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RISSO, Wagner Ezequiel. Influéncia de praticas agricolas na composicao
quimica e qualidade sanitaria - fumonisina em milho. 2013. 159 p. Tese
(Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2013.

RESUMO

Praticas agricolas de manejo e tratos culturais em milho, associadas ao sistema de
plantio e fertilizagao, constitui controle fitossanitario visando melhorar a qualidade de
grao e redugdo da contaminacdo por micotoxinas, além de associar a
sustentabilidade e conservacdo do solo. Visando avaliar o efeito de trés praticas
agricolas em grao de milho produzido perante composicdo quimica e qualidade
sanitaria, com énfase a fumonisinas, procedeu-se: (i) fertilizacdo com cinco doses de
lixiviado de aterro sanitario (composicdo quimica, metais, contagem flngica,
fumonisinas e produtividade); (ii) densidade de plantas sob cinco doses de N em
cobertura (analise fisico-quimica, contagem fungica e fumonisinas); (iii) inoculagao
de sementes com Azospirillum brasilense acoplado ao cultivo sob doses de N em
cobertura nas regiées Norte e Centro-Sul do Estado do Parana (teor de proteinas,
contagem fungica e fumonisinas). Aplicagdo de doses crescentes de lixiviado (0;
32,7; 65,4; 98,1 e 130,8 m® ha') aumentou a produtividade e os teores de proteinas,
cinzas e lipidios nos graos. Maior concentragdo de fumonisina total (FB1 + FB,) foi
detectada no controle sem adubag&o e nos tratamentos com lixiviado, no qual
apresentaram maior frequéncia de amostras contaminadas com niveis superiores ao
limite maximo tolerado pela ANVISA-MS (5,0 ug g'). A fertilizacdo com lixiviado ndo
afetou o teor de calcio, magnésio, sodio, potassio, zinco, cobre, niquel e chumbo do
grao, exceto manganés, cuja concentragdo aumentou com aplicagao de lixiviado. (p
> 0,05). Contudo, observou-se tendéncia de aumento na concentracdo de chumbo
no ano 2009/2010 e s6dio em 2011/2012 com incremento nas doses de lixiviado. O
manejo orientado para densidade de plantas (60, 75, 90 e 105 mil plantas ha™”) e
doses de N em cobertura (0, 60, 120, 180 e 240 kg ha"') ndo afetou contaminagao
fungica em gréos de milho. Fumonisinas foram detectadas em milho com média de
1,50 pg g" (2009/2010) e 1,72 ug g' (2010/2011). A tendéncia no aumento de
contaminagdo por fumonisinas ocorreu incrementando a densidade de plantas,
obtendo-se maior frequéncia de amostras com nivel superior ao limite maximo
permitido. Embora as respostas variassem conforme ano de avaliagdo, teores de
proteinas e cinzas aumentaram incrementando doses de N e diminuiram pelo
aumento na densidade de plantas. O teor de amido em grdo aumentou com
incremento de densidade de plantas e diminuiu pelo incremento na fertilizagcao
nitrogenada. Em experimentos conduzidos nas regides Norte e Centro-Sul do Estado
do Parand, a inoculacdo de sementes com Azospirillum brasilense (com e sem) e
doses de N (0, 30, 60, 90 e 120 kg ha™' na Regido Norte e 0, 50, 100, 150 e 200 kg
ha™' na Centro-Sul) ndo afetou a contaminagéo de milho por fungos (p > 0,05). Nas
duas regides, o teor de proteinas em graos aumentou com incremento nas doses de
N e a inoculacdo com A. brasilense nao produziu efeito significativo para esta
variavel. Na Regido Norte, fumonisinas foram detectadas em 90% das amostras em
2010/2011 (média de 0,62 ug g') e 97,5% em 2011/2012 (média de 4,34 ug g'). Na
Regidao Centro-Sul, fumonisinas foram detectadas em 45% das amostras em
2010/2011 (média de 0,14 ug g') e 100% em 2011/2012 (média de 2,67 pg g'), no
qual amostras oriundas de tratamentos com inoculante apresentaram reducao (43%)



nos niveis de fumonisinas (p < 0,05), em comparagdo aos tratamentos sem
inoculante, indicando fator favoravel perante condugdo sequencial de prética
agricola com inoculante.

Palavras-chave: Milho, fumonisinas, lixiviado de aterro sanitario, densidade de
plantas, Azospirillum brasilense.



RISSO, Wagner Ezequiel. Influence of agricultural practices in chemical
composition and sanitary quality - fumonisin in corn. 2010. 159 p. Thesis (Doctor
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ABSTRACT

Agricultural management practices and cultural treatments of maize associated with
cropping system and fertilization, pest control is to improve the quality of grain and
reduction of mycotoxin contamination, besides involve sustainability and soil
conservation To evaluate the effect of three agricultural practices in corn grain
produced before chemical and sanitary quality, with emphasis on fumonisin,
proceeded: (i) fertilization with five doses of landfill leachate (physico-chemical,
metals, counting fungal, fumonisin and productivity), (ii) plant density under five
levels of N fertilization (chemical analysis, fungal count and fumonisin), (iii) seed
inoculation with Azospirillum brasilense coupled cultivation under different doses of N
was in Northern and Central-Southern regions, Parana State, Brazil (protein content,
fungal count and fumonisin). Application of increasing doses of leachate (0, 32.7,
65.4, 98.1 and 130.8 m® ha'') increased productivity, protein content, lipid and ash in
the grain. Highest concentration of total fumonisin (FBy + FB2) was detected in
control without fertilization and treatments with leachate, which had a higher
frequency of contaminated samples with levels above the maximum tolerated by
ANVISA-MS (5.0 ug g'). The leached fertilization did not affect the calcium,
magnesium, sodium, potassium, zinc, copper, nickel and lead the grain except
manganese, the concentration of which increased with application of leachate. (p >
0.05). However, there was a trend of increase in the concentration of lead in the year
2009/2010 and sodium in 2011/2012 with increased rates of leaching. The
management-oriented plant density (60, 75, 90 and 105 thousand plants ha™) and
doses of N topdressing (0, 60, 120, 180 and 240 kg ha”) did not affect fungal
contamination in corn grain. Fumonisins were detected in maize with an average of
1.50 pug g’ (2009/2010) and 1.72 ug g (2010/2011). The trend in the increase of
fumonisin contamination occurred increasing plant density, resulting in higher
frequency of samples with levels higher than the maximum allowed. Although
responses varied according to year of assessment, protein and ash content
increased by increasing N and decreased by the increase in plant density. The starch
content in grain increased with increasing plant density and decreased by the
increase in nitrogen fertilization. In experiments conducted Northern and Central-
Southern regions, Parana State, Brazil, seed inoculation with Azospirillum brasilense
(with and without) and N rates (0, 30, 60, 90 and 120 kg ha™ in Northern and 0, 50,
100, 150 and 200 kg ha™ in the Central-South) did not affect the fungal contamination
of maize (p >0.05). In both regions, the protein content in grain increased with
increasing doses of N and inoculation with A. brasilense produced no significant
effect for this variable. In Northern, fumonisins were detected in 90% of samples in
2010/2011 (average of 0.62 ug g'') and 97.5% in 2011/2012 (average of 4.34 ug g).
In Central-Southern, fumonisins were detected in 45% of samples in 2010/2011
(average of 0.14 ug g'') and 100% in 2011/2012 (average of 2.67 ug g'), in which
samples from treatments with inoculant had decreased (43%) in fumonisin levels (p <



0.05) compared to treatments without inoculation, indicating favorable factor towards
conducting sequential agricultural practice with inoculant.

Keywords: Corn, fumonisins, landfill leachate, plant density, Azospirillum brasilense.
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1 INTRODUCAO

As préticas agricolas de manejo e tratos culturais de milho, associadas
ao sistema de semeadura e fertilizagdo, constituem estratégias de controle
fitossanitario visando melhorar a qualidade de grdo, redugdo da contaminagao por
micotoxinas, além de associar a sustentabilidade e conservac¢ao do solo e agua.

O milho constitui excelente substrato para fitopatdégenos fungicos,
responsaveis por prejuizos econdémicos e perdas na qualidade sanitaria, fisica e
nutricional desde o periodo de pré-colheita. Enfase tem sido dada a um vasto
numero de espécies do género Fusarium, produtor de metabdlitos secundarios
téxicos, responsaveis por perigo a saude humana e animal.

Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (=Fusarium moniliforme
Sheldon, teleomorfo Giberella moniliforme, sinbnimo G. fujikuroi) € o principal
produtor de fumonisinas em milho, responsaveis pela leucoencefalomalacia em
equinos, edema pulmonar e efeito cardiotéxico em suinos. A Agéncia Internacional
para Pesquisa sobre o Céancer (IARC) em Lyon, Franca, avaliou as toxinas
produzidas por F. verticillioides como cancerigenos do grupo 2B, isto é,
possivelmente cancerigeno para seres humanos.

A elevada ocorréncia de F. verticillioides e fumonisinas em milho
incentiva a procura de alternativas capazes de garantir a produtividade e qualidade
do produto. Hibridos resistentes, época de plantio e colheita, densidade de plantas,
controle de pragas, manejo e fertilidade de solos destacam-se entre fatores que
minimizam o impacto de contaminag¢ao por Fusarium spp. e, consequente producao
de micotoxinas na fase de pré-colheita. Assim, praticas agricolas adequadas,
acopladas ao monitoramento continuo na cadeia produtiva de milho, seriam
alternativas fundamentais para minimizagao do perigo.

