Avaliar a produgdo de fumonisinas das cepas de F. verticillioides.

Determinar a concentracdo de quintozeno e fludioxonil + metalaxil-M que
inibe 50 % do crescimento de F. verticillioides e avaliar a possivel associacdo com a produgao
de fumonisinas.

Avaliar o efeito do fungicida Maxim XL (fludioxonil + metalaxil-M) na
producdo de fumonisinas pela cepa 103F em meio liquido.

Avaliar a eficacia do aluminosilicato de sodio e calcio hidratado (HSCAS),
glucomanano modificado (produto comercial) e B-glucana na adsor¢do de fumonisina B; em

milho triturado e artificialmente contaminado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MILHO

O milho (Zea mays L.) ¢ uma das culturas mais importantes no cenario
agricola mundial, constituindo uma consideravel fonte de energia na alimentacdo humana e
animal. Apresenta ampla aplica¢do industrial derivando mais de 500 produtos, além da
perspectiva de emprego na producao de biocombustiveis visando substituir o petroleo.

A producdo de milho destina-se a varios setores, sendo que o aumento da
demanda favoreceu o crescimento da suinocultura e avicultura, por ser componente de ragdes
para esses animais. Com relagdo a alimentacdo humana, destina-se a composic¢ao de diversos
produtos processados, incluindo cereais matinais, “snacks”, “cornflakes”, semolina, massas ¢
biscoitos (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).

Os maiores produtores mundiais de milho sdo os Estados Unidos, China e
Brasil (EMBRAPA, 2007).

No Brasil o milho ¢ cultivado em praticamente todo o territdrio nacional,
sendo o Parana o maior produtor. A safra brasileira de milho de 2008/2009 estima uma érea
plantada entre 9,4 e 9,6 milhdes de hectares, indicando uma redu¢do de 2,6% a 0,8% em
comparagdo a safra anterior, quando a area total semeada com milho ficou em 14,3 milhdes de
hectares. Os principais Estados responsaveis por esse decréscimo sao Parand, Santa Catarina,
Sao Paulo, Goias, Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul. Por outro lado os Estados do Rio
Grande do Sul e Minas Gerais, demostram crescimento de areas, porém, insuficiente para
compensar as redugdes em outras regioes (CONAB, 2009).

O cultivo em areas com mudangas constantes de temperatura e umidade € o
armazenamento inadequado predispdem o milho ao crescimento de fungos produtores de
micotoxinas (CHRISTENSEN; SAUER, 1982; PLACINTA; D’MELLO; MACDONALD,
1999; SPAHR et al., 1999).

As interagdes de diversos fatores contribuem para o crescimento fingico € a
producdo de toxinas como fatores geograficos, susceptibilidade da variedade, populacdo de
plantas, sistema de cultivo, potencial produtivo do hibrido, condicdo de armazenamento.
Além destes fatores outros pardmetros como aeracgdo, teor de umidade no solo, elevadas

temperaturas durante o dia, baixas temperaturas durante a noite, solos deficientes em
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nutrientes e diferentes substratos contribuem para a producdo de micotoxinas por Fusarium
spp. (CAHAGNIER; MELCION; RICHARD-MOLARD, 1995; ABBAS et al.,, 2002;
SORIANO; DRAGACKCI, 2004).

As micotoxinas podem contaminar graos de cereais de duas maneiras.
Primeiramente os fungos crescem como patégenos em plantas, secundariamente, os fungos
desenvolvem-se em cereais armazenados. Entretanto nem todos os fungos produzem
micotoxinas ou produzem em quantidades pequenas dependendo do substrato no qual estdo se
desenvolvendo. A alta taxa de contaminagdo de grios de cereais e ragdes animais tem sido
relatada mundialmente (PLACINTA; D’MELLO; MACDONALD, 1999; SPAHR et al.,
1999).

3.2 FUSARIUM VERTICILLIOIDES

O género Fusarium constitui um dos principais problemas na agricultura
mundial e suas espécies estdo adaptadas em diversos habitats (NELSON et al., 1992; DOKO
et al., 1996). As espécies de Fusarium produtoras de fumonisinas sdo principalmente F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg que possui a fase teleomorfica ou sexuada (Gibberella
moniliformis Winel) (BULLERMAN, 1996; SAMSON; HOEKSTRA; FRISVAD, 2004) e F.
proliferatum (T. Matsushima) Nirenberg. As duas espécies sdo associadas ao milho, sendo a
primeira prevalente (MILLER, 1995).

As coldnias das espécies de Fusarium apresentam diversas cores (branco,
rosa palido, roxo, alaranjado, purpura), dependendo do pH do substrato. Os micélios podem
ser ralos, cotonosos como um feltro e com uma zona central de funiculos (SEIFERT, 2001).
F. verticillioides possui microconidiéforos sem ramificagdes formadas no micélio aéreo, com
1-3 alongamentos simples de fidlides. As formas de esporos sdo os microconidios € os
macroconidios. Os microconidios sdo unicelulares, claviformes com uma base redonda ou
truncada ¢ os macroconidios sdo delgados e septados (3-7 septos), retos ou ligeiramente
curvos, fusiformes com célula apical alongada frequentemente curvados e pediculados
(SAMSON; HOEKSTRA; FRISVAD, 2004).

A temperatura Otima para crescimento de F. verticillioides situa-se entre

22,5 ¢ 27,5°C, ficando a méxima entre 32 ¢ 37°C e a minima entre 2,5 e 5,0°C, porém deve-se
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ressaltar que existem variagdes marcantes entre as cepas sendo que algumas nao crescem
abaixo de 6°C e acima de 30°C (BACON; NELSON, 1994).

Apesar de crescerem em diferentes faixas de temperatura, necessitam de alta
atividade de 4agua e de teores de umidades acima de 18%. As condi¢des Otimas para o
desenvolvimento de F. verticillioides em milho s3o temperatura de 25°C e atividade de agua
(ay) de 0,98 (MARIN et al., 1998; TORRES et al., 2003).

F. verticillioides, espécie de ampla distribuicdo geografica, tem sido
encontrada como um contaminante freqiiente em milho e derivados em diversos paises como
Africa, China, Franga, Indonésia, Italia, Filipinas, América do Sul, Tailandia, Estados Unidos,
Polonia, Argentina e Brasil. Causa danos a plantagdes e prejuizos de bilhdes de dolares nos
Estados Unidos e no mundo (FOOD RESEARCH INSTITUTE, 1997).

F. verticillioides pode causar doenga em todos os estigios de
desenvolvimento do milho infectando raizes, caules e graos. O ciclo da fumonisina no milho
inicia-se com o fungo remanescente nos residuos de colheitas anteriores, que produz hifas
espessas capazes de prolongar a sobrevivéncia, e contaminar as sementes no solo,
transmitindo o fungo para o colmo com conseqiiente disseminacdo para a espiga
(MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). Outro mecanismo de infec¢ao € por meio de lesdes na
semente provocadas por passaros ou insetos (WICKLOW et al., 1988).

3.3 MICOTOXINAS

O termo micotoxina ¢ originario da palavra grega mykes (fungo) e de uma
palavra do latim toxicum (toxina), que significa toxina fungica (BULLERMAN, 1979). As
micotoxinas existem desde a idade mais antiga, entretanto tornaram-se mais conhecidas apos
o acidente ocorrido na Inglaterra em 1960 em que mais de 100.000 perus morreram devido a
ingestdo de torta de amendoim de origem brasileira contaminada com aflatoxina
(YIANNIKOURIS; JOUANY, 2002).

Micotoxinas sao compostos organicos de baixa massa molecular,
produzidos durante o metabolismo secundério de diferentes géneros fungicos. Ocorrem em
diferentes substratos, incluindo os produtos agricolas, e apresentam diferentes estruturas

quimicas (HUWIG et al., 2001). Alguns metabolitos secundarios de fungos sdo utilizados
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como agentes teraupéuticos, como por exemplo, a fumagilina, acido fusarico e acido
micofenolico (CAST, 2003).

Os principais fungos produtores de micotoxinas pertencem aos géneros
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps e Alternaria (SWEENEY; DOBSON, 1998).
As micotoxinas mais freqiientes sdo aflatoxinas, ocratoxina A, tricotecenos, zearalenona e
fumonisinas, que podem estar presentes em alimentos e ragdes animais.

A toxicidade de micotoxinas tanto em seres humanos como em animais
depende de varios fatores como a quantidade de micotoxina ingerida diariamente por meio de
alimentos contaminados, estado fisioloégico do organismo afetado, idade e peso do individuo
(PERAICA et al., 1999).

O consumo de alimentos contaminados com micotoxinas a longo prazo
pode induzir inumeros distirbios que resultam em efeitos teratogénicos, carcinogénico
(principalmente figado e rim), estrogénico, ou imunosupressivo. Embora os animais e homens
sejam suscetiveis a esses efeitos, os animais apresentam mais probabilidade de contaminagao
devido a ingestdo de graos de baixa qualidade (D'MELLO; PLACINTA; MACDONALD,
1999).

Além dos efeitos toxicos os alimentos contaminados induzem a recusa
alimentar, reduzindo a conversdo alimentar, diminui¢ao de peso, aumento da incidéncia de
infeccdo devido a imunosupressdo, e interferéncia na capacidade reprodutiva (CAST, 1989;
KUBENA; HARVEY; BAILEY, 1998).

Para preservar a saide de consumidores alguns paises desenvolvidos
apresentam legislacdo especifica para a comercializagdo de produtos contaminados por
micotoxinas acima de determinados niveis maximos, incluindo-se alguns paises em
desenvolvimento, como, Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (RAMOS; HERNANDEZ,
1997).

Diversos métodos sdo utilizados na prevengdo, descontaminacao e

diminui¢do da contaminagdo fingica e a producdo de micotoxinas e seus efeitos toxicos

(JOUNAY, 2007).
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3.3.1 Fumonisinas

As fumonisinas, descobertas em 1988, constituem um grupo de micotoxinas
produzidas principalmente por F. verticillioides (GELDERBLOM, et al., 1988). No entanto,
outras espécies do género Fusarium também sao produtoras de fumonisinas: F. proliferatum,
F. nygamai, F. anthophilum, F. dlamini, F. napiforme, F. subglutinans, F. polyphialidicum, e
F. oxysporum (NELSON, 1992). As moléculas de fumonisinas sdo estruturalmente
relacionadas e, desde a sua descoberta, foram isolados e caracterizados 28 analogos divididos
em quatro grupos principais (A, B, C e P). No entanto, apenas as FB;, FB, e FB; ocorrem em
concentragdes significativas como contaminantes naturais de milho e derivados, sendo a FB;
(Figura 1) considerada a mais téxica e abundante, correspondendo a 60% a 90% das
fumonisinas (MUSSER; PLATTNER, 1997; SEO; LEE, 1999; RHEEDER; MARASAS;
VISMER, 2002). A FB; ¢ um diéster de propano-1, 2, 3-acido tricarboxilico ¢ 2-amino-12, 16
dimetil 3, 5, 10, 14, 15 pentahidroxieicosano, em que os grupos hidroxilas no C14 e C15 estao
esterificados com um grupo carboxila terminal do acido tricarboxilico (BEZUIDENHOUT et
al., 1988).

As fumonisinas sao moléculas polares, soltiveis em agua e acetonitrila e
insoltveis em solventes organicos (MURPHY et al., 2006; DILKIN et al., 2002).

A biossintese de fumonisinas ocorre entre 20 € 30°C em substratos com ay,
de 0,85 a 1,0, sendo que as condi¢des d6timas sdao 25°C e a,, de 0,97 (CAHAGNIER et al.,
1995; MARIN et al., 1995 e 1998).

As fumonisinas interferem no metabolismo da esfingosina-esfinganina (So-
Sa), bloqueando a biossintese de esfingolipidios por meio da inibi¢do da esfingosina-N-
aciltransferase. Os esfingolipidios sdo encontrados nas membranas celulares, desempenhando
um papel fundamental na regulacdo celular e no controle de proteinas de membranas,
mediando o crescimento, a diferenciacao e a morte celular (TURNER; NIKIEMA; WILD,
1999).

As fumonisinas causam cancer renal e hepatico em roedores de laboratoério,
leucoencefalomalacia em eqiiinos, uma lesdo de cérebro que pode ser fatal aos cavalos
consumindo racdo contaminada por alguns dias, ¢ edema pulmonar em suinos. Estudos
epidemioldgicos indicam a sua provavel associacdo com cancer esofagico e hepatico em seres

humanos (PITT, 2000; MARASAS, 2001; BUTCHKO; PLATTNER; PROCTOR, 2003).
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Figura 1 — Estrutura quimica da fumonisina B,

3.4 METODOS DE CONTROLE DA CONTAMINACAO POR MICOTOXINAS

3.4.1 Fungicidas Utilizados no Controle de Fusarium verticillioides

Na agricultura moderna uma das medidas econdmicas utilizadas para
garantir alta produtividade consiste no controle quimico de doencas de plantas. Os
agroquimicos utilizados no controle de doencas de plantas incluem fertilizantes e pesticidas.
Dentre o grupo de pesticidas mais utilizados destacam-se os fungicidas. As propriedades
quimicas e bioldgicas dos fungicidas sdo muito variaveis, e podem ser constituidos de
diversos principios de controle sendo que sua eficidcia depende da época, metodologia de
aplicacdo e estagio do desenvolvimento da doenga (KIMATI, 1995).

No Brasil houve um aumento na venda de defensivos agricolas de 26,5% no
periodo de janeiro a outubro de 2007, totalizando cerca de R$ 7,7 bilhdes. Todas as classes de
defensivos apresentaram incremento nas vendas. Os fungicidas foram os que mais cresceram
(32,5%), seguidos dos inseticidas (28,3%), herbicidas (23,5%), inseticidas (28,3%) e
acaricidas (5,4%) (IEA, 2009). Em relacdo ao mesmo periodo de 2007, as vendas dos
defensivos agricolas em 2008 apresentaram um crescimento de 31%, totalizando um mercado
de R§ 10.246 milhdes (SINDAG, 2008).

O uso de fungicidas em larga escala teve inicio com a descoberta da calda
bordalesa por Millardet em 1882, em Bordeaux na Frang¢a sendo o fungicida mais utilizado no

controle de doengas em plantas na época (DEWAARD et al., 1993).
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Em 1934, deu-se inicio a segunda geracdo de fungicidas no quais os
ditiocarbamatos e outros importantes fungicidas organicos assim como 0s inorganicos
possuiam a caracteristica de fornecer uma superficie protetora a planta sem penetrar no tecido
(DEWAARD et al., 1993).

A terceira geracdo de fungicidas organicos foi desenvolvida para que
penetrassem no tecido da planta erradicando patégenos apds infeccao e protegendo as partes
da planta em que o fungicida ndo tivesse contato direto. Estes fungicidas foram classificados
como sistémicos e incluem os 2-aminopirimidinas, benzimidazoéis, carboxamidas, fenilamidas,
azoles e morfolinas (DEWAARD et al., 1993). Os fungicidas sistémicos apresentavam
diversas vantagens em relagdo aos nao sist€émicos tanto que em 1980 foram desenvolvidos
mais de 40 principios ativos. As principais vantagens desses fungicidas sdo a especificidade
de a¢do, maior fungitoxicidade inerente, maior efeito protetor, curativo e erradicante, menor
fitotoxicidade, menor dosagem e menor contamina¢do ambiental, entrentanto podem
possibilitar o surgimento de patogenos resistentes (KIMATI, 1996).

O tratamento com fungicida constitui uma alternativa para reduzir a
incidéncia das infec¢des causadas por Fusarium spp. Os fungicidas dispdem de inumeros
mecanismos de acdo, interferindo na respiragcdo celular, na produg¢do de energia ¢ nos
processos biossintéticos, sendo que alguns alteram a permeabilidade da membrana da célula
ocasionando a destrui¢do celular (SIJPESTEINJN, 1982). Os fungicidas utilizados para
reduzir os danos causados por Fusarium spp. incluem Captan 750 TS (captana), Maxim XL
(Fludioxionil + metalaxil-m), Quintozeno (Pentaclorobenzeno), Derosal Plus (carbendazim +

tiram), Vitavax Thiram 200 SC (carboxina + tiram) (ANVISA, 2009).

3.4.1.1 Quintozeno

O quintozeno ¢ um fungicida que contém o ingrediente ativo
Pentacloronitrobenzeno-PCNB (Figura 2). O PCNB ¢ um composto moderadamente soluvel
em agua. Pertence ao grupo quimico dos cloroaromaticos e inibe o crescimento fingico sendo
indicado para tratamento de sementes, solo, viveiros e canteiros (ANDREI, 1996).

Embora seja considerado medianamente toxico (classe III), apresenta grande
periculosidade ambiental devido a persisténcia e a possibilidade de lixiviagdo no solo. Sua

aplicacdo pode ser realizada antes ou na época de semeadura e as doses variam conforme o
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tipo de tratamento, cultura e doenca. E compativel com outros inseticidas e fungicidas, exceto
os de reagdo alcalina como calda bordaleza (ANVISA, 2009; PAN PESTICIDES
DATABASE, 2009).

O quintozeno inibe o crescimento das hifas, por ser um inibidor competitivo
do inositol que ¢ uma substincia requerida para o crescimento de muitos fungos
(BARMAC.COM, 2009).

No Canadé e E.U.A. o quintozeno ¢ utilizado no controle do fungo Typhula
phacorrhizap que é encontrado em regides temperadas e desenvolve-se na relva de campos de

golfe (MCBEATH, 2003).
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Figura 2 — Formula estrutural do pentacloronitrobenzeno (PCNB)
Fonte: ANVISA (2009)

3.4.1.2 Fludioxonil + Metalaxil-M

O maxim XL ¢ um fungicida sistémico que controla os fungos associados a
semente do milho e do solo, ndo afetando o poder germinativo, e permitindo que a cultura
desenvolva-se normalmente (SYNGENTA, 2009). Esse fungicida surgiu da associacdo de
dois principios ativos fludioxonil e metalaxil-M (Tabela 1), sendo que os diferentes modos de

ac¢do, os locais e os diferentes mecanismos da inibicdo do desenvolvimento do micélio dos
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fungos conferem ao maxim XL uma grande eficacia (SYNGENTA, 2009). O Fludioxonil
(Figura 3) ¢ um fungicida que age por contato e apresenta amplo espectro de agdo, atua sobre
histidinas quinases denominadas MAP quinases (mitogen activated protein) que estdo
envolvidas na transdu¢do de uma variedade de sinais extracelulares e regulam atividades
como expressao génica, mitose, diferenciagdo celular, viruléncia, conidiacdo, germinagdo de
conidios, sobrevivéncia e crescimento invasivo de hifas (XU, 2000; ZHAO; MEHRABI; XU,
2007).

ZHANG et al. (2002) estudaram os efeitos do fludioxonil sobre Neurospora
crassa ¢ demonstraram que o fungicida ¢é responsavel por ativar a resposta hiperosmotica
mediada pela MAP quinase que resultam em actimulo intracelular de glicerol causando
inchaco e ruptura das células. O fludioxonil adicionado em meio de cultivo com Cdndida
albicans (OCHIAI et al., 2002) também interferiu na transdu¢do de sinal afetando a

osmorregulagdo e induzindo a sintese de glicerol em Neurospora crassa (FUIIMURA, 2000).
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Figura 3 — Formula estrutural do fludioxonil
Fonte: ANVISA (2009).

O metalaxil-M (Figura 4) penetra no tegumento da semente e ¢
sistemicamente translocado a todas as partes da planta durante a germinagdo. Age pela
inibi¢do da sintese do RNA ribossomal, interferindo na sintese de proteinas e inibe o
crescimento do micélio e a formacgao de esporos (SYNGENTA, 2009). Devido ao seu amplo
espectro de acdo o metalaxil ¢ utilizado por diversos paises, em regides temperadas,

subtropicais e tropicais (MONKIEDIJE; ILORI; SPITELLER, 2002).
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Figura 4 — Formula estrutural do metalaxil-M
Fonte: ANVISA (2009).

Tabela 1 — Ingredientes ativos do Maxim XL e suas informagdes quimicas

Ingrediente Nome Formula Grupo Quimico Classificagao
Ativo Quimico molecular toxicologica
) ) 4-(2,2-difluoro-1,3benzodioxol-4-il) o I
Fludioxonil C,HgF,N,0, Fenilpirrol
pirrole-3 carbonitrila (Medianamente
toxico)

Metalaxil-M  Metil-N-metoxiacetil-N-2,6-xilil-D- . .
) Ci5sHyNOy4 Acilalaninato 11
alaninato
(Altamente toxico)

Fonte: ANVISA (2009).