A maximizacao de cultivo na agricultura moderna demanda quantidade
excessiva de fertilizante, sendo o milho uma das mais exigentes. A variavel
determinante em relagdo a fertilizacdo do solo para milho é o nitrogénio, devido a
participacdo na sintese de proteinas, enzimas, coenzimas, acidos nucléicos,
citocromos, entre outros. O milho requer adubacdo nitrogenada obrigatéria em
cobertura para complementar a quantidade suprida pelo solo, sendo a dose
adequada fundamental, uma vez que a deficiéncia ou excesso favoreceria a

proliferagédo fungica, desencadeando a producao de micotoxinas.
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A busca crescente pela maior produtividade e qualidade, aliado ao
menor custo, elevam a participacao de fertilizantes nitrogenados em 75% do custo,
representando 40% do valor total da producdo, além de causarem poluicao
ambiental. O aumento no rendimento e qualidade nutricional depende da eficiente
canalizacdo de C e N para o gréo, transformando em componente estrutural e de
reserva.

O uso do lixiviado de aterro sanitario na agricultura surgiu como
alternativa de disposicdo deste residuo devido ao alto teor de N amoniacal e
carbono organico estabilizado. Outrossim, esta forma de disposi¢cao s6 sera viavel se
0s riscos ambientais forem evitados ou minimizados e, se os alimentos produzidos
mantiverem niveis toleraveis de poluentes, principalmente metais pesados, assim
como eventuais efeitos negativos na produtividade e qualidade das culturas
agricolas. Neste contexto, ja € de conhecimento que a disponibilidade de minerais
no solo influi na composicao da planta e, consequente susceptibilidade ao ataque de
patégenos. Além disso, as praticas de manejo agricola exercem impacto direto na
diversidade microbiana, principalmente em relacdo a sanidade do solo e cultura,
influenciando a sustentabilidade.

Entre praticas culturais, a escolha do arranjo de plantas € um dos
principais fatores na definicho no rendimento dos graos de milho, devido a
interceptacdo na radiacdo solar e distribuicdo de sistema radicular no solo. A
combinacdo adequada entre densidade de plantas e hibrido aumenta a
produtividade, pois pequenas alteragbes na populacdo podem afetar
significativamente o rendimento de gréos. Alta populacdo de plantas constitui fator
relevante na ocorréncia de doengas, a exemplo de podriddo do colmo e espiga,
elevando o numero de graos ardidos e consequente produg¢do de micotoxinas.

Uma alternativa promissora para suprir a demanda por nitrogénio e
reducdo de custos seria a fixagdo de N, atmosférico empregando simbiontes na
rizosfera, a exemplo de Azospirillum spp., capaz de colonizar o habitat intra ou extra-
raizes de uma ampla variedade de plantas. Estas bactérias diazotroficas beneficiam-
se de nutrientes secretados pela raiz e, em contrapartida, favorecem a produtividade
e a qualidade de produtos agricolas, reduzindo a necessidade de insumos externos
e os riscos ambientais. A otimizagdo simbionte entre Azospirillum brasilense e milho
poderia incrementar a produtividade e diminuir o custo, além de melhorar a

qualidade nutricional e sanitaria de gréos.
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Considerando o potencial do Estado do Parana entre maiores
produtores nacionais de milho, é fundamental a procura de alternativa capaz de
minimizar a contaminagéo fungica e micotoxinas empregando praticas de manejo e
monitoramento da cadeia produtiva do milho. Ou seja, procedimentos que visem nao
apenas maior produtividade de gréos, mas também melhor qualidade nutricional e
sanitéria, capazes de atender as exigéncias dos mercados interno e externo, no
sentido de reduzir perigo a saude humana e animal.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de trés praticas agricolas associado ao manejo de milho
(fertilizagdo com lixiviado de aterro sanitério, densidade de plantas sob doses de N e
inoculacdo com A. brasilense sob doses de N) em grdo produzido quanto as
alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas e qualidade sanitaria, com énfase na

contaminagéo por metais, Fusarium spp. e fumonisinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

o Avaliar o efeito da fertilizagdo com diferentes doses de lixiviado de aterro
sanitario sobre a composigao fisico-quimica, produtividade, contaminagéo por
metais pesados e qualidade sanitaria de graos de milho;

o Determinar o efeito de diferentes doses de nitrogénio em cobertura e
populacdo de plantas sob espacamento reduzido sobre a contaminacao
fungica, fumonisinas e parametros fisico-quimicos em gréos de milho de
primeira safra;

o Avaliar o efeito da inoculacdo com Azospirillum brasilense em sementes de
milho sob diferentes niveis de adubagao nitrogenada em campo experimental
situados em duas regides distintas quanto a condic¢do climatica e, repercussao
na qualidade de grédo produzido, com énfase no teor de proteina,

contaminacao fungica e de fumonisinas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MILHO

O milho é uma planta anual pertencente a Ordem Gramineae, familia
Poaceae, género Zea e espécie mays, cujo nome cientifico € Zea Mays L.. Originou-
se entre sete e dez mil anos atrds nas Américas, possivelmente na América Central
ou Sudoeste dos Estados Unidos. Logo depois do descobrimento, foi levado para a
Europa e cultivado em jardins até que seu valor alimenticio se tornasse conhecido.
Desde entdo passou a ser plantado em escala comercial e difundiu-se pelo mundo
desde a latitude de 58° norte (Russia) até 40° sul (Argentina) (FANCELLI;
DOURADO NETO, 2000).

A importancia econbmica do milho é caracterizada pelas diversas
formas de utilizagdo, que vao desde a alimentacdo animal até industria de alta
tecnologia, como producdo de filmes e embalagens biodegradaveis. Porém, na
cadeia produtiva de suinos e aves sao consumidos aproximadamente 70% do milho
produzido no mundo e entre 70 e 80% do milho produzido no Brasil (PAES, 2006;
DUARTE et al., 2008).

O cultivo de milho no Brasil se divide em duas épocas. A primeira
consiste na semeadura da safra de verdo (primeira safra), que é feita nos fins de
agosto na Regiao Sul e até os meses de outubro/novembro na Regido Sudeste e
Centro-Oeste, em condi¢gbes de temperatura e precipitagdo adequadas. A segunda
época refere-se a safra de outono/inverno (segunda safra), semeado
extemporaneamente, geralmente de janeiro a margo ou abril, quase sempre depois
da soja precoce, predominantemente na regidao Centro-Oeste e nos estados do
Parana, Sao Paulo e Minas Gerais. Neste periodo, as condi¢cdes climaticas sao
menos favoraveis a cultura do milho e, devido a estas condi¢des, a densidade de
plantio € de 10 a 20% menor em comparacao a primeira safra (EMBRAPA, 2006).

Os maiores produtores mundiais de milho sdo Estados Unidos, China e
Brasil, com respectivamente 314, 192 e 73 milhées de toneladas de milho (USDA,
2013). O Estado do Parana configurou como um dos maiores produtores, com uma
producdo de 17 milhdes de toneladas, segundo o Acompanhamento da Safra
Brasileira: Graos, divulgado pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2012).
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O milho é considerado um alimento energético para a alimentacao
humana e animal, devido a sua composicdo predominantemente de carboidratos
(amido) e lipidios (6leo). Pelo processo de refinamento obtém-se dextrinas, 6leos
para fins alimentares e industriais, além de glicose liquida e sélida.

O Oleo extraido constitui excelente fonte de acidos graxos,
representados pelos acidos linoléico (59,8%), oléico (25,8%), palmitico (11%),
estearico (1,7%) e linolénico (1,1%). Os grdos do milho apresentam proteinas de
baixo valor biolégico devido a deficiéncia de lisina e triptofano, que sdo aminoacidos
essenciais a dieta humana e de animais monogastricos (MORETTO; FETT, 1998;
TOSELLO, 1999).

Segundo Paes (2006), a composicao quimica dos graos de milho é de
72% de carboidratos, sobretudo amido, 9,5% de proteinas, 9% de fibras e 4% de

6leos (Tabela 1).

Tabela 1 - Percentagem do constituinte total indicado nas estruturas fisicas
especificas do grao de milho.

Fracéo % grao Amido Lipidios  Proteinas Minerais  Acgucar

% da parte (base seca)

Endosperma 82 98 15,4 74 17,9 28,9
Gérmen 11 1,3 82,6 22,5 78,4 69,3
Pericarpo 5 0,6 1,3 2,6 2,9 0,8
Ponta 2 0,1 0,7 0,9 0,8 1,0

Fonte: Adaptado a partir de Paes, 2006.

Conhecido botanicamente como uma cariopse, o grdao de milho é formado
por trés principais estruturas fisicas: endosperma, gérmen, pericarpo (casca) (Figura
1), as quais diferem em composi¢cdo quimica e também na organizagao interna do

grao.



16

Figura 1 — Esquema com as principais estruturas fisicas do grao de milho.
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Fonte: ABIMILHO (2006).

A presenca de micro-organismos nos graos de milho, especialmente
fungos toxigénicos, acarreta perdas econémicas e perigo a saude humana e animal,
uma vez que metabdlitos toxicos podem ser produzidos (SWEENEY; DOBSON,
1998). Considerando a ocorréncia de elevados niveis de contamina¢ao de milho por
fungos toxigénicos e micotoxinas, se faz necessario a busca por alternativas que
garantam a produtividade e qualidade do produto. Dentre estas alternativas,
emprego de praticas agricolas adequadas e constante monitoramento da cadeia
produtiva do milho sdo fundamentais quando se busca minimizar o perigo a saude

humana e animal.
3.2 MICOTOXINAS EM MILHO

O crescimento da preocupacdo mundial em relagdo a qualidade dos
alimentos tem aumentado o interesse na contaminacao por fungos e subsequente
producdo de micotoxinas, principalmente no milho, que € um dos mais importantes

alimentos na dieta basica em todo o0 mundo. No Brasil, o milho foi o0 commodity mais
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investigado e fungos toxigénicos foram encontrados com alta frequéncia neste
alimento (FANDOHAN et al., 2005; RODRIGUEZ-ALMAYA; SABINO, 2002).