3.5 METODOS BIOLOGICOS

O controle quimico por fungicidas pode nao ser totalmente eficaz na
reducdo da infec¢do flingica, por isso o controle bioldgico pode ser utilizado como uma
alternativa contra a toxigenicidade de Fusarium spp. € a contamina¢do por micotoxinas. Esses
métodos utilizam fermentagcdo por microrganismos como a conversao de aflatoxina B; em
produtos inofensivos por Flavobacterium auranticum. Porém, geralmente as conversdes sao
lentas e incompletas (SWEENEY; DOBSON, 1998; BATA; LASZTITY, 1999;
KARLOVSKY, 1999). Antagonistas microbianos ou competidores podem ser borrifados em

plantas na fase de florescéncia podendo eliminar ou reduzir o crescimento de fungos
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produtores de toxinas (SCHISLER et al., 2002). Durante a fase de crescimento endofitico
Bacillus subtilis pode inibir o crescimento de fungos (BACON et al., 2001).

De acordo com Munkvold; Hellmich; Rice (1999) os insetos estdao
envolvidos na infec¢do de Fusarium spp. em plantas por transportarem esporos € por
penetrarem na protecdo externa de graos e tecidos da planta, permitindo que as hifas tenham
acesso aos nutrientes. Com o intuito de reduzir o nivel de infeccao de fungos causados por
insetos podem ser utilizados graos de cereais inseto-resistentes geneticamente modificados.
Por exemplo, a utilizagdo de hibridos de milho-Bt transgénico diminuiram significativamente
a podriddo da espiga causada por Fusarium spp. € consequentemente a reducdo da
contaminag¢ao por fumonisinas.

Os oleos essenciais sdo extraidos de plantas aromaticas e possuem muitas
propriedades antibacterianas e antifingicas que podem ser utilizados para controlar a infec¢ao
fungica de Fusarium spp. em planta e a produgdo de micotoxinas ( RANA; SINGH; TANEJA,
1997; ANTHONY et al., 2004).

3.6 METODOS DE DESCONTAMINACAO

Embora a prevencdo da producdo de fumonisinas seja necessaria, a
formag¢ao destas micotoxinas pode ser inevitdvel em certas condigdes ambientais de
temperatura ¢ umidade. Portanto, a utilizacdo de procedimentos para a descontaminacao de

milho e derivados contaminados com fumonisinas sdo indispensaveis.

3.6.1 Métodos Quimicos

Os métodos quimicos sdo aqueles em que a adi¢do de um determinado
composto em meio contendo a micotoxina pode inativa-la4 ou converté-la em um composto
menos toxico, por modificagdo molecular. Alguns exemplos de tratamentos quimicos sdo o
emprego de amdnia, hidroxido de célcio, bissulfito de sodio, hipoclorito de sédio, peroxido de
hidrogénio, formaldeido, permanganato de potéssio, 0zonio, nitrito de sédio (PIVA et al.,

1995; BAUER, 1994; MCKENZIE et al., 1997; LEMKE et al., 1999; LEMKE et al., 2001a).
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A amoniacao ¢ um processo de detoxificagdao de alimento contaminado com
aflatoxinas aprovado em Senegal, Franca, Reino Unido e alguns estados norte americanos. A
desvantagem desse tipo de detoxificacdo quimica ¢ a sua especificidade (apenas aflatoxinas) e
os residuos de amonio que permanecem no alimento prejudicando a saude animal (HUWIG et
al., 2001).

Outro processo ¢ a diazotizagdo no qual o amino primario que ¢ um
componente que contribui para a toxicidade de FB,; ¢ removido, ou seja, a fumonisina pode
ser desaminada em solucdo aquosa em condi¢des de pH 4cido e baixa temperatura (pH 1,0 e

5°C) com adi¢do de NaNO, (LEMKE et al., 2001a).

3.6.2 Métodos Fisicos

Os métodos fisicos incluem o beneficiamento de grdos, aquecimento,
irradiacdo e o emprego de adsorventes.

A irradiagdo gama foi avaliada quanto a capacidade de reduzir a
contaminagcdo de esporo fungico e degradar as micotoxinas produzidas em sementes,
alimentos e racdo. A irradiacdo gama inativa o crescimento de Fusarium spp. € a formacao de
micotoxinas em sementes de trigo, milho e cevada. A dose de 3 kGy de irradiagdo gama
resultou em uma diminui¢do significativa de fumonisina B; em 51,7%, 74,2% ¢ 80%,
respectivamente. A aplicagdo de 5 kGy resultou na diminuicdo de fumonisina B, em 96,6%,
87,1% e 100% para trigo, milho e cevada , respectivamente, enquanto que a dose de 7 kGy foi
suficiente para completa degradagdo de fumonisina B; em trigo e milho (AZIZ; MOUSSA,
2004; AZIZ, et al., 2007)

O método fisico por meio da adicdo de adsorventes a ragcdo animal
contaminada ¢ o mais utilizado. No mercado interno ¢ externo, a detoxificacdo de alimentos
contaminados com micotoxinas pelo emprego de materiais nao nutritivos vem crescendo cada
vez mais por ser um método eficaz e de custo acessivel. Entretanto, varios critérios devem ser
seguidos na escolha do adsorvente que sera utilizado em ragdes para reduzir a adsor¢cao de
toxinas no trato gastrointestinal de animais (SCHEIDELER, 1993; SCHELL et al., 1993).
Ramos et al. (1996) relataram que a ingestdo de alimentos contaminados € o principal meio de

incorporar micotoxinas ao organismo e consideram que estudos do processo de adsorgao
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gastrointestinal de micotoxinas ¢ de grande interesse porque fornecem informacdes sobre a
biodisponibilidade desses metabolitos toxicos .

Os adsorventes sdo agentes que se ligam as micotoxinas evitando sua
absor¢do no intestino e influenciados por varios fatores como pH, temperatura, enzimas.
Quando os niveis de pH oscilam, as micotoxinas ndao continuam aderidas aos adsorventes
(FEEDING TIMES, 2002). Diversos requisitos sao necessarios para que os adsorventes sejam
capazes de adsorver as micotoxinas no trato gastrointestinal dos animais sem causar danos.
Estes devem ser efetivos contra diversas micotoxinas mesmo que estas se encontrem em
baixas concentragdes, apresentar baixo custo, ndo gerar produtos toxicos, agir rapidamente,
nao afetar as propriedades nutricionais do alimento. A caracteristica mais importante para
adsorcdo ¢ a estrutura fisica do adsorvente que compreende a superficie da area disponivel e o
tamanho dos poros (HUWIG, 2001).

Os adsorventes para micotoxinas podem ser classificados em organicos e
inorganicos. Os adsorventes organicos sdo materiais derivados de vegetais fibrosos (casca de
aveia, farelo de trigo, fibra de alfafa), de extratos da parede celular de leveduras (B-glucana),
celulose, hemicelulose e pectina. Os adsorventes inorganicos sdo polimeros a base de silicatos
como zeolitas, bentonitas, aluminosilicatos de soédio e calcio hidratado (HSCAS), carvao
ativado, terra diatomadcea e varios outros tipos de argilas (KNOWMYCOTOXINS, 2009).

A ligacdo a micotoxinas ocorre por adsorcdo fisica e quimica. A adsorcao
fisica envolve ligagdo por forcas de van der Waals e pontes de hidrogénio, enquanto a
adsor¢do quimica (Quimissor¢do) uma interagdo mais forte por ligagdes i0nicas e covalentes
(DAWSON, 2002).

Os testes de adsorcdo in vitro podem incluir estudos em meio aquoso, fluido
simulado do trato gastrointestinal e curvas isotérmicas que podem ser usados mais
efetivamente para caracterizar diferentes adsorventes antes de testes in vivo (LEMKE et al.,
2001b).

Virios materiais adsorventes como colestiramina (CH), celite, bentonita e
carvao ativado foram testados in vitro a 1 mg/mL com concentra¢des de FB; que variaram
entre 3,25 a 260 pg/mL para avaliar a capacidade de adsor¢do da fumonisina em solugdes
aquosas. A colestiramina e o carvao ativado demostraram a melhor capacidade de adsor¢do
em uma solucdo aquosa que continha 200 pg/mL de FB;, adsorvendo 85% e 62%,
respectivamente. No entanto, a bentonita adsorveu 12% em uma solu¢do com 13 pg/mL de
FB,, enquanto a celite ndo adsorveu na menor concentracdo de FB; testada (3,2 pg/mL). A

colestiramina também foi avaliada em diferentes concentragdes (10 e 100 mg/g) em farinha de
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milho contaminada com diferentes niveis de fumonisinas 3ug/g e 162 ug/g, respectivamente.
Os resultados obtidos variaram de 16 a 95% para FB; e de 56 a 100% para FB,,
respectivamente (SOLFRIZZO et al., 2000).

3.6.2.1 Aluminosilicatos

Os aluminosilicatos de célcio e sddio hidratado (HSCAS) conhecidos como
bentonita, zeolita, filosilicatos e montmorilonita sdo argilas porosas inorganicas constituidas
por no minino duas camadas laminares de tetraedos de silicio e camadas de octaedros de
aluminio (figura 5). As moléculas de silica das argilas apresentam cargas positivas rodeadas
por quatro oxigénios com cargas negativas. As micotoxinas sdo adsorvidas na estrutura porosa
por meio de cargas elétricas. O percentual de adsor¢ao dependerd da forma e tamanho das
particulas dos HSCAS, diametro do poro, pH, da carga elétrica da toxina e da estrutura da
argila (PHILLIPS et al., 1994; SMITH et al., 1994). A utilizacdo de aluminosilicatos para a
adsor¢do de micotoxinas ¢ estudada ha 20 anos (DAVIDSON et al., 1987; RAMOS;
HERNANDEZ, 1997).

Os aluminosilicatos sdo utilizados em grandes quantidades e atuam
principalmente contra as aflatoxinas. Quando se ligam as micotoxinas no trato gastrointestinal
formam complexos irreversiveis que ndo sdo digeridos e, consequentemente sdo excretados

pelas fezes (HUWIG et al., 2001).
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Figura 5 — Estrutura de HSCAS
Fonte: www.mycoad.com/eng_5_15.htm.
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O processo de adsorcdo das aflatoxinas pelos aluminosilicatos ocorrem
devido a formacao de um complexo entre o sistema P-carbonil de aflatoxinas e os ions
aluminio (PHILLIPS et al., 1994). Os aluminosilicatos mostraram se ineficientes na adsor¢ao
de outras micotoxinas como zearalenona, ocratoxina, toxina T-2, desoxinivalenol (BAUER,
1994, RAMOS; FINK-GREMMELS; HERNANDEZ, 1996; LEMKE et al.,, 1998). As
zeolitas e bentonitas possuem um elevado niimero de cargas negativas, sendo que podem
ocasionar sérias conseqiiéncias nutricionais aos animais, pois além das micotoxinas podem
imobilizar componentes essenciais da racdo como vitaminas, minerais € aminoacidos
(DEWAARD et al., 1991).