As micotoxinas pertencem a uma familia grande de compostos, sendo
que muitos destes tem causado grandes implicagcbes como agentes de efeitos
toxicos em humanos e animais. As micotoxinas sdo definidas como metabdlitos
secundarios fangicos de baixo peso molecular, sendo que uma ampla variedade
destes metabolitos pode ser tanto micotdxicos (tdéxico para animais) quanto
fitotdxicos (toxicos para plantas) (CAST, 2003; DESJARDINS; HOHN, 1997).

A producao de uma micotoxina em particular € geralmente limitada a um
namero relativamente pequeno de fungos, que pode ser de espécie ou mesmo
estirpe especifica. Estes abrangem as aflatoxinas (produzidas por Aspergillus flavus
e A. parasiticus), deoxinivalenol e zearalenona (produzidas principalmente por
Fusarium graminearum) e fumonisinas (produzidas sobretudo por Fusarium
verticillioides e F. proliferatum). Micotoxinas que provavelmente sdo de significancia
para o Brasil e outros paises tropicais em desenvolvimento sdo fumonisinas e
aflatoxinas (D’MELLO; MACDONALD, 1997; MUNKVOLD, 2003a; MORENO et al.,
2009). Fusarium é o principal género fungico produtor de micotoxinas encontrado em
milho antes ou imediatamente apds a colheita; espécies de Aspergillus e Penicillium
sdo mais comumente encontradas como contaminantes de milho e seus derivados
durante a secagem e posterior armazenamento (SWEENEY; DOBSON, 1998).

Os graos de milho podem ser danificados por fungos em duas
condigdes especificas, isto €, em pré-colheita (podriddes fungicas de espigas com a
formacdo de gréos ardidos) e em poés-colheita durante o beneficiamento, o
armazenamento e o transporte (graos mofados ou embolorados). Fungos de campo,
que invadem gréaos no estagio de pré-colheita requerem alto teor de umidade (20-
21%) e incluem géneros Alternaria, Cladosporium, Fusarium e Helminthosporium.
Por outro lado, fungos de armazenagem requerem teor de umidade na faixa de 16%
para invasao micelial e compreendem espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium (PINTO, 2005; WATSON; RAMSTAD, 1987).

E importante ressaltar que a presenca do fungo toxigénico ndo implica
necessariamente na producdo de micotoxinas, as quais estdo intimamente
relacionadas a capacidade de biossintese do fungo e condicbes ambientais
predisponentes (PINTO, 2005).
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A busca de meios de prevencao e controle da contaminacao fungica e
producdo de micotoxinas aumentaram notadamente, perfazendo 27% dos artigos
publicados por pesquisadores brasileiros na area de micotoxinas, incluindo
investigacdes sobre fatores influentes, tais como: resisténcia de gendtipos, atividade
de &gua, umidade relativa, temperatura, presenca de metais, tipo de solo e
infestacdo com insetos, além do potencial antagbnico de outros micro-organismos
contra fungos produtores de micotoxinas (RODRIGUES-ALMAYA; SABINO, 2002).

3.3 FUSARIUM VERTICILLIOIDES

O numero de espécies do género Fusarium que existem em solo
agricola é bastante amplo e incluem saprofitas que decompdem residuos de plantas
no solo assim como patdégenos que podem causar apodrecimento, murchamento e
outras doencas em plantas. Varios fungos sdo associados ao milho durante o
periodo de pré- e pés-colheita, sendo que o género Fusarium contém as mais
importantes espécies toxigénicas (CAST, 2003; FANDOHAN et al., 2005).

A espécie produtora de fumonisinas mais comumente associada ao
milho é Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (= Fusarium moniliforme Sheldon,
teleomorfo Giberella moniliforme, sinbnimo Giberella fujikuroi). Este fungo nao é
apenas patégeno mais comum de milho, mas também esta entre os fungos mais
comuns encontrados colonizando a planta de milho de forma assintomatica e, em
muitos casos, sua presenga € ignorada por ndo causar danos visiveis (SEIFERT et
al., 2003; MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). O maior problema deste tipo de
infeccdo é a producdo de micotoxinas, principalmente fumonisinas, contaminando
graos de milho.

Fusarium verticillioides é responsavel por fitopatologias em todos os
estagios de desenvolvimento de milho, podendo causar podriddao de colmo, raiz e
espiga (Figura 2), além de deterioracdo de grdaos armazenados, causando perdas
econdmicas para produtores (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).
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Figura 2 — Fitopatologias do milho causadas por F. verticillioides . (A) podridao de
espiga moderada e (B) podridao de raiz e colmo.
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Fonte: Munkvold e Desjardins (1997).

A faixa de temperatura 6tima para crescimento de F. verticillioides situa-
se entre 22,5 e 27,5 °C e atividade de agua deve ser relativamente alta
(aproximadamente 0,98) e teor de umidade acima de 22%. Espécies do género
Fusarium dominam sobre outros fungos em atividade de agua alta (acima de 0,95);
em atividade de agua abaixo de 0,80 (18% de umidade), espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium se tornam mais competitivos (MARIN et al., 1998;
REYNERI, 2006).

Em condigbes experimentais, um aumento da temperatura e/ou
atividade de agua fez aumentar também a taxa de crescimento de F. verticillioides.
Contudo, toxinas sdo produzidas em temperaturas baixas, isso significa que
Fusarium produz micotoxinas sob efeito de choque térmico, principalmente com
alternancia das temperaturas diurna e noturna (SAMAPUNTO et al., 2005; PINTO,
2005).

As principais fontes de in6culo de F. verticillioides no campo sao
residuos de milho incorporados ou cobrindo o solo, sementes infectadas e o préprio
solo (COTTON; MUNKVOLD, 1998; MILLER, 2001). Assim, a quantidade de in6culo
num campo é muito variavel e, por conseguinte, dificil de quantificar. F. verticillioides
pode invadir o grao de milho por trés vias (Figura 3): (i) sistema de crescimento por
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meio da transmissdo para semente, raizes, folhas ou colmos; (ii) infecgcdo por
macroconidios e microconidios que sdo produzidos sobre residuos de colheita e
espalhados pelo vento e/ou chuva e penddes contaminados que infectam espigas
através dos estigmas ou em ferimentos causados por insetos; e (iii) insetos atuando
como vetores de conidios (MAIORANO et al., 2009).

Figura 3 - Ciclo de vida de Fusarium verticillioides em milho.
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Fonte: Adaptado a partir de Battilani et al. (2003).

3.4 FUMONISINAS

Fumonisinas, um grupo de micotoxinas possivelmente carcinogénicas
foram primeiramente isoladas a partir de culturas de Fusarium moniliforme MRC826
em Tygerberg, Africa do Sul. Micotoxinas sollveis em &gua, fumonisinas sao
produzidas por varias espécies de Fusarium, principalmente F. verticillioides e F.
proliferatum, sendo que a primeira prevalece em culturas de milho e sorgo
(GELDERBLOM et al., 1988; KRSKA; WELZIG; BOUDRA, 2007; WANG et al.,
2008). Ressalta-se que os fungos citados anteriormente ndo sao Unicos produtores

de fumonisinas, pois quinze outras espécies do género Fusarium, além de Alternaria
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alternata, sao também produtores de fumonisinas. Constatou-se que Aspergillus
niger pode produzir fumonisina B2 (FB,), acarretando sérios problemas para
industria biotecnoldgica que utiliza este fungo para producédo de diversas enzimas
(RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002; FRISVAD et al., 2007).

O isolamento e caracterizacdo quimica de micotoxinas e carcind6genos
produzidos por F. verticillioides tornaram-se matéria de suma importancia. Mais de
vinte e oito analogos de fumonisinas foram descobertos e podem, provavelmente,
ser encontrados outros (MARASAS, 2001; RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002;
HUMPF; VOSS, 2004). Os analogos de fumonisinas que foram caracterizados desde
1988, podem ser separados em quatro grupos principais, identificados como
fumonisinas das séries A, B, C e P (Figura 4 e Tabela 2). Dentre todos estes
analogos, alguns das séries A, B e C ja foram encontrados contaminando
naturalmente milho e produtos a base de milho (RHEEDER; MARASAS; VISMER,
2002; SEO; LEE, 1998).

Fumonisinas séao moléculas estruturalmente relacionadas,
caracterizadas por uma cadeia linear de 20 atomos de carbono, com grupos metil
unidos aos carbonos 12, 16 e 20, um grupo hidroxila junto ao carbono 3. Na
molécula encontram-se distribuidos sete radicais, sendo as fumonisinas
classificadas de acordo com os radicais que formam o composto (SEO; LEE, 1998;
RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002).

Figura 4 - (A) Estrutura basica de fumonisina e (B) Acido tricarbalilico (TCA).

R1 R4 OH
(A) 3H¢W“l’/\|’ﬂ“‘l/\/\“)“)\f<‘
CH3 R2 CH3 R3 RS R6
Carbono 1
o OO,
(B) Iy
HO™ ™7 T 0

Fonte: Rheeder, Marasas e Vismer (2002).
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Tabela 2 - Analogos de fumonisinas.

Cadeias laterais (radicais)

Andlogo R Ro R3 R4 R5 R6 R7
FA, TCA TCA OH OH H NHCOCH, Chs
FA2 TCA TCA H OH H NHCOCH, CHs
FAs TCA TCA OH H H NHCOCH, CHs
PHFAs TCA OH OH H H NHCOCH, CHs
PHFAs OH TCA OH H H NHCOCH, CHs
HFAs OH OH OH H H NHCOCHs CHs
FAK; -0 TCA OH OH H NHCOCHs CHs
FBK; - TCA OH OH H NHz CHs
FB TCA TCA OH OH H NH CHs
Iso-FB; TCA TCA OH H OH NHz CHs
PHFB,? TCA OH OH OH H NH; CHs
PHFB,° OH TCA OH OH H NH; CHs
HFB; OH OH OH OH H NHz CHs
FB» TCA TCA H OH H NHz CHs
FBs TCA TCA OH H H NH, CHs
FB. TCA TCA H H H NHz CHs
FBs
FC TCA TCA OH OH H NHz H
N-acetil-FC; TCA TCA OH OH H NHCOCHs H
Iso0-FC; TCA TCA OH H OH NH; H
N-acetil-iso- FC; TCA TCA OH H OH NHCOCH; H
OH-FC; TCA TCA OH OH OH NHz H
N-acetil-OH- FC; TCA TCA OH OH OH NHCOCHs H
FCa TCA TCA OH H H NH, H
FCs TCA TCA H H H NHz H
FP; TCA TCA OH OH H 3HP CHs
FP, TCA TCA H OH H 3HP CHs
FP; TCA TCA OH H H 3HP CHs

* Estrutura quimica exata nao elucidada até o momento.
Fonte: Rheeder, Marasas e Vismer (2002).

O analogo de fumonisina mais abundante encontrado em cereais € a
fumonisina B1 (FB+), sendo um diéster de propano - 1, 2, 3 - tricarbalilico de 2 -
amino - 12, 16 - dimetil - 3, 5, 10, 14, 15 - pentahidréxicosano. A FB1 normalmente
constitui aproximadamente 70% do conteudo de fumonisinas encontradas em
cereais naturalmente contaminados, enquanto fumonisinas B, (FB2) e Bs; (FBj)
constituem de 15 a 25% e 3 a 8% do total produzido, respectivamente. Outros
andlogos podem ocorrer naturalmente, porem em concentra¢gdes menores de 5% do
total (DESJARDINS; PROCTOR, 2007; KRSKA; WELZIG; BOUDRA, 2007;
RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002).

Fumonisinas da série B apresentam 20 atomos de carbono, com um
grupo amino unido ao carbono 2, dois &cidos tricarbalilicos esterificados nos
carbonos 14 e 15 e grupos OH em posi¢cdo e numero variavel, de acordo com o
andlogo (SEO; LEE, 1998). A Figura 5 ilustra a estrutura quimica dos analogos da
serie B.
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Figura 5 — Estrutura quimica das fumonisinas B+, By, B3 e Ba.
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Fonte: Adaptado a partir de Proctor et al. (2006).

A toxicidade do milho contaminado por F. verticillioides tem sido
documentada ha mais de cem anos (DESJARDINS; HOHN, 1997). Fumonisinas sao
consideradas responsaveis por causar diversos surtos de doencas em animais como
leucoencefalomalacia, uma lesdo cerebral que pode ser fatal para equinos em
poucos dias apos consumo de ragado contaminada, com surtos ocorridos no Brasil, e
edema pulmonar em suinos. Experimentalmente, fumonisinas apresentaram efeito
hepatocarcinogénico em roedores e cardiotéxico em suinos (MARASAS et al., 1988;
MALLMANN et al.,, 1999; HARRISON et al., 1990; GELDERBLOM et al., 2004;
SMITH et al., 1996).

O interesse na toxicologia de micotoxinas de Fusarium para animais de
producdo continua, ndo tanto para efeitos agudos, mas a associacao de FB; com
carcinogénese em seres humanos aumentou a preocupagédo sobre a possibilidade
das micotoxinas produzidas por Fusarium possam ser transferidas para leite, ovos e
carne (PLACINTA; D'MELLO; MACDONALD, 1999). Os efeitos das fumonisinas
sobre a saude humana ainda s&o incertos. Alto indice de contaminagédo por
fumonisinas em alimentos, principalmente em milho, tem sido associado ao cancer
esofagico em areas de alto risco, como na Provincia de Linxian, na China e na
regido de Transkei, na Africa do Sul. Do mesmo modo, fumonisinas possivelmente
atuam como promotora de cancer primario no figado na regidao de Haimen, na China
(VOSS; SMITH; HASCHEK, 2007; WANG et al.,, 2008; RHEEDER et al., 1992;
UENO et al., 1997). Estudo realizado no México mostrou que a exposicao de

mulheres gravidas a fumonisinas aumenta o risco de defeito em tubo neural em fetos
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(MISSMER et al., 2006). A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer
(IARC) em Lyon, Franca, avaliou toxinas produzidas por F. verticillioides como
cancerigenos do grupo 2B, isto €, possivelmente cancerigeno para seres humanos
(IARC, 1993).

O mecanismo de agado pelo qual fumonisinas causam efeitos téxicos
ainda nao foi totalmente esclarecido. Atualmente, o modelo mais aceito foi sugerido
por Wang et al. (1991) e tem como base a semelhanga estrutural entre fumonisinas
e esfingolipidios precursores, esfingosina e esfinganina. A similaridade estrutural das
fumonisinas com as bases esfinganina e esfingosina (Figura 6) € critica para sua
capacidade de interromper o metabolismo esfingolipidico (MERRILL JUNIOR et al.,
2001; RILEY et al., 2001). Fumonisinas sao inibidores especificos de esfinganina N-
acetil transferase (ceramida sintetase), uma enzima chave na biossintese de
esfingolipidios. Por apresentar estrutura semelhante a esfinganina e esfingosina,
fumonisinas competem pelo sitio da enzima ceramida sintetase, responsavel por
converter precursores esfingéides em N-acil derivados, posteriormente utilizados
para biossintese de esfingolipidios mais complexos. Como consequéncia, ocorre
aumento na concentragdo desses precursores e diminuicdo da concentracao de
esfingolipidios mais complexos que seriam formados. Uma consequéncia imediata
da inibicao da ceramida sintetase € acumulacdo de enzimas de bases esfing6ides
esfinganina (Sa) e, em menor grau, esfingosina (So) nos tecidos, soro e urina.
(WANG et al., 2008; WANG et al., 1991; RILEY et al., 1993; WANG et al., 1992;
VOSS; SMITH; HASCHEK, 2007).

Esfingolipidios sdo constituintes de membranas celulares e participam
da regulacdo do ciclo e comunicacdo celular, além do controle de proteinas em
membrana, dentre outras fun¢des. Sdo, deste modo, moléculas muito bioativas, e
um blogueio em sua via biossintética pode ocasionar disfuncdo de todo o
metabolismo celular, 0 que explica a toxicidade observada nas células e tecidos
contaminados com fumonisinas (MERRILL JUNIOR, 1991; WANG et al., 1991;
RILEY et al., 1993). Acumulacado de bases esfingdides e aumento da razdo Sa:So
nos tecidos, apds exposicao a fumonisinas, foram revelados com biomarcadores de
exposicao em situacdes experimentais. A utilizacdo de Sa e razdo Sa:So como
biomarcadores de exposicdo em populacdes humanas ainda € limitada e sua
utilidade para estudos epidemiol6gicos nao foi estabelecida (RILEY et al., 1993; VAN
DER WESTHUIZEN et al., 1999).
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Figura 6 — Semelhanca estrutural entre fumonisina B+, esfingosina e esfinganina.
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Fonte: Adaptado a partir de Wang et al. (1992).

Apesar das fumonisinas terem estrutura quimica relativamente simples,
sua acao inibitéria sobre metabolismo de esfingolipidios pode ter efeitos diversos e
complexos em sistemas animais (MERRILL JUNIOR et al., 2001; RILEY et al.,
2001). Tratamentos com fumonisinas induzem apoptose (morte programada da
célula) em diversos tipos de culturas de células humanas e de animais de
experimentagdo. A pesquisa com esfingolipidios e micotoxinas analogas de
esfingolipidios € um campo em rapido desenvolvimento que devem descobrir novas
percepgdes acerca das doengas causadas pelo consumo de fumonisinas (DESAI et
al., 2002; DESJARDINS; HOHN, 1997).

A biossintese de fumonisinas ocorre durante o metabolismo secundario
de fungos produtores desta micotoxina, que se inicia no final da fase exponencial de
crescimento. Fumonisinas sdo sintetizadas pela via das policetidas, que € iniciada
com moléculas de acetil-CoA provenientes do catabolismo de macromoléculas
essenciais. A rota metabdlica da biossintese das fumonisinas ainda nao foi
completamente elucidada. Sabe-se, todavia, que por apresentarem semelhanca a
esfinganina e esfingosina, fumonisinas sdo sintetizadas por uma rota metabdlica
semelhante a destes esfingolipidios (GRIFFIN, 1994; BRANHAM; PLATTNER,
1993).
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A via biossintética das fumonisinas em espécies de Fusarium comeca
com a formacdo de uma policetida dimetilada linear e condensacao da policetida
com alanina por meio de reducéo carbonilica, oxigenagao e esterificagdo com dois
acidos propano - 1, 2, 3 - tricarbalilico (DESJARDINS; PROCTOR, 2007; D’'MELLO;
PLACINTA; MACDONALD, 1999).

A FB1 € um contaminante de milho e de racdo animal em muitos paises
tropicais, incluindo China, Tailandia e Africa do Sul, enquanto que num estudo
realizado na Argentina, FB, foi a forma predominante das micotoxinas em milho.
Muitos estudos para avaliar a ocorréncia natural de Fusarium e fumonisinas em
milho tém sido realizados em vérias partes do mundo, principalmente na Africa do
Sul, Estados Unidos, América do Sul e Europa (D’'MELLO; PLACINTA;
MACDONALD, 1999; FANDOHAN et al., 2005).