Estudos in vitro demonstraram que a bentonita de sddio natural apresentou
elevada capacidade na adsor¢do de AFB; (45ng/mg de bentonita) em solucdo aquosa a pH 2
(ROSA etal., 2001).

Desheng et al.(2005) relataram que os niveis maximos de adsor¢do de AFB;
pela montmorilonita em solu¢do aquosa, a pH de 2 e 8, foram 613,5 pg (80%) e 628,9 ug
(90%) de AFB;/g de montmorilonita, respectivamente.

Os aluminosilicatos utilizados como adsorventes de micotoxinas para suinos,
apresentaram elevada afinidade por aflatoxinas, mas reduzida para as toxinas de menor
polaridade como a zearalenona (AVANTAGGIATO et al., 2005).

No entanto, a capacidade de adsorcdo da zearalenona pode ser aumentada
com a incorporacdo de compostos organicos a superficie dos aluminosilicatos
(organoaluminosilicato) modificando, assim, sua estrutura com a criagdo de novos pontos de
adsor¢ao (LEMKE; GRANT; PHILLIPS, 1998).

A incorporagdo de ions octadecildimetilbenzil aménio (ODMBA) a
superficie dos aluminosilicatos permitiu uma maior afinidade as moléculas organicas
hidrofilicas, como a maioria das micotoxinas. A adsor¢do de fumonisina B; (FB;) melhorou
em aluminosilicatos modificados com ions octadecildimethilbenzil aménio (ODMBA)
(DAKOVIC et al., 2005; DAKOVIC et al., 2007).

Aly et al. (2004) demonstraram uma adsor¢ao de 85,1% a 92,4% de FB;
utilizando HSCAS em diferentes concentragdes (0,5%, 1%, 2% e 4%, m/v) a partir de extrato

de malte contaminado artificialmente com 5, 10, 50 pg/mL de FB;.
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3.6.2.2 B-glucanas

As B-glucanas sdo polissacarideos altamente organizados que compdem a
estrutura da parede celular de leveduras, fungos e alguns cereais.

As B-1,3-glucanas sdo carboidratos fibrosos resistentes a degradagao pelos
sistemas enzimaticos no trato gastrointestinal dos animais. Consistem de um material
altamente organizado composto por mondmeros de glicose que formam longas cadeias
(figuras 6 e 7) e se diferenciam pelo tipo de ligagdo entre as unidades de D-glicose (anéis tipo
B-D-glucopiranose) da cadeia principal e pelas ramificagdes que se conectam a essa cadeia
(DAWSON, 2002; LAROCHE; MICHAUD, 2007).

Nos ultimos anos iniimeras pesquisas sobre as B-glucanas indicaram que
além de apresentarem diversas aplicagcdes como antitumoral, antinflamatorio, antimutagénico,
podem ser utilizadas como adsorventes para micotoxinas (BAUER, 1994).

As B-glucanas apresentam diversas vantagens quando empregadas como
adsorventes de micotoxinas por promoverem interacdes, aderindo imediatamente a superficie
do carboidrato, ou seja, a superficie da B-1,3-glucana permite a formacdo de interagdes
bipolares, eletrostaticas e de pontes de hidrogénio (DAWSON, 2002).

De acordo com Yiannikouris et al. (2003), a mobilidade da conformagao
tridimensional da parede celular da levedura é provavelmente importante no evento de
adsor¢do de micotoxinas.

Yiannikouris et al. (2006) demonstraram que B-D-glucanas isoladas de
Saccharomyces cerevisiae poderiam adsorver zearalenona e reduzir sua biodisponibilidade no
trato digestivo, protegendo os animais de efeitos adversos. Estudos in vifro da cinética de
interagdes entre outras micotoxinas e f-D-glucanas em trés valores de pH (3,0, 6,0, e 8,0)
demonstraram que sob condi¢des acidas e neutras as taxas de afinidade para aflatoxinas Bj,
desoxinivalenol e ocratoxina A aumentam e envolvem as cadeias (1 — 3)-f-D-glucanas e (1
— 6) p-D-glucanas. Porém, as condigdes alcalinas favoreceram somente a adsor¢do de
patulina. Por meio de mecanismos moleculares foi elucidado que os grupos hidroxil, cetona e
lactona estdo envolvidos na formagdo de pontes de hidrogénio e de interagdes van der Waals
entre B-glucanas e aflatoxinas B; ( Figura 8), desoxinivalenol e patulina. As diferencas na
capacidade de ligacdo de micotoxinas sdo devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas

distintas.



Figura 6 — Modelo 3D da molécula de B glucana de levedura
Fonte: http://www.e-kao.net/guide/bglucan.htm

Saccharonyces cerevisiae

Parede celular

Beta-1,32-(D)-Glucan

Figura 7 — Parede celular da levedura S. cerevisiae
Fonte: www.biovet.com.tr/Portals/0/images/1118.jpg
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Figura 8 — Conformacao favoravel de AFB, na unica hélice da cadeia (1— 3)-f-D-glucana.
Fonte: Yiannikouris et al. Biomacromolecules, v. 7, p. 1147-1155, 2006.

3.6.2.3 Glucomanano modificado

O glucomanano modificado (Mycosorb®) ¢ um adsorvente derivado da
parede celular de levedura utilizado como aditivo em ragdo para animais (ALLTECH, 2009).
A estrutura da glucana foi modificada com o objetivo de criar pontos polares e ndo polares
adicionais para adsorver as toxinas (DAWSON, 2002). Todo o processo de adsor¢do das
toxinas ocorre no trato gastrointestinal dos animais (Figura 9) e sdo eliminados nas fezes
(DAWSON, 2002).

Avantaggiato; Havenaarb; Viscontia (2004) demonstraram em estudos in
vitro que o Mycosorb em niveis de 0,1% com 2pg/mL das toxinas adsorveu 18% de
desoxinivalenol e 6% de nivalenol em pH 3, enquanto que em pH 8, 3% de desoxinivalenol e
10% de nivalenol, respectivamente. Por outro lado, com 10 pg/mL das toxinas adsorveu 0%
de desoxinivalenol e 1% de nivalenol em pH 3 e 9% de desoxinivalenol e 7% de nivalenol em
pH 8, respectivamente.

As principais vantagens deste glucomanano modificado (Mycorsob®™)
consistem na prevencdo da redugdo das reservas de antioxidantes decorrentes de toxicoses por

T-2, diminui¢do de peroxidagao lipidica no figado, no qual estdo envolvidos os principais
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mecanismos moleculares de acdo das micotoxinas (DVORSKA; SURAI, 2001). A dieta
experimental de cordonas suplementada com aurofusarina em um nivel de 26,4 mg/Kg com
0,1% e 0,2% do adsorvente mycosorb apresentou um efeito protetor contra

aurofusarinotoxicose em codornas e também melhorou a qualidade dos ovos (DVORSKA, et

al., 2003).

4 Ochratoxin
B

-y

Figura 9 — Estrutura de glucomanano modificado no trato gastrointestinal.
Fonte: www.mkm.sk/images/krm/mycosorb_1.jpg
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.2 Cepas de F. verticillioides

Um total de 16 cepas de F. verticillioides (97), 97K, 97L, 103BR, 103G,
103F, 103H, 104Ga, 113B, 113F, 118F, 119B, 119BR, 119Fa, 162A, 164G) isoladas a partir
de alimentagdo animal a base de milho associado com intoxicacdo animal foram

morfologicamente identificadas na Science University of Tokyo, Japao.

4.1.3 Fungicidas

Os fungicidas utilizados foram o Plantacol (Quintozeno) Laboratdrios Pfizer
Ltda-Divisdo agricola, Guarulhos, SP, Brazil ¢ Maxim XL (fludioxonil + metalaxil-M),
Syngenta. Os fungicidas testados foram selecionados por serem produtos comerciais
utilizados por agricultores de cereal no Brasil para o controle de Fusarium spp e autorizados

pelo Ministério da Agricultura Brasil.

4.1.4 Adsorventes

Os adsorventes aluminosilicato de sodio e calcio (HSCAS) (SLO-
Agropecuaria LTDA-Cambé-PR), p-glucana (SLO-Agropecuaria LTDA-Cambé-PR),
glucomanano modificado (produto comercial) (Alltech Inc.-Brasil) foram cedidos pelo
Professor Dr. Antdnio Sérgio de Oliveira da Cooperativa Agroindustrial-COROL-
Rolandia/PR.
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4.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.2.1 Avaliacao da Suscetibilidade in vitro de F. verticillioides a Fungicidas

O ensaio foi realizado de acordo com Summerbell (1993) com modificacao.
Quatro dilui¢des de cada fungicida em agua destilada estéril (2,5 ml) foram transferidas para
placas de Petri (9 cm didgmetro) com 22.5 ml de Agar Batata Dextrose (BDA) a 50 °C. As
placas foram homogeneizadas até que a solugdo ficar homogénea, e entdo incubadas a 37°C
por 24 h para teste de esterilidade. Placas controle consistiram de BDA com 2,5 ml de dgua
destilada estéril. As concentragdes finais dos fungicidas (ingredientes ativos) foram de 75,
375, 1875, 9375 nug/mL para quintozeno ¢ 1,5 + 0,6, 7,5 + 3, 37,5 + 15, 187,5 + 75 pg/mL
para fludioxonil + metalaxil-M. As cepas de F. verticillioides foram cultivadas em BDA a
25°C durante 7 dias e utilizadas em ensaios de inibi¢dao. As coldnias foram retiradas com uma
alca calibrada (1 pl) e transferida a um tinico ponto central. Depois de 7 dias de crescimento a
25°C, o diametro de cada colonia foi medido. A porcentagem de inibi¢cdo foi calculada em
relagdo ao didmetro das colonias do controle crescido em BDA sem fungicida. O experimento
foi realizado em triplicata, com duas repeticdes sucessivas para cada fungicida. A dose de
fungicida que inibe 50 % do crescimento fingico (EDs), foi calculada utilizando a equagao
quadratica que foi ajustada a curva de resposta da dose (Ln de concentragdo x % de inibi¢ao)
utilizando o programa Curve Expert 1.3. As cepas com um EDsy> 50 pug/mL ou maior foi
considerado insensivel ao fungicida, aqueles com um EDsy entre 1 e 10 pg/mL como
moderadamente sensivel, € os EDsy menores que lpg/mL como altamente sensivel

(Edgington et al., 1971).

4.2.2 Cultivo de F. verticillioides para Avaliagdao da Produ¢do de Fumonisinas

Placas de Petri (90 x 20 mm) contendo 10 g de milho triturado foram
umedecidos com 10 mL de 4gua destilada, e autoclavados 2 vezes por 30 min e inoculadas

com 1 mL de suspensdo de esporos (1 x 10° esporos/mL) obtidos do cultivo de cepas de F.
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verticillioides em BDA a 25°C. durante 7 dias. As placas foram incubadas por 14 dias a 25°C

e utilizadas para avalia¢ao da capacidade de producao de fumonisina.

4.2.3 Efeito do Fungicida Maxim -XL na Producdo de Fumonisina B; por F. verticillioides

em Meio Liquido Definido

Um meio liquido definido (JIMENEZ et al., 2003) foi utilizado para avaliar
o efeito de Maxim-XL (fludioxionil + metalaxil-M) na produ¢do de fumonisina B; por F.
verticillioides (cepa 103F). Composi¢do do meio liquido definido em 1 litro: 0,5 g de extrato
de malte; 1 g de extrato de levedura; 1 g de peptona micoldgica; 1 g de KH,PO4; 0,3 g de
MgSO 7H,0; 0,3 g de KCI; 1 mL de solugdo de CuSO4.H,0 (0,005 g/L); 1 mL de solugdo de
ZnS04.7H,0 (0,01 g/L) e 20 g/L de frutose. O meio de cultura foi autoclavado a 120°C por 20
minutos, com excecdo da frutose, que foi esterilizada separadamente em vapor fluente por 40
minutos e adicionada assepticamente ao meio de cultivo. Uma suspensdo de esporos de 10°
esporos/mL de F. verticillioides (cepa 103F) foi cultivada em agar batata dextrose (BDA) por
7 dias a 25°C e inoculada em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de meio liquido definido.

O fungicida Maxim-XL foi adicionado ao meio liquido apo6s 24 h, na dose
recomendada pelo fabricante (150 mL de fungicida para 100 Kg de sementes)
proporcionalmente 75 pL de fungicida (1,875 mg (25 mg/mL) fludioxonil + 0,75 mg (10
mg/mL) metalaxil-M) em 50 mL de meio liquido definido. Aos cultivos controle foram
adicionados 75 pL de agua ultra-pura estéril 24 h apds a inoculag¢do. Todos os cultivos foram

incubados a 28°C,180 rpm por 14 dias.

4.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura

Amostras de micélio de F. verticillioides foram fixadas em solucdo de
glutaraldeido 2,5 % e tampao fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,2) por 12 horas a 4°C. As amostras
foram entdo lavadas com tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,2) e tratadas com tetroxido de
osmio 1% em tampao fosfato de sodio por 1 hora. Procedeu-se a desidratacdo gradual em

etanol (70, 80, 90 e 100%), e secagem ao ponto critico (BALTEC CPD 030 Critical Point
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Dryer). Apds a secagem, as amostras de micélio foram coladas em stubs utilizando-se fita
adesiva de carbono, e entdo recobertas com ouro (BALTEC SDC 050 Sputter Coater). Os
micélios foram visualizados em microscopio eletronico de varredura FEI Quanta 200 no

laboratério de microscopia e microandlise, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR.

4.2.5 Preparo de Milho Triturado Contaminado

O milho triturado contaminado contendo fumonisinas foi preparado de
acordo com a metodologia preconizada por WEIBKING et al. (1993). Uma aliquota de 200 g
de milho triturado adicionado de 200 mL de dgua destilada foi autoclavado duas vezes por 20
min a 121°C. Uma suspensdo de esporos (10" esporos/mL) de F. verticillioides 103F,
cultivado em &gar batata dextrose (BDA) por 7 dias a 25°C foi inoculado no milho
previamente autoclavado e incubado a 25°C durante 5 semanas. O cultivo foi submetido a um
processo de pré-limpeza (WEIBKING et al.,1993), adicionando-se 250 mL de acetona-
cloroférmio na proporgdo 3:1 (v/v) e agitado a 180 rpm por 18 h a 25°C. O cultivo foi filtrado
em papel de filtro, seco sob ventilacdo a 40°C por 48 horas (estufa de circulagdo de ar),
triturado e mantido a -20°C.

O material seco e triturado foi previamente analisado quanto a concentracdo
de FB; por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e utilizado nos testes de

adsorcao in vitro.

4.2.6 Teste de Adsor¢ao

As amostras de milho triturado contaminado preparadas conforme item
4.2.5 apresentaram concentracdes de FB; de 81,94 pg/g e 1.529,23 ng/g. Aliquotas de 10 g
desse material foram adicionados de 100 mL de agua destilada e agitadas a 120 rpm a 25°C
por 30 min. Posteriormente, o material foi centrifugado a 1000 x g por 10 min e para obtencao
das concentragdes desejadas foram realizadas dilui¢des adequadas do sobrenadante. Uma
aliquota de 2 mL do sobrenadante foi retirada para cada controle e 20 mL para cada

adsorvente avaliado, no qual foi adicionado 0,5% (m/v) de cada adsorvente. Em seguida, o
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material foi agitado a 120 rpm a 25°C por 30 e 90 min e centrifugado a 1000 x g por 10 min.
Uma aliquota do sobrenadante foi retirada e utilizada para determinagdo de FB;.
A quantidade de FB, adsorvida para cada adsorvente testado foi calculada

através da formula:

% adsorcao = (sem adsorvente — com adsorvente) x 100

sem adsorvente

4.2.7 Determinacao de Fumonisinas

As fumonisinas foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE de acordo com o método preconizado por Shephard et al. (1990)
modificado por UENO et al. (1993). Os materiais de cultura foram extraidos com uma
solugdo de 60 mL de metanol : agua ( 3:1, v/v), deixada em repouso por 10 min a temperatura
ambiente, e agitada em shaker a 150 rpm por 30 min. A suspensao foi centrifugada a 4500 x g
por 10 min e o sobrenadante utilizado para determinacao de fumonisinas.

Os extratos brutos (1 mL) obtidos do material de cultura e do meio liquido
foram submetidos a pré-limpeza empregando-se colunas de troca anionica Sep-Pak accell plus
QMA (Waters Co., Ltda). Para a extragdo de fumonisinas do meio de cultivo liquido 1 mL do
extrato livre de células foi misturado a 1 mL de metanol : 4gua (3:1, v/v) , sendo a mistura
agitada em vortex por 1 min.Uma aliquota de 1 mL da mistura foi aplicada em coluna de pré-
limpeza (Sep Pak acell plus QMA) previamente acondicionada com 5 mL de metanol,
seguido por 5 mL de metanol/dgua (3:1, v/v) e lavada com 6 mL de metanol/dgua (3:1, v/v), 3
mL de metanol e eluigdo final com 10 mL de metanol/ 4cido acético (0,5%). O eluato foi seco
sob gas N; a 45°C e o residuo dissolvido em metanol/agua (3:1, v/v, 800 pL). Apds
derivatizagdo com 200 pL de orto-ftaldialdeido (OPA), as inje¢des das amostras foram
realizadas dentro de 1 min em cromatografia liquida de alta eficiéncia-CLAE utilizando
detector de fluorescéncia (Shimadzu RF-10A XL), sistema isocratico de fase reversa e coluna
C18 Nucleosil 100-5 (4,6 x 250 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co.). Os comprimentos de
onda de excitagdo e emissao foram de 335 nm e 450 nm, respectivamente. A fase movel

consistiu de NaH,PO4 0,1 mol/L (80:20, v/v) ajustado para pH 3,3 com 4cido orto-fosforico.
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O fluxo foi de 1 mL/min e temperatura de forno constante a 25°C. Os limites de deteccdo

foram de 27,5 ng/g para FB; e de 35,3 ng/g para FB,, respectivamente.

4.2.8 Anélise Estatistica

Diferengas na producao de fumonisinas pelas cepas de F. verticillioides e as
doses efetivas que causaram 50% de inibi¢do (EDsp) foram analisadas estatisticamente
utilizando ANOVA seguida do teste de comparacdo multipla de Tukey (p <0,05). A
correlacdo entre a producdo de fumonisinas e o EDs, foi analisada pelo teste de correlacdo de
Pearson (p <0,05). A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa pelo 'Statistica'
software versdo 6.0 (Stat Soft, Inc.).

Parte dos resultados deste trabalho estd apresentada em forma de artigo
cientifico sob o titulo “Fusarium verticillioides: Evaluation of fumonisin production and
effect of fungicides on in vitro inhibition of mycelial growth”, redigido de acordo com as
normas do periédico Mycopathologia.

Parte dos resultados ndo foi incluida no artigo e sera discutida adiante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Fusarium verticillioides: Evaluation of fumonisin production and effect of fungicides on in vitro inhibition of
mycelial growth

Abstract

Fusarium verticillioides is a prevalent fungus in corn and the main fumonisin producer, a group of mycotoxins
that causes serious economic losses, in addition to the human and animal health hazard. The aims of this study
were to evaluate the fumonisin production of 16 F. verticillioides strains, the effect of quintozene and Maxim-
XL (fludioxonyl + metalaxyl-M) fungicides on in vitro mycelial growth, as well as the effect of fludioxonyl +
metalaxyl-M on mycelial morphology and fumonisin production in defined liquid culture medium. All F.
verticillioides strains produced FB; and FB, with levels ranging from 2.41 to 3996.36 pg/g and from 1.18 to
1209.91 pg/g, respectively. Total fumonisin (FB; + FB,) levels ranged from 3.59 to 5119.26 pg/g. F.
verticillioides strain 103F produced the highest total fumonisin level (5119.26 +400.25 pg/g), but this level was
not statistically different from those produced by 119B, 97K and 119BR strains when compared by Tukey test
(p < 0.05). F. verticillioides strains were inoculated in potato dextrose agar added with quintozene (75, 375,
1875, 9375 pg/ml) and fludioxonil+metalaxyl-M (1.5 + 0.6, 7.5 + 3, 37.5 + 15, 187.5 + 75 pg/ml) in order to
evaluate the effect of these fungicides on in vitro mycelial growth. F. verticillioides strains showed a large
variability concerning EDs, values, i.e., the fungicide dose that inhibits 50% of mycelial growth; for quintozene,
119B and 97K strains showed the highest (1679.3 pg/ml) and the lowest (183.2 pg/ml) EDs, values, whereas for
fludioxonil + metalaxyl-M, 113B and 103F strains showed the highest (38.4 + 15.4 pg/ml) and the lowest (1.4 +
0.7 pg/ml) EDs, values, respectively. Quintozene was ineffective in inhibiting in vitro growth of all the 16 F.
verticillioides strains, taking into account that their EDs values were > 50 pg/ml. On the other hand, fludioxonil
+ metalaxyl-M was effective in inhibiting in vitro growth of 113F, 164G and 103G F. verticillioides strains, but
moderately effective for other 13 strains. Addition of fludioxonil + metalaxyl-M at recommended commercial
concentration (25 + 10 mg/ml active ingredient) into the defined liquid culture medium inoculated with F.
verticillioides 103F and incubated for 14 days at 25 °C caused pronounced morphological alterations to the
hyphae, i.e., malformation, swelling, wrinkling, formation of spherical structures. In addition, fungicide addition
into the culture medium increased mean FB, levels (2.57 pg/ml) compared to the control (mean 0.72 pg/ml).
These results indicated the importance of focusing the effect of fungicides on mycotoxin production in addition
to the phytopathogen control.