Levantamentos realizados no Brasil tem apontado uma frequéncia
elevada de fumonisinas em milho. Ono et al. (2008) detectaram fumonisinas em
100% das amostras de milho recém-colhido (n = 870) na regido norte do Estado do
Parana (safras de 2003 e 2004). Em estudo realizado em Santa Catarina, também
foram encontrados fumonisinas em 100% das amostras analisadas (VAN DER
WESTHUIZEN et al., 2003).

3.5 FATORES QUE INFLUENCIAM NA PRODUGAO DE FUMONISINAS

Fungos produzem grande variedade de metabdlitos secundarios, muitos
dos quais sdo associados com ocorréncia de efeitos adversos em animais e seres
humanos (D’'MELLO et al., 1997). A contaminagdo de gréos é inevitavel, uma vez
que muitas espécies toxigénicas de Fusarium sao também fitopatdbgenos comuns,
produzindo doencas em cereais que sao dificeis de controlar (D’MELLO; PLACINTA;
MACDONALD, 1999). Diversos fatores podem influenciar a produg¢éo de fumonisinas
em milho na fase de pré-colheita, tais como: época de plantio e colheita;
temperatura, umidade, hibridos resistentes, danos causados por insetos, manejo de
culturas, etc.

A época de plantio influencia na contaminagdo posterior com
fumonisinas. Por exemplo, em milho semeado com atraso na Europa foram
encontrados niveis de fumonisinas quatro vezes maior do que em milho plantado na

época recomendada. A época da colheita também é um fator importante na
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producado de micotoxinas. Em hibridos de milho colhido com maturagdo atrasada,
ocorreu um aumento na producdo de fumonisinas e zearalenona, por diferentes
espécies de Fusarium (BLANDINO et al., 2004; REYNERI, 2006).

Fatores climaticos durante o periodo de maturacao do milho determina a
presenca de espécies de fungos nas espigas e, consequentemente, presenca de
micotoxinas nos graos. A influéncia da temperatura na produgdo de fumonisinas &
importante, pois fungos do género Fusarium necessitam de temperaturas em torno
de 25 °C para crescer, mas para biossintese de toxinas € necessario que
temperaturas sejam amenas ou frias, geralmente entre 16 e 18 °C e teor de umidade
mais elevado para se desenvolver (BLANDINO et al., 2008; PINTO, 2005).

As principais fontes de in6culo de Fusarium no campo sao restos de
cultura de milho, como colmos, espigas e sementes de milho contaminadas, restos
de gramineas de inverno (trigo, aveia e cevada) e também o solo. A realizacdo do
plantio do milho sobre a palhada, sem a devida rotacdo de culturas, permite a
sobrevivéncia de agentes causais de doencas e, em fungcédo do tempo, acumulo de
seu in6culo, que pode contribuir para incidéncia de doencas em alta gravidade. A
rotacdo de culturas € uma técnica essencial para o controle de doengas em milho
que sao causadas por agentes que sobrevivem em restos de cultura ou no solo
(PINTO, 2005; PINTO; DE OLIVEIRA; FERNANDES, 2007; REIS et al., 2004).

A umidade de graos de milho também € apontado como fator importante
para controle da contaminagao por fumonisinas. Milho umido (25%) retido por sete
dias apoés a colheita e antes da secagem resultou em aumento de 77% nos niveis de
fumonisinas e grande acumulagdo de zearalenona. A colheita de milho é
frequentemente realizada quando os gréos apresentam em torno de 20% de
umidade e exige secagem para reduzir 0s recursos disponiveis de agua para menos
de 14%, indice seguro para armazenamento. Como se tem encontrado alta
contaminagdo por fumonisinas em milho recém-colhido, a secagem adequada antes
e durante a armazenagem € uma importante medida recomendada aos produtores
para reduzir a contaminacdo com Fusarium spp. € consequente producao de
fumonisinas (BLANDINO et al., 2004; MAGAN; ALDRED, 2007; FANDOHAN et al.,
2005).

A selecao de gendtipos de cereais resistentes a doencgas causadas por

Fusarium é uma opcao que merece atencao com relacdao ao futuro do controle da
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contaminacdo de graos e racdes por micotoxinas (PLACINTA; D'MELLO;
MACDONALD, 1999).

Existe uma forte relacdo entre danos causados por insetos e
contaminacdo da espiga por F. verticillioides com consequente producdo de
micotoxinas. Infeccdo do tecido lesado acontece frequentemente devido a
disseminacdo do inéculo pela chuva e/ou vento, que chega subsequentemente para
o local danificado pelo inseto, porém alguns insetos podem atuar como vetores. Um
estudo de campo realizado na Austria demonstrou que a incidéncia da broca de
milho européia (Ostrinia nubilalis) aumentou a infeccdo por F. verticillioides e
concentracdo de fumonisinas nos graos (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997; LEW;
ADLER; EDINGER, 1991).

Poucos trabalhos apresentaram correlacao entre fertilizacdo organica e
niveis de contaminacao de milho por micotoxinas. Em estudo realizado na Espanha,
foi demonstrado que pequenas diferencas nas concentracées de fumonisinas em
amostras de milho convencional e organico nao foram estatisticamente significativas
(p > 0,05), indicando que sistemas agricolas provavelmente ndo sdo de importancia
decisiva para contaminacao final de produtos agricolas com fumonisinas (ARINO et
al., 2007). No entanto, Cirillo et al. (2003) analisaram produtos a base de milho no
mercado italiano e relataram que a média mais elevada na concentragdo de FB;
(345 ng g') ocorreu em alimentos & base de milho convencional, enquanto que em
alimentos a base de milho organico, encontrou-se média mais elevada de FB;, (210
ng g"). O melhor entendimento das modificagées nos atributos quimicos do solo,
decorrentes da reciclagem de residuos organicos e uso de residuos na fertilizagéo,
pode fornecer subsidios para producao em bases sustentaveis, sem comprometer o
ambiente (SCHERER; BALDISSERA; NESI, 2007).

3.6 LEGISLAGAO SOBRE NiVEIS DE FUMONISINAS EM ALIMENTOS

Nos Estados Unidos, a United States Food and Drugs Administration
(USFDA, 2001) divulgou orientacdes para industrias de alimentos recomendando
niveis maximos de fumonisinas (FB1 + FB> + FB3) em produtos a base de milho
destinados a alimentacdo humana e producdo de racado, dependendo da espécie
animal. Os niveis maximos de fumonisinas totais em milho e produtos a base de

milho, recomendados pela USFDA, estao resumidos na Tabela 3.
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A Unido Européia também estabeleceu niveis maximos de fumonisinas
em milho destinados a alimentacdo humana e animal. O nivel recomendado para
milho em gréo, a ser utilizado como matéria—prima para alimentagéo animal é de 60
ug g'. Para produgdo de alimentos complementares e alimentos completos para
animais, os niveis recomendados mudam de acordo com a espécie, variando de 5,0
ug g" para equinos, suinos, coelhos e animais de estimacdo, até 50 pg g’ para
ruminantes adultos (COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS, 2006a). Os
teores maximos de fumonisinas presentes em géneros alimenticios a base de milho,
destinados a alimentagdo humana, variam de 2,0 ug g™ para milho néo transformado
até 0,20 pg g para alimentos transformados e alimentos para bebés destinados a
lactentes e criancas jovens (COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,
2006Db).

Tabela 3 - Niveis de fumonisinas totais em milho recomendados pela USFDA para
alimentagdo humana e ragéo animal.

Alimentos Fumonisinas totais (FB1+FB2+FB3)
Milho para consumo humano -1
Farelo de milho 20199
Milho de pipoca 30ugg”
Milho para producao de massas 40pugg”

Milho e subprodutos para animais

-1 o .
Equinos e coelhos 5ug g <20% da dieta

Suinos e peixes 20 ug g < 50% da dieta
Ruminantes, aves, gado leiteiro e galinha 4 o .

poedeira 30 ug g < 50% da dieta
Ruminantes > 3 meses antes do abate 60 ug g < 50% da dieta
Frango para abate 100 ug g' < 50% da dieta
Outras espécies de ruminantes e animais de 1 o .

estimacio. 10 ug g < 50% da dieta

Fonte: USFDA (2001).

No Brasil, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, por meio da
Resolugédo - RDC n® 7, de 18 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011), que dispde
sobre limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos, determinou
que a partir de janeiro de 2014, LMT para fumonisinas totais (FB1 + FBz) em milho
em grdo para posterior processamento, sera de 5,0 ug g'. Para outros produtos a

base de milho destinados a alimentagdo humana, os LMT para fumonisinas totais
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foram estabelecidos e concedidos prazos para aplicagdo, tendo em vista a
necessidade de adequacao do setor produtivo (Tabela 4).

Tabela 4 — Limites maximos tolerados de fumonisinas totais (FB4 + FB2) em milho e
alimentos a base de milho estabelecido pela ANVISA para alimenta¢cdo humana.

Prazo para

. -1
aplicacio Alimentos LMT (ug 9')
Milho de pipoca 2,0
2011 Alimentos a base de milho para alimentacdo infantil 0.20

(lactentes e criangas de primeira infancia)
Farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, canjica e

2012 canjiquinha 2,5
Amido de milho e outros produtos a base de milho 2,0

2014 Milho em grao para posterior processamento 50
Farinha de milho, creme de milho, fuba, flocos, canjica e 15

2016 canjiquinha ’
Amido de milho e outros produtos a base de milho 1,0

Fonte: BRASIL (2011).