Keywords: Fludioxonil+metalaxyl-M. Quintozene. EDs,. Fumonisin B; Mycotoxin production.
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Introduction

Corn (Zea mays L.) is one of the major cereal crops in Brazil and the annual production of
50.3 million (metric) tons ranks the country as the third largest corn producer in the world. The State of Parana is
the main corn producer accounting for 30% of the Brazilian production [4].

Due to its nutritional quality it is susceptible to mould contamination, mainly Fusarium
verticillioides, primary corn phytopatogen and producer of fumonisins, toxic secondary metabolites [3, 21].
Fumonisins induce several diseases in animals, most importantly leukoencephalomalacia in horses [15],
pulmonary oedema in pigs [11] and hepatocarcinoma in rats [10]. They have also been associated with high
incidences of human oesophageal cancer in Southern Africa [27] and China [34]. The International Agency for
Research on Cancer [13] classified FB; as a Group 2B carcinogen (possible human carcinogen).

In addition to the health hazard caused by fumonisins, the natural occurrence of F.
verticillioides causes stalk, root and ear rot, resulting in serious economic losses in corn crop [22]. A significant
effort has been made on the development and use of fungicides for Fusarium sp. control in order to prevent
infection and maximize yield [20,29] but there are few reports on F. verticillioides [9, 26, 17, 25, 23]. [9]
evaluated 8 fungicides (tolylfluanid M, pencycuron + tolylfluanid M, pencycuron, captan, thiram, thiabendazole,
iprodione + thiram, carboxin + thiram) and showed that thiabendazole was the most effective in F. verticillioides
control.[17] Luz (2003) reported a reduction in corn seed infection by F. verticillioides from 24 % (control) to
7 % using fludioxonil (2.5 % i.a.) + metalaxyl-M (1.0 % i.a.).

The overall evidence concerning the fungicide effectiveness is contradictory in laboratory
experiments with pure fungal cultures and field trials [5]. Moreover, sub-lethal doses of some fungicides may
lead to an increase in mycotoxin production by Fusarium species [18, 6]. Increased trichothecene production
has been reported in several in vitro studies with some compounds inhibiting the growth of Fusarium species [19,
5, 12]. Therefore, when fungicides are used to control fungal diseases, the implications for mycotoxin production
should be considered.

Taking into account that fungicide efficacy is an important commercial issue, the aim of this
study was to evaluate the fumonisin production, sensitivity of F. verticillioides strains to two fungicides

(quintozene and fludioxonil + metalaxyl-M) as well as the possible relationship between these parameters.

Material and Methods

Fusarium verticillioides Strains

F. verticillioides strains (97], 97K, 97L, 103BR, 103G, 103F, 103H, 104Ga, 113B, 113F,

118F, 119B, 119BR, 119Fa, 162A, 164G) isolated from corn feed samples were morphologically identified at

Science University of Tokyo, Japan.
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Fungicides

The following two fungicides were evaluated, (i): Quintozene (Laboratérios Pfizer Ltda. —
Divisdo Agricola, Guarulhos, SP, Brazil) and fludioxonil and metalaxyl-M (Syngenta- Brazil). The fungicides
tested were chosen from the commercial products used by cereal growers in Brazil for Fusarium sp. control and

authorized by the Brazilian Ministry of Agriculture.

“In vitro” inhibition assay

The assay was carried out according to [31] with modification. Four dilutions of each
fungicide in sterile distilled water (2.5 ml) were poured onto Petri dishes (9 cm diameter) with 22.5 ml of Potato
Dextrose Agar at 50 °C. The plates were stirred until the solution was homogeneous, and then incubated at 37°C
for 24 h. Control plates consisted of PDA with 2.5 ml sterile distilled water. The final fungicide concentrations
(active ingredient; a.i.) were 75, 375, 1875 and 9375 pg/ml for quintozene and 1.5 + 0.6, 7.5 + 3, 37.5 + 15,
187.5 + 75 ug/ml for fludioxonil + metalaxyl-M. F. verticillioides strains were grown on PDA at 25°C for 7 days
and then used in inhibition assays. Colonies were sampled with a calibrated loop (1pl) and transferred to a single
point on the test medium. After 7 days growth at 25°C, the diameter of each colony was measured. The
percentage inhibition was calculated in relation to the diameter of control colonies grown on PDA without
fungicide. The experiment was repeated two times in triplicate for each fungicide. The fungicide dose that
inhibits 50% of growth (EDs,), was calculated using a quadratic equation that was fit to the dose response curve
(Ln of concentration x % of inhibition). Strains with an EDsy of 50 pg/mL or greater were considered insensitive
to the fungicide, those with an EDs, between 1 and 10 pg/mL as moderately sensitive, and those with an EDsy of
less than 1 pg/mL as highly sensitive [7].

Fumonisin production evaluation in ground corn

All strains were grown on potato dextrose agar (PDA) slants at 25°C for 7 days. Each F.
verticillioides strain (10° conidia/mL) was inoculated onto a Petri dish (90 x 20 mm) containing 10 g of ground
corn moistened with 10 mL distilled water, and autoclaved 2 times for 30 min. The cultures were incubated at

25°C for 14 days and evaluated for fumonisin production.

Effect of fungicide on fumonisin production by F. verticillioides in defined liquid culture medium

A defined liquid culture medium [14] was used for evaluation of fludioxonyl + metalaxil-M
effect on fumonisin production by F. verticillioides 103F strain. Liquid culture medium composition was: 0.5 g/l
malt extract, 1 g/l mycological peptone, 1g/l KH,PO4, 0.3 g/l MgS0,.7H,0, 0.3 g/l KCI, 1 ml CuSO,;H,O
solution (0.005 g/1), 1 ml ZnSO,.7 H,O solution (0.01 g/1) and 20 g/l fructose. Culture medium was autoclaved
at 120°C for 20 minutes, except fructose, which was autoclaved separately and further added aseptically to the
culture medium. An aliquot of conidia suspension (10° conidia/ml) from F. verticillioides 103F strain previously

grown on PDA for 7 days at 25°C was inoculated in Erlenmeyer flasks added with 50 ml of defined liquid



43

culture medium. The fungicide fludioxonyl + metalaxil-M was added into the culture medium after 24h at
manufacturer’s recommended dose, i.e., 75 pl fungicide (25 mg/ml fludioxonyl + 10 mg/mL metalaxil-M) in 50
ml liquid culture medium. The control cultures (without fungicide) were added by 75 ul sterile distilled water 24

h after F. verticillioides inoculation. All cultures were incubated at 28°C, 180 rpm, for 14 days.

Scanning Electron Microscope

Samples of F. verticillioides were disposed over glass cover slides previously coated with
poly-lysine. Glass cover slides were then fixed in a solution containing 2.5% glutaraldehyde and 0.1M sodium
phosphate buffer (pH 7.2) for a period of 12 h at 4°C. Cover slides were then washed with sodium phosphate
buffer (0.1M, pH 7.2) and subsequently postfixed with 1% osmium tetroxide in sodium phosphate buffer for 1h.
The samples were dehydrated in a graded ethanol series (70, 80, 90 and 100%), critical point dried in CO,
(BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer). After drying the cover slides were taped onto stubs using carbon
adhesive tape and coated with gold (BALTEC SDC 050 Sputter Coater). Finally, samples were viewed in a FEI

Quanta 200 Scanning Electron Microscope.

Fumonisin analysis

Fumonisins were determined by high-performance liquid chromatography (HPLC)
according to [30] with some modification [33]. Culture samples were extracted with 60 mL methanol-water (3:1,
v/v). After standing for 10 min at room temperature, the suspension was shaken (150 rpm, 30 min) and
centrifuged (4500 x g, 10 min).

One milliliter of the supernatant was applied onto a preconditioned Sep Pak accell plus
QMA (quaternary methylammonium) cartridge (Waters Co., Ltd.). After washing the cartridge with methanol-
water (3:1, 6 mL) followed by methanol (3 mL), the fumonisins were eluted with 10 mL methanol containing
0.5% acetic acid. The eluate was evaporated to dryness under a stream of nitrogen at 45°C, and the residue was
dissolved in methanol-water (3:1, 800 puL). After derivatization with 200 pl o-phthaldialdehyde (OPA) reagent,
HPLC injections were made within 1 min. Fumonisins were analyzed 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 nm and 450 nm, respectively.
The eluent was CH;0H: 0.1 M NaH,PO, (80:20, v/v) adjusted to pH 3.3 with ortho-phosphoric acid at flow rate
of 1 mL/min. The detection limits for FB; and FB, were 27.5 ng/g and 35.3 ng/g, respectively.