3.7 PRATICAS CULTURAIS: INFLUENCIA NA COMPOSICAO QUIMICA E NA OCORRENCIA DE
FUSARIUM SPP. E FUMONISINAS EM MILHO

3.7.1 Fertilizagdo com Lixiviado de Aterro Sanitario

O desenvolvimento humano causa sério impacto no ambiente, no qual o
principal deles € a geracdo de grande quantidade de residuos, sejam sélidos ou
liquidos, que provocam poluicdo do solo, do ar e da agua. Com intensificagcdo do
processo industrial, aliada ao crescimento populacional e consequente demanda por
bens de consumo, tém-se produzido quantidades significativas de residuos sélidos,
que acabam sendo constituidos de uma mistura muito complexa e de natureza
diversa, cujos principais constituintes sdo: material organico, papel, vidro, plastico e
metais.

A Politica Nacional de Residuos Sdlidos (BRASIL, 2010) proibe a
disposicao de residuos solidos urbanos em lixdes ou aterros controlados, os quais
devem ser substituidos por aterros sanitarios ou industriais, onde s6 poderao ser
depositados residuos sem qualquer possibilidade de reciclagem ou
reaproveitamento, obrigando também a compostagem dos residuos organicos.

Entretanto, existe o problema da producao de lixiviado (chorume), que é gerado pelo
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excesso de agua pluvial que percola através das camadas de residuos aterrados,
que estao em decomposicao, carreando material organico e ions para a solucao.

O lixiviado de aterro sanitario € uma mistura com alta concentracao de
contaminantes organicos e inorganicos, incluindo acidos hudmicos, nitrogénio
amoniacal, metais pesados, sais inorganicos e compostos xenobidticos que
precisam ser removidos devido a sua toxicidade e efeito deletério sobre o meio
ambiente (HAMADA, 1999; WISZNIOWSKI et al., 2006). Emissdes de lixiviado de
aterro sanitario € motivo de preocupacao, principalmente devido ao seu impacto
toxico quando liberado sem controle no meio ambiente e do potencial dos aterros em
gerar lixiviado por muitos anos, mesmo apos seu encerramento (JONES;
WILLIAMSON; OWEN, 2005).

Os aterros sanitarios recebem lixo de origem doméstica, comercial,
industrial e, em alguns casos, hospitalar. Portanto, sua composicao é complexa e
pode ser caracterizada como uma solugdo aquosa contendo quatro fracdes
principais: matéria organica dissolvida (formada principalmente por metano, acidos
graxos volateis, compostos humicos e fulvicos), macrocomponentes inorganicos
(Ca®*, Mg®*, Na*, K*, NH,*, Fe**, Mn?*, CI, SO,%, Zn** e HCO3), metais pesados
(Cd**, Cr*, Cu?*, Pb?* e Ni**) em concentracdes variaveis, dependendo da origem
dos residuos e idade do aterro, além de compostos organicos xenobibticos
(representados por hidrocarbonetos aromaticos, compostos fenolicos e
organoclorados alifaticos), presentes em concentragcdées relativamente baixas
(CHRISTENSEN et al., 1994).

A quantidade e qualidade do lixiviado produzido em aterro sanitario
dependem de fatores como: condi¢des meteoroldgicas locais, modos operacionais
do aterro, idade e natureza dos residuos sélidos, topografia, qualidade e quantidade
de reciclaveis e habitos populacionais. A idade do aterro e sua fase de fermentacao
correspondente, sdo os principais determinantes da composicdo do lixiviado
(OLIVEIRA; PASQUAL, 2004; EL-FADEL et al., 2002). Segundo Juca et al. (1999) o
lixiviado de aterro sanitario produzido por residuos solidos mais novos apresenta
maior potencial de poluicao que lixiviado produzido por residuos mais antigos,
principalmente, devido ao elevado teor de material organico, embora a concentragéo
de N-amoniacal seja, em geral, mais elevada em aterros mais velhos.

A decomposicao da fracdo organica dos residuos solidos em aterro

ocorre em quatro fases: hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese.
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Durante essas fases, a suscetibilidade ao carreamento ou arraste de substancias
quimicas pelo liquido que escoa se modifica drasticamente, ou seja, a composicao
do lixiviado se altera, dependendo da fase em que se encontra 0 processo
(D’ALMEIDA; VILHENA, 2000).

Em aterros novos, o material orgéanico € hidrolisado e convertido em
compostos dissolvidos mais simples pela agdo de enzimas extracelulares, esta fase
do aterro é chamada de hidrdlise. Em seguida, ocorre uma rapida fermentagéo
anaerobica, na qual sdo liberados acidos graxos volateis, alcoois, gas carbdnico e
hidrogénio no interior das células. Esta fase € chamada acidogénica e leva a
liberagdo de grandes quantidades de &cidos graxos volateis, até 95% do conteudo
organico (WELANDER; HENRYSSON; WELANDER, 1997). Quando o aterro
amadurece, a fase metanogénica tem inicio e os acidos graxos volateis séo
convertidos em biogas, por micro-organismos estritamente anaerdbios, constituidos
por arquéias metanogénicas. A fracdo organica do lixiviado torna-se recalcitrante,
formada principalmente por substancias humicas (CHIANG; DEWALLE, 1976).

Em aterros mais velhos (com predominio da fase metanogénica), em
torno de 32% do carbono organico dissolvido consistem de compostos de elevado
peso molecular e mais de 60% sao compostos humicos. Além disso, lixiviado de
aterros na fase metanogénica pode conter altas concentragcbes de aménia que
constitui sério problema ambiental devido seu potencial de eutrofizagdo de corpos
aquaticos e efeitos toxicos (KLIMIUK; KULIKOWSKA, 2006; CASTILHOS JUNIOR et
al., 2003; WELANDER; HENRYSSON; WELANDER, 1997).

Apesar dos beneficios potenciais do uso de lixiviado de aterro sanitario
como fonte alternativa de agua e de nutrientes para produgdo agricola, sua
aplicacdo no solo também pode causar riscos ambientais. As mesmas
caracteristicas que tornam o lixiviado potencialmente poluidor sdo também aquelas
que o tornam atrativo para utilizacdo agricola, como teores de N-amoniacal e
material organico estabilizado. Aplicacdo de lixiviado de aterro sanitario em solo
fornece uma opg¢do para completar o ciclo do nitrogénio pelo retorno e
biodisponibilidade de NHx—N para o ecossistema, aliviando simultaneamente a carga
das estacdes de tratamento pelo potencial de fitorremediacado do sistema solo-planta
(CHENG; CHU, 2011).

Embora o nitrogénio seja um nutriente vital para crescimento das

plantas, quando sua aplicagdo excede a demanda do vegetal e a capacidade de
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desnitrificacdo do solo, ele pode lixiviar na forma de nitrato e contaminar lengoéis
fredticos. Em alguns casos, o indice de salinidade do lixiviado de aterro sanitario
pode ser elevado e isso pode conduzir mudangas nas propriedades quimicas e
fisicas do solo, quando aplicado sucessivas vezes. O excesso de sddio pode causar
limitagdes no desenvolvimento de plantas, dispersdo de argilas e até da matéria
organica (ALMASRI; KALUARACHCHI, 2004; LEAL et al., 2009).

Outra preocupagdo quanto a aplicagdo de lixiviado ao solo advém da
possivel contaminagdo por metais pesados. A presenca de metais em lixiviados de
industrias e aterros sanitarios € uma das principais causas da poluicdo do solo e da
agua (WANG et al., 2005). Sua acumulagéao ao longo do perfil vertical do solo pode
propiciar fitoxicidade as plantas, além de constituir risco a salude humana, na medida
em que esses metais podem ser introduzidos na cadeia alimentar. Lemos (2000),
considera os elementos que apresentam maior risco a saude publica, assim como os
mais comumente encontrados em casos de contaminagado de solos: aluminio, ferro,
cromo, antiménio, arsénio, bario, cadmio, chumbo, cobalto, cobre, manganés,
mercurio, molibdénio, niquel, prata, selénio, vanadio e zinco.

A solubilidade dos metais em lixiviado de aterro sanitario depende do
pH, do potencial redox e solubilidade das espécies de metais depositados,
concentracdo de agentes complexantes (acidos humicos) e ions. O lixiviado
produzido por residuos acondicionados em aterros mais antigos, ja na fase
metanogénica, apresenta elevada alcalinidade, resultando em baixa concentracao
de metais no liquido efluente, pela sua precipitacdo em condi¢cdes de pH elevado
(KJELDSEN et al., 2002; JUCA et al., 1999). Segundo Erses e Onay (2003), a
solubilidade de metais em lixiviados tende a aumentar com decréscimo do pH.
Dessa forma, a contaminacdo do lixiviado de aterro sanitario por metais pesados
pode ser maior quando este é proveniente de aterros novos que ainda se encontram
nas fases acidogénica, devido aos acidos produzidos nessas fases que resultam em
baixos valores de pH.

O uso de residuos de aterro sanitario, sobretudo aqueles com altos
teores de nitrogénio, como fonte alternativa de nutrientes para agricultura, vém
sendo estudado por diversos autores (MADRID et al., 2007; CHENG; CHU, 2007).
Porém, essa pratica s6 serd viavel se os riscos ambientais forem evitados ou

minimizados e se os alimentos produzidos tiverem niveis toleraveis de contaminacao
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por poluentes, assim como eventuais efeitos negativos na produtividade e qualidade

das culturas agricolas.
3.7.2 Adubagéao Nitrogenada

Em relacdo a fertilizagdo do solo, uma das variaveis determinantes da
producéo de milho € o fornecimento de nutrientes para cultura, dentre os quais se
destaca o nitrogénio (N). O suprimento inadequado de N é fator de redugdo no
rendimento de grdos de milho, pois 0 mesmo exerce importantes fungdes nos
processos bioquimicos da planta. O milho é uma cultura que remove grandes
quantidades de N e usualmente requer uso de fertilizagcdo nitrogenada em cobertura
para complementar a quantidade suprida pelo solo, quando se deseja produtividades
elevadas (COELHO, 2006). O N é um macronutriente que participa da composicao
de moléculas de proteinas, enzimas, coenzimas, acidos nucléicos e citocromos. A
exigéncia de N pelas plantas é consequéncia da sua fungao estrutural, pois faz parte
da molécula de compostos organicos, como aminoacidos e proteinas, sendo ainda
ativador de muitas enzimas. Por estes motivos, este € o nutriente absorvido em
maior quantidade pela cultura do milho e também o mais limitante para seu
desenvolvimento, sendo ainda responsavel pelo aumento da produtividade e do teor
de proteinas em graos (BULL, 1993; RAIJ, 1991; YAMADA; ABDALLA, 2000;
FERREIRA et al., 2001).

Segundo Raij (1991), o principal nutriente que pode causar problemas
ambientais € o N, principalmente pelo risco de lixiviagao de nitrato para lengdis
freaticos. Embora em geral haja déficit de N para a maioria das culturas agricolas no
Brasil, existem culturas que recebem doses elevadas de fertilizantes nitrogenados,
podendo resultar em perdas de N para aguas superficiais por lixiviagdo ou para
atmosfera por desnitrificagdo ou volatilizagdo de aménia, resultando em graves
danos ambientais (CANTARELLA et al., 2003; MARTINES et al., 2010).

O fornecimento de doses adequadas de nutrientes para cultura do milho
é fundamental para o desenvolvimento da planta, uma vez que a deficiéncia ou
excesso de nutrientes essenciais pode provocar a contaminacao por fungos
toxigénicos e, consequentemente, desencadear producdo de micotoxinas.

Quantidades insuficientes de N, ndo sé prejudicam a producdo de grdaos, mas
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também aumentam a susceptibilidade da planta a infeccao por fungos toxigénicos
(HASSEGAWA et al., 2008; BRUNS; ABBAS, 2005).

Blandino et al. (2008) relataram que milho sem fertilizagdo nitrogenada
apresentou valores significativamente mais elevados de infeccdo fungica do que
parcelas adubadas. Nao obstante, o excesso de N também pode ser prejudicial, pois
causa um aumento na massa foliar que influencia as condi¢ées microclimaticas no
interior da cultura conduzindo a um menor fluxo de ar e maior umidade relativa,
favorecendo a contaminagdo e sobrevivéncia de fungos. Hassegawa et al. (2008)
relataram que o aumento de doses de fertilizagdo nitrogenada, apesar de promover
maiores produtividades, favoreceu condigdes para infestagdo fangica em
decorréncia de um crescimento vegetativo mais prolongado, que aumenta a
exposicao das folhas a patdégenos e maior expanséo foliar, que torna as paredes
celulares mais delgadas e, deste modo, mais vulneravel a penetragao fungica.

Além da dose, a fonte de nitrogénio também pode influenciar na
producdo de micotoxinas em milho. Em estudo realizado por Blandino; Reyneri e
Vanara (2008), a utilizagdo de uréia (200 kg ha) esteve relacionada a menor
ocorréncia de fumonisinas, enquanto que a utilizagdo, na mesma concentragao, de
fertilizante de liberacdo lenta (ENTEC 26® com 26% de N amoniacal) e inibidor de
nitrificacao (3,4-dimetil fosfato pirazole), favoreceram a ocorréncia de micotoxinas
em todos os anos avaliados. Segundo os autores, esse fendmeno ocorreu porque 0
fertilizante de liberagao lenta pode promover crescimento vegetativo prolongado nas
plantas de milho, fornecendo melhores condi¢des para desenvolvimento fungico.
Contudo, em trabalho conduzido na Argentina, Ramirez et al. (1997), avaliaram os
efeitos da fertilizagcdo com duas fontes diferentes de N (ureia e fosfato dibasico de
amonio) sobre diferentes areas cultivadas e ndo encontraram nenhum efeito
significativo sobre a contaminacao dos graos de milho por fumonisinas, quando cada
area foi considerada separadamente.

Fertilizacdo nitrogenada, em geral, mostra-se como fator de importancia para
contaminacao por fumonisinas em graos de milho, podendo ser utilizada para
diminuir os riscos de contaminacdo. No entanto, ndo € apenas a fertilizacao
nitrogenada que influencia na qualidade sanitaria de grdos de milho, outros
nutrientes também sao fundamentais. Rheeder et al. (1994), analisaram fatores de
fertilidade do solo em uma area com alta e outra com baixa incidéncia de cancer

esofagico em seres humanos, na regido de Transkei, Africa do Sul e relataram que
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amostras de solo cultivado na regido de baixa incidéncia apresentavam niveis de Ca,
Mg, K, Zn e matéria orgéanica significativamente baixos e niveis elevados de Fe,
quando comparados com as amostras de solo da regido de alta incidéncia de cancer
esofagico.

3.7.3 Densidade de Plantas e Espagamento entre Linhas

Em se tratando de praticas culturais, diversos fatores de manejo
influenciam no rendimento de graos de milho. A escolha adequada do arranjo de
plantas na cultura € um dos principais fatores de definicdo deste rendimento, devido
a sua importancia na eficiéncia da interceptacao da radiacao solar e distribuicao do
sistema radicular no solo. O arranjo espacial das plantas de milho varia em fungéo
da fertilidade e tipo de solo, disponibilidade hidrica, luminosidade, genoétipos, niveis
de adubacgao adotados, espacamento entre linhas e numero de plantas na linha de
semeadura (SANGOI, 2001; PEREIRA FILHO; OLIVEIRA; CRUZ, 1998).

Alta populacédo de plantas e espagamento reduzido entre linhas fazem
parte do novo enfoque do arranjo de plantas na cultura do milho. A densidade de
plantio, definida como numero de plantas por unidade de area, tem papel importante
no rendimento de uma lavoura de milho, pois pequenas variagdes na densidade tém
grande influéncia no rendimento final da cultura (CRUZ et al., 2006). A combinagao
do espacamento entre linhas de semeadura e o nimero de plantas por m? com
utiizacdo adequada de &gua, luz e nutrientes, € uma forma de maximizar a
producao de graos.

As alteragbes no arranjo de plantas de milho na 4rea devem-se as
modificagdes de ordem genética, fisioldgica, bioquimica e anatbémica das plantas,
por meio do melhoramento genético e novos hibridos de milho com arquitetura
modificada, folhas menores e mais eretas, permitindo o aumento na densidade,
resultando em maiores produtividades (SHIOGA; OLIVEIRA; GERAGE, 2004).
Hibridos modernos tém mais tolerancia a maior densidade de plantas do que
hibridos convencionais. Com o ingresso destes novos hibridos no mercado agricola,
torna-se necessario o estudo da densidade ideal para explorar o maximo de
rendimento, sem que haja problemas com a sanidade da planta e estresses por
competicao intraespecifica (TOLLENAAR; AGUILERA, 1992).
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Alta densidade de plantas pode ser relevante para ocorréncia de
doencas em milho como podridao do colmo e da espiga, produzindo graos ardidos e
consequente produ¢do de micotoxinas. O numero de plantas por unidade de area
pode afetar a percentagem de graos infectados por Fusarium spp. € a gravidade do
apodrecimento causado pelo fungo, aumentando o risco de contaminagédo por
micotoxinas (DENTI; REIS, 2001; TRENTO; IRGANG; REIS, 2002; BLANDINO et al.,
2007). Aumento na quantidade de plantas por m? pode levar a diminuicdo do fluxo
de ar nos espagos entre as fileiras, aumentando a umidade relativa e promovendo a
infecgcdo fungica e colonizacdo das espigas. Além disso, impdem restricbes a
atividade fotossintética das folhas, sendo que esta limitagdo induz o colmo a
redirecionar fotoassimilados em maior quantidade ao enchimento de gréos,
fragilizando-o e facilitando a ocorréncia de podridées (SANGOI et al., 2000).

Poucos estudos tém sido realizados sobre a influéncia da densidade de
plantas em relacdo aos aspectos sanitarios, como contaminacao por micotoxinas e
dados encontrados na literatura sdo controversos. Blandino et al. (2007) avaliaram o
efeito da densidade de plantas sobre contaminacdo por micotoxinas em milho no
norte da Italia de 2001 a 2007 e relataram que a ocorréncia natural das micotoxinas
encontradas em cada ano foi significativamente maior em cultivos com maior
densidade de plantas. Rodriguez-del-Bosque (1996), em trabalho realizado no
nordeste do México, relatou incremento na contaminagéo por aflatoxinas em graos
de milho com aumento na densidade de plantas de 55 mil para 75 mil plantas ha™.
Bilgrami e Choudhary (1998) relataram que a ocorréncia natural de aflatoxina foi
menor em areas densamente cultivadas.

O aumento da populagdo de plantas, apesar de produzir ganhos de
produtividade, pode ocasionar também mudangas nas caracteristicas quimicas dos
graos de milho, podendo afetar sua qualidade nutricional. Um ndmero maior de
plantas ha™' afeta o balanco nutricional nos diferentes 6rgdos da planta devido a
maior competicdo entre individuos por agua, luz e nutrientes, reduzindo a
disponibilidade de fotoassimilados para atender a demanda para enchimento do
grao e manutencao das demais estruturas da planta, consequentemente, diminui a
sintese e acumulo de proteinas e absorcdo de minerais, podendo levar a aumento
nos teores de amido nos graos de milho. Este acumulo de amido € uma resposta
passiva a diminuicdo das taxas de crescimento e o resultante acumulo de agucares
em plantas com falta de nutrientes (SANGOI; SALVADOR, 1997; STITT; KRAPP,
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1999). A escolha correta da densidade de plantas, aliada a adubagao nitrogenada
em quantidades adequadas a cultura do milho, pode ser considerada uma opcao
econbmica eficiente para minimizar os danos causados por fungos sem reduzir a

produtividade, além da qualidade sanitaria e nutricional de gréaos de milho.