Statistical analysis

Differences in fumonisin production among the F. verticillioides strains and the fungicide
dose that inhibits 50% of growth (EDs,) were analyzed by one-way ANOVA followed by the Tukey multiple
comparison test (p<0.05). The correlation between the fumonisin production and EDs, was analysed by the
Pearson correlation test (p < 0.05). Statistical analysis was performed by the Statistica’ software version 6.0

(Stat Soft, Inc.).
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Results and Discussion

Fumonisin production in corn culture of 16 F. verticillioides strains tested is shown in Table
1. All strains produced FB; and FB, with levels ranging from 2.41 to 3996.36 pg/g and from 1.18 to 1209.91
ng/g, respectively (Table 1). The FB, levels were lower than those detected by [1], but higher than those
reported [2]. [1] analyzed 34 F. verticillioides isolates from different feedstuffs and 33 of these isolates
produced FB; and FB, at levels ranging from 5.6 to 25,846.4 ng/g and from 3.4 to 7507.5 pg/g, respectively. [2]
detected FB, and/or FB, production ranging from 20 to 2168 pg/g and from 10 to 380 pg/g, respectively, in rice
cultures of 40 F. verticillioides strains isolated from corn. Total fumonisin (FB; + FB,) levels ranged from 3.59
to 5119.26 pg/g (Table 1). F. verticillioides strain 103F produced the highest total fumonisin level (5119.26 +
400.25 pg/g), but this level was not statistically different from those produced by 119B, 97K and 119BR strains
when compared by the Tukey test (p < 0.05, Table 1).

The fungicide dose that inhibits 50% of mycelial growth (EDsy) for 16 F. verticillioides
strains is shown in Table 2. F. verticillioides strains showed a large variability concerning EDs, values; for
quintozene, 119B and 97K strains showed the highest (1679.3 pg/ml) and the lowest (183.2 pg/ml) EDs, values,
whereas for fludioxonil + metalaxyl-M, 113B and 103F strains showed the highest (38.4 + 15.4 pg/ml) and the
lowest (1.4 + 0.7 pg/ml) EDs, values, respectively. Quintozene was largely ineffective in inhibiting in vitro
growth of all the 16 F. verticillioides strains, taking into account that their EDs, values were > 50 pg/ml. These
results are in accordance with the data reported by [26], who showed inefficacy of quintozene (187.5 g a.i./100
kg corn seed) for F. verticillioides control in corn seed. On the other hand, fludioxonil + metalaxyl-M was
effective in inhibiting in vitro growth of 113F, 164G and 103G F. verticillioides strains, but moderately effective
for other 13 strains. Pearson correlation test was carried out in order to evaluate the possible relashionship
between the fumonisin production of F. verticillioides strains and the EDs, values for quintozene and fludioxonil
+ metalaxyl-M. There was no significant correlation (p < 0.05) between fumonisin production and EDs, for any
fungicide evaluated. The efficacy differences of the same fungicide in inhibiting the mycelial growth of F.
verticillioides strains can be related to their genetic variability and thus to the higher or lower sensitivity of the
strains. In similar studies, the fungicide efficacy also varied in relation to the different strains of the same
pathogen [16,24,28]. [24] demonstrated differences in quintozene, procymidone, thiram and iprodione efficacy
on mycelial growth inhibition of four Phomopsis phaseoli f. sp. meridionalis and Phomopsis sojae isolates. [16]
detected differences in efficacy of benomyl, thiophanate-methyl, vinclozolin and iprodione on in vitro mycelial
growth inhibition of 45 Botrytis cinerea isolates.

Differences in fungicide efficacy are related to their mechanism of action. Quintozene acts
as a competitive inhibitor for inositol, a required growth substance for many fungi. Fludioxonil acts on histidine
kinases called MAP kinases (Mitogen Activated Protein), which are involved in the transduction of a variety of
extracellular signals and the regulation of different developmental processes such as gene expression, mitosis,
cell differentiation, virulence, conidiation, survival, invasive hyphal growth and stress response [35,36].
Metalaxyl-M inhibits mycelial growth and conidia formation and acts by RNA inhibition [32].

Taking into account that fludioxonyl + metalaxil-M was moderately effective and effective

on in vitro mycelial growth inhibition, the effect of this fungicide on mycelial morphology and fumonisin
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production by F. verticillioides 103F strain was evaluated. After treatment with fungicide for 14 days the hyphae
showed pronounced morphological alterations (Figure 1), i.e., malformation, swelling, wrinkling, formation of
spherical structures, probably due to the action of fungicide in the cell membrane and cellular osmotic
equilibrium. Fumonisin B; (FB,) levels detected in culture medium added with fludioxonil + metalaxyl-M and
control (without fungicide) are shown in Figure 1. Fungicide added to the culture medium at recommended
commercial concentration (25 + 10 mg/ml active ingredient) increased mean FB, levels (2.57 pg/ml) compared
to the control (mean 0.72 pg/ml). Therefore, fungicide addition into the culture medium increased FB,;
production by 3.5-fold. Several researchers have reported an increase in mycotoxin production by Fusarium sp.
in the presence of some fungicides [19,5,12]. [19] reported that tridemorph at 30-50 pg/ml inhibited F.
sporotrichioides growth by 50% but stimulated T-2 toxin production by five fold. Mycotoxin production may be
stimulated by fungicide due to a direct stress effect on mycotoxigenic species increasing the activity of enzymes
involved in toxin biosynthesis [8].

In summary, fludioxonil + metalaxyl-M was effective and moderately effective in inhibiting
in vitro growth of F. verticillioides strains, but at manufacturer’s recommended dose there was an increase in
mean FB, production compared to the control treatment. Although only one F. verticillioides strain had been
evaluated for the effect of fludioxonil + metalaxyl-M on FB, production, these results indicated the importance

of focusing the effect of fungicides on mycotoxin production in addition to the phytopathogen control.
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Table 1 — Fumonisin production of Fusarium verticillioides strains in corn culture material.

F. verticillioides FB, FB, FB, + FB,*
strains (ng/g) (ng/e) (ng/g)
103 F 3996.36 1122.90 5119.26" + 400.25
119B 3832.59 1209.91 5042.50* +81.32
97K 3098.88 952.80 4051.68"+ 433.43
119 BR 3256.08 792.18 4048.26™+ 164.36
119 Fa 2813.55 866.95 3680.50°+ 631.45
97 L 2146.00 1084.00 3230.00°+ 786.30
104 Ga 2390.22 754.02 3144.24°+244.72
162 A 1162.08 640.98 1803.06°+ 366.31
118 F 1219.70 506.40 1726.10° + 68.57
971] 1230.99 397.16 1628.15° + 348.67
103 H 1025.72 585.78 1611.50°+ 17.68
103 BR 1296.96 181.42 1478.38% + 61.99
113 F 513.09 211.14 724.23%¢+ 48.75
103 G 168.60 56.14 224.74%+ 39.67
113 B 109.39 106.21 215.60°+ 4.02
164 G 2.41 1.18 3.59°+0.47

All results are averages of replicate cultures and duplicate analysis
*Means followed by same letter indicate no significant difference by the Tukey test (p < 0.05)
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Table 2 — Fungicide dose that inhibits 50% of mycelial growth (EDsg) of Fusarium verticillioides strains in
Potato Dextrose Agar at 25°C for 7 days

Maxim-XL
F. verticillioides
Quintozene Fludioxonil Metalaxyl-M
strains +
EDs (ng/mL) EDs (ng/mL) EDs (ug/mL)

113B 28151 38.4° 154°
103 F 468.2 & 14° 0.7°
103 H 473.8 e 34.6% 13.8%
162 A 1399.6 * 16.8 %* 6.7 °*
103 Br 842.2° 15.1 %f 6.0 %

97L 1191.2° 29.1°% 11.6 **
104 Ga 644.2 °* 24.0 "4 9.6

97K 183.2¢ 19.8 < 6.5 %
119 BR 460.4 & 31.6% 12.6 ™
119B 1679.3 ° 14.9%f 5.9 df
119 Fa 668.4 °* 12.8< 5.19%f

971 699.1 < 14.7 %f 5.9
118 F 390.1 © 9.1" 3.6°

113F 641.6 °* 26.0 10.4 %<
164 G 551.6 4 99f 3.9¢
103G 218.6¢ 16.7 % 6.7 %%

*Means followed by same letter indicate no significant difference by the Tukey test (p < 0.05)
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Figure 1 — Fumonisin B, production by Fusarium verticillioides 103 F strain in defined liquid culture medium
with and without fludioxonil + metalaxyl-M grown at 28 °C for 14 days

*Control = without fungicide

** Treatment = addition of fungicide at manufacturer’s recommended dose

***Mean of two replicates and duplicate analysis

Figure 2 — Scanning electron micrographs of the hyphae from Fusarium verticillioides 103F strain grown in
liquid culture medium at 28 °C, 180 rpm, for 14 days. (A) Hyphae from the untreated control (2500
x) 20 pm. (B) Hyphae from the treatment with fludioxonyl + metalaxil-M (2500 x) 20 um; (—:
morphological alterations: swelling, wrinkling, due to the action of fungicide.
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5.1 Avaliagao de Adsorventes Inorganico e Organico na Remocao de Fumonisina B; em

Milho Triturado Contaminado

A capacidade de remogdao de fumonisina FB; utilizando adsorventes
inorgdnico e organico na concentracdo de 0,5% (m/v) foi avaliada em cinco concentragdes
diferentes (5, 10, 20, 81, 94, 1529,23 ng/g) da toxina em 30 e 90 min de reacao.

Na figura 10 estdo apresentados os resultados da adsor¢do de FB; a partir de
milho triturado contaminado empregando B-glucana, HSCAS, 50% B-glucana + 50% HSCAS
e glucomanano modificado na concentragdo de 0,5% (m/v) com tempo de reagdo de 30
minutos. O milho triturado contaminado (controle) apresentou 81,94 pg/g de FB;. A f-
glucana adsorveu 49,14% de FB,, enquanto que 50% P glucana + 50% HSCAS e HSCAS
adsorveram 29,15% e 18,67% de FB,, respectivamente. O glucomanano modificado (produto
comercial) ndo adsorveu FB; Nas figuras 11 e 12 estdo apresentados os resultados da
adsorcdo a partir de milho triturado contaminado contendo 1.529,23 pg/g de FB; empregando
os adsorventes a 0,5% (m/v) em dois tempos de reacdo, 30 e 90 min. Quando o adsorvente foi
deixado em contato com o milho triturado contaminado por 30 min, o HSCAS removeu
45,0% de FB,, seguido de glucomanano modificado (42,1%), B-glucana (33,2%) e 50% pB-
glucana + 50% HSCAS (22,3%). No entanto, para o tempo de reagdo de 90 min, os niveis de
adsor¢do para FB; foram de 51,7% (75% pB-glucana + 25% HSCAS), 36,6% (pB-glucana),
19,79% (50% B-glucana + 50% HSCAS), 33,01 (HSCAS) e 24,8% (glucomanano
modificado).

Portanto, em milho triturado contaminado contendo 81,94 pg/g de FB, a B-
glucana apresentou maior capacidade de adsor¢do, enquanto que em 1.529,23 pg/g de FB; o
HSCAS e a mistura (75% p-glucana + 25% HSCAS) apresentaram melhores resultados
dependendo do tempo de reagdo. Por outro lado, a adi¢ao dos adsorventes a concentracdes
mais baixas de FB; (5, 10 e 20 pg/g) ndo reduziram os niveis de FB;.

Aly et al. (2004) demonstraram que HSCAS utilizado em diferentes
concentragdes (0,5%, 1%, 2% e 4%, m/v) em extrato de malte artificialmente contaminado
com 5, 10, 50 ug/mL de FB; em solugdo aquosa resultaram na adsorcao de 85,1% a 92,4%.
Entretanto em niveis de 0,5% (m/v) de HSCAS com 50, 100 e 200 ng/kg de FBy, a adsor¢ao
variou de 85,25% a 91,97% .

Vérios outros estudos indicaram que os aluminosilicatos de calcio e sédio

hidratado (HSCAS) conhecidos como bentonita, zeolita, filosilicatos ¢ montmorilonita
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possuem superficies moleculares que atraem e imobilizam as micotoxinas por meio de cargas
elétricas, sendo que a adsor¢dao dependerd de fatores como forma, tamanho das particulas,
diametro do poro, pH, carga elétrica da toxina e estruturas dos adsorventes (DAVIDSON et
al., 1987; RAMOS; HERNANDEZ, 1997; KUBENA; HARVEY; BAILEY, 1998).

As P-glucanas sdo polissacarideos altamente organizados que compdem
estruturalmente a parede celular de leveduras, fungos e alguns cereais. A alta adsor¢ao por [3-
glucanas esté relacionado as paredes celulares que contém polissacarideos (glucana, manana),
proteinas, e lipidios que exibem numerosos centros de adsor¢do e que incluem diferentes
mecanismos de adsor¢do (VOLKL; KARLOVSKY, 1999).

De acordo com Yiannikouris et al. (2006) as B-D-glucanas isoladas de
Saccharomyces cerevisiae sdo utilizadas como adsorventes de micotoxinas reduzindo sua
biodisponibilidade no trato digestivo protegendo os animais de efeitos adversos. Em avaliacao
in vitro as PB-D-glucanas testadas em diferentes pH (3, 6 ¢ 8) demonstraram que as taxas de
ligacdo a aflatoxina B, desoxinivalenol e ocratoxina A aumentaram sob condig¢des acidas e
neutras.

Em estudos in vitro o produto comercial Mycosorb® a nivel de 0,1% (m/v)
com adi¢do de 2 pg/mL das toxinas.adsorveu 18% de desoxinivalenol e 6% de nivalenol em
pH 3, enquanto que em pH 8, 3% de desoxinivalenol e 10% de nivalenol, respectivamente .
Entretanto com 10 pg/mL das toxinas adsorveu 0% de desoxinivalenol e 1% de nivalenol em
pH 3 e 9% de desoxinivalenol e 7% de nivalenol em pH 8, respectivamente
(AVANTAGGIATO; HAVENAARB; VISCONTIA , 2004).

Murthy e Devegowda (2009) demonstraram que o glucomanano modificado
(Mycosorb®) foi capaz de adsorver aflatoxina B, zearalenona e fumonisinas em niveis de
92%, 75% e 59%, respectivamente.

A capacidade dos adsorventes colestiramina (CH), celite, bentonita e carbono
ativado foram avaliados in vitro a 1 mg/ml em solu¢des aquosas com concentragdes (3,25 a
260 pg/mL) de FB; para adsor¢do da fumonisina. A colestiramina e o carbono ativado
demonstraram melhor capacidade de adsor¢do variando de 85% e 62% respectivamente, em
solugdo contendo 200 pg/ml de FB,. No entanto, na solu¢do com 13 pg/ml de FB; a bentonita
adsorveu 12%, enquanto que na menor concentracdo de FB, testada (3,2 pg/ml) a celite ndo
adsorveu nada.

Nas amostras de farinha de milho a colestiramina foi testada nas
concentragdes (10 e 100 mg/g) com diferentes niveis de fumonisinas (3ug/g e 162 pg/g). Os
resultados obtidos variaram de 16 a 95% para FB; (SOLFRIZZO et al., 2000).
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Os resultados do presente estudo demonstraram maior capacidade de
adsor¢ao de HSCAS, B-glucana, glucomanano modificado a partir de milho triturado
contaminado contendo altas concentracdes de FB; que em concentracdes mais baixas da
toxina. Os testes in vitro constituem um passo fundamental no desenvolvimento e controle de
qualidade de adsorventes. Para estudos in vivo ainda faltam bioensaios sensiveis e especificos
para a maioria das micotoxinas conhecidas (AVANTAGGIATO et al., 2003).

Virios estudos demonstraram diferentes graus de eficicia de adsorventes
organicos e inorganicos na detoxificacdio de racdes contaminadas com micotoxinas, no

entanto, mais estudos sdo requeridos para otimizar as condigdes para adsor¢ao de fumonisinas.

% adsorggo

A B C D

Tipo de adsorvente
Figura 10 — Adsor¢ao (%) a partir do milho triturado contaminado contendo 81,94 ng/g de
FB; empregando adsorventes na concentracao de 0,5% (m/v) com tempo de

reacdo de 30 minutos. (A) B-glucana, (B) (B-glucana) 50% + 50% (HSCAS), (C)
HSCAS e (D) Glucomanano modificado.
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Figura 11 — Adsorcao (%) a partir de milho triturado contaminado contendo 1.529,23 pg/g de
FB, empregando os adsorventes a 0,5% (m/v) em 30 minutos de reagdo. (A) B-

glucana, (B) (B-glucana) 50% + 50% (HSCAS), (C) HSCAS e (D) Glucomanano

modificado.

% adsorgdo
8

Tipo de adsorvente

Figura 12 — Adsorcao (%) a partir de milho triturado contaminado contendo 1.529,23 pg/g de
FB; empregando os adsorventes a 0,5% (m/v) em 90 minutos de reagdo. (A) p-
glucana, (B) (B-glucana) 75% + 25% (HSCAS), (C) (B-glucana) 50% + 50%
(HSCAS), (D) HSCAS e (E) Glucomanano modificado.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As cepas de Fusarium verticillioides apresentaram uma grande variabilidade
dos valores de EDsy. O fungicida quintozeno foi ineficaz, enquanto que o fludioxonil +
metalaxil-M foram eficazes e moderadamente eficazes na inibicao do crescimento micelial in
vitro das cepas de F. verticillioides. No entanto, o fludioxonil + metalaxil-M empregado na
dose recomendada na agricultura causou um aumento na produ¢do média de fumonisinas em
meio de cultivo liquido definido. Desta forma, além do controle do fitopatdégeno, ¢ relevante
considerar o efeito dos fungicidas na producao de micotoxinas.

Os adsorventes HSCAS, B-glucana, glucomanano modificado apresentaram
melhor capacidade de adsor¢do de fumonisina FB; a partir de milho triturado contaminado
contendo altas concentragdes de FB,, porém mais estudos sdo requeridos para otimizar as

condicdes de adsorcao.
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abbreviations or unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
Text Formatting
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reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation,
and they should never include the bibliographic details of a reference. They should also not
contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data).
Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.
Always use footnotes instead of endnotes.
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e All tables are to be numbered using Arabic numerals.

e Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

e For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of
the table.

e Identify any previously published material by giving the original source in the
form of a reference at the end of the table caption.
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asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath

the table body.
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produced to the highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work
will directly reflect the quality of the artwork provided.
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Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones,

please use TIFF format.

MS Office files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art
Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering
within the figures are legible at final size.
All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have
a minimum resolution of 1200 dpi.
Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art
Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
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If any magnification is used in the photographs, indicate
this by using scale bars within the figures themselves.
Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art
Definition: a combination of halftone and line art, e.g.,
halftones containing line drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art
Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure

that the main information will still be visible. Many colors are not

distinguishable from one another when converted to black and white.

A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if

the necessary distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering
To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork,
usually about 2—3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g.,
do not use 8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.
Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.
Figure Numbering
All figures are to be numbered using Arabic numerals.
Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, ¢, etc.).
If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text.
Do not number the appendix figures, "Al, A2, A3, etc."

Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material)
should, however, be numbered separately.
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Figure Captions
Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.
Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,
also in bold type.
No punctuation is to be included after the number,
nor is any punctuation to be placed at the end of the caption.
Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.
Identify previously published material by giving the original source
in the form of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size
When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm
wide and not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm
wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere,

you must obtain permission from the copyright owner(s) for both the print

and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic
rights for free and that Springer will not be able to refund any costs

that may have occurred to receive these permissions.

In such cases, material from other sources should be used

Electronic Supplementary Material
Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is
more convenient in electronic form.

Submission
Supply all supplementary material in standard file formats.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require
very long download times and that some users may experience other problems during
downloading.

Audio, Video, and Animations

Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations
Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
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viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets
Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be
submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats
Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook),
and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering
If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables (e.g., ". . . as shown in Animation
3").

Name your files accordingly, e.g., Animation3.mpg.

Captions
For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of
the file.

Processing of supplementary files
Electronic supplementary material will be published as received from the author without
any conversion, editing, or reformatting
After acceptance
Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement
online and indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures in
color.
Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and
you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal
and access to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer
provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice
article receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made
available publicly through Springer’s online platform SpringerLink. We regret that Springer
Open Choice cannot be ordered for published articles.
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Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible
protection and  dissemination of information under  copyright laws.
Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, they agree to the Springer Open Choice Licence.

Offprints
Additional offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations
Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version,
authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness
and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results,
corrected values, title and authorship, are not allowed without the approval of the Editor.
After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which
will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official
first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also
be cited by issue and page numbers.

Languages

Articles and abstracts must be in English or in the journal's official language(s), but the
journal accepts additional abstracts in other languages of the author’s choice (for instance in
the author’s first language, if not English or the journal's official language). Such abstracts are
optional. Authors would need to supply such abstracts themselves, certify that they are a
faithful translation of the official abstract, and they must be supplied in Unicode (see
www.unicode.org for details), especially if they are using non-roman characters.
http://www.unicode.org

Such abstracts in other languages will carry a disclaimer:

"This abstract is provided by the author(s), and is for convenience of the users only. The
author certifies that the translation faithfully represents the official version in the language of
the journal, which is the published Abstract of record and is the only Abstract to be used for
reference and citation."