3.7.4 Sistemas de Plantio

O manejo de cultura tem efeitos complexos sobre o ambiente fisico,
quimico e biolégico do solo. O impacto do sistema de manejo sobre o solo e a
localizagdo dos residuos da colheita afeta a quantidade de agua, aeracdo e
temperatura do solo, assim como o grau de contato entre matéria organica e
particulas minerais do solo (KLADIVKO, 2001).

O manejo de cultura afeta o equilibrio existente entre solo e organismos
que nele habitam. Populagdes, diversidade e atividade microbiana podem ser
afetadas pelas mudancas no sistema de plantio. Uma compreensdo da dinamica
populacional de fungos no agroecossistema de milho é fundamental para o
desenvolvimento de praticas de manejo em favor da redugdo na contaminagao por
micotoxinas (PEREIRA et al., 2007; KLADIVKO, 2001; NESCI et al., 2006).

O sistema de plantio é caracterizado por dois tipos de manejo, plantio
direto (SPD) e o plantio convencional (SPC). O SPD, definido como processo de
semeadura em solo ndo revolvido, no qual a semente é depositada em sulcos ou
covas, com largura e profundidade suficientes para adequada cobertura e contato
das sementes com o solo. O SPC preconiza o intenso revolvimento do solo, tendo
como objetivos principais controlar as plantas invasoras, incorporar restos culturais e
obter um leito de semeadura “ideal” para germinagcdo das sementes e
desenvolvimento inicial da plantas (CRUZ et al., 2002; PACHECO, 2004).

O plantio direto € uma técnica de cultivo conservacionista no qual
procura-se manter o solo sempre coberto por plantas em desenvolvimento e
residuos vegetais. Essa cobertura tem por finalidade protegé-lo do impacto das
gotas de chuva, do escorrimento superficial e das erosdes hidrica e edlica. Em
comparagao ao plantio convencional (SPC), SPD aumenta a retengdo de umidade
no solo, reduz oscilacdo de temperatura e erosao do solo, melhora a estrutura do
solo e, com o tempo, aumenta a matéria organica, muitas vezes resultando em maior
rendimento (CRUZ et al., 2002; FRANCHINI et al., 2007).
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A maior biomassa microbiana encontrada em solos cultivados em SPD,
em comparacao ao SPC, € devido, em parte, as condi¢gdes umidas, resfriamento do
solo e menor flutuagdo de temperatura e umidade no SPD. Este sistema
conservacionista tende a concentrar detritos vegetais e, consequentemente, a
biomassa microbiana na superficie do solo (5 a 15 cm) promovendo a sobrevivéncia
de agentes patogénicos (KLADIVKO, 2001; STURZ; CARTER; JOHNSTON, 1997).

Em estudo realizado por Rheeder e Marasas (1998), foram isolados 15
diferentes espécies de Fusarium em restos de plantas retirados de amostras de
solos da regido de Transkei, Africa do Sul. Este mesmo estudo apresentou que duas
espécies de fungos micotoxigénicos, F. verticillioides e F. subglutinans, foram
encontrados em quantidades significativamente maiores em solos cultivados do que
em solos nao perturbados. Em SPD o solo tende a ser dominado por fungos e, em
SPC, o solo tende a ser dominado por bactérias, dependendo de como as medicoes
forem feitas, se na superficie ou na parte mais profunda do perfil do solo
(KLADIVKO, 2001).

Tecnologias de conservacdo do solo, como SPD, oferece novas
possibilidades de reduzir custos de produgéo e problemas causados pela erosdo. No
entanto, este sistema causa consideravel impacto sobre os parametros fisicos,
quimicos e bioldgicos do solo, influenciando as populagdes de micro-organismos
(NESCI et al., 2006).

3.7.5 Utilizagao de Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas

A cultura do milho € das mais exigentes em fertilizantes, principalmente
os nitrogenados, pois o N é um dos nutrientes que apresenta efeitos mais relevantes
no aumento da produgdo de graos. No entanto, fertilizantes nitrogenados estao entre
0s insumos mais caros no custo de produgdo. Com a crescente busca por maior
produtividade e qualidade do produto, sem deixar de lado a sustentabilidade nos
sistemas agricolas de producdo, diversos autores tém apresentado a fixagao
biol6égica de nitrogénio, a qual pode suplementar ou, até mesmo, substituir a
utilizacdo de fertilizantes nitrogenados (CANTARELLA, 2007; CAVALLET et al.,
2000; DOBBELAERE et al., 2001; NAIMAN; LATRONICO; DE SALAMONE, 2009).

A fixacao biolégica do N pelas plantas € um processo de transformacao

do Nz na forma inorgéanica combinada NHsz e, a partir dai, em formas reativas



40

organicas e inorganicas. A reagao de reducao do N» a NH3 é realizada por bactérias
que contém a enzima dinitrogenase que é capaz de romper a tripla ligacdo do N, e
reduzi-lo a amoénia. Essas bactérias, também denominadas como diazotréficas ou
fixadoras de N, se associam a diversas espécies de plantas em diferentes graus de
especificidade, levando a classificagcdo como bactérias associativas, endofiticas ou
simbidticas (HUNGRIA et al., 2011).

As bactérias fixadoras de N> ndo sé se beneficiam dos nutrientes
secretados pelas raizes das plantas, como também favorecem a planta de forma
direta ou indireta. Os efeitos diretos sdo dependentes da produgédo de reguladores
de crescimento de plantas, tais como auxinas, giberelinas, citocininas e etileno, ou
na melhoria da absorcao de nutrientes pela planta (BLOEMBERG; LUGTENBERG,
2001; CASSAN et al. 2001; TIEN; GASKINS; HUBBELL, 1979; THULER et al., 2003;
CREUS; SUELDO; BARASSI, 2004). Os efeitos indiretos estao relacionados com a
produgdo de metabdlitos como antibidticos, sideréforos e acido hidrocianico que
diminuem o crescimento de fitopatégenos e outros micro-organismos nocivos a
planta. Também ha relatos de maior tolerancia a agentes patogénicos de plantas
devido ao maior crescimento radicular e melhor nutricdo das plantas (MYOUNGSU
et al., 2005; CORREA et al., 2008).

Atualmente, os meios de prevencgao e controle da contaminagao fungica
e producdo de micotoxinas sdo, em muitos casos, realizada pela utilizagao intensiva
de substancias quimicas que causam poluicdo ambiental, resisténcia do patégeno,
aumento nos custos de produgdo e sérios riscos para 0 meio ambiente e a saude
humana. O uso massivo destes produtos promove a poluicdo da agua, degradacao
do solo e aumento da resisténcia de insetos (TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA,
2011; PEREIRA et al., 2010). Uma possivel alternativa de protecdo das culturas
contra patdgenos € o controle bioldgico exercido por bactérias diazotréficas, como
Azospirillum brasilense, por exemplo.

Embora Azospirillum nao seja conhecido como um tipico agente de
controle bioldgico, tem sido relatado que algumas cepas sao capazes de estimular o
crescimento de plantas suprimindo indiretamente patégenos do solo e outros micro-
organismos nocivos em varios sistemas. O mecanismo de reducédo de doencas pode
envolver a atividade antagonista, ou seja, por competicdo mediada por meio de
sideroforos, que reduz a disponibilidade de ferro para a sobrevivéncia de agentes

patogénicos, que resulta na eliminagdo de fungos na rizosfera (MIETHKE;
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MARAHIEL, 2007; CHAIHARN; CHUNHALEUCHANON; LUMYONG, 2009). Estudo
realizado por Shah et al. (1992) mostraram que Azospirillum lipoferum M produziu
sideroforos do tipo catecol em condigdes de estresse por falta de ferro e
apresentaram atividade antimicrobiana in vitro contra varios isolados de bactérias e
fungos, como Aspergillus niger e Fusarium oxysporium, por exemplo. Tortora; Diaz-
Ricci e Pedraza (2011) relataram que Azospirillum brasilense exibiram atividade
antifangica in vitro contra Colletotrichum acutatum, fungo causador de antracnose
em morangos, reduzindo também os sintomas da doenga em testes com a planta.

Outros autores relataram que o uso de Azospirillum spp. induziu
incrementos na absor¢cdo da agua e minerais, maior tolerancia a estresses como
salinidade e seca, resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva. O
crescimento de plantas também pode ser influenciado pela acdo de bactérias
diazotréficas com aumento na disponibilidade de nutrientes, decorrente da
solubilizacdo de fosfato inorganico e da mineralizagdo de fosfato organico. Estudos
realizados com Bacillus megaterium e Pseudomonas fluorescens mostraram que
estas bactérias podem incrementar a disponibilidade de fésforo (BASHAN;
HOLGUIN, 1997; DOBBELAERE et al., 2001; BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN,
2004; KLOEPPER; LIFSHITZ; SCHROTH, 1988).

A maior parte das pesquisas que avaliaram bactérias diazotréficas como
agente de biocontrole contra fungos foram realizados in vitro ou em casas de
vegetacdo, no qual, muitas variaveis como fertilidade natural do solo, presenga de
outras bactérias, doses de fertilizantes e condi¢des climéticas foram controladas. Os
resultados da interagdo bactérias diazotréficas e milho em termos de potencial
agrondémico, fixacdo de nitrogénio ou promogao do crescimento, depende de muitos
fatores bidticos e ambientais, tais como gendtipo da planta, comunidade
microbiolégica do solo e disponibilidade de nitrogénio (ROESCH et al., 2006).
Portanto, estudos em condigdes de campo, no qual muitas variadveis sao dificeis de
controlar, sdo requeridos para melhor avaliar as relagdes entre plantas, patégenos e
bactérias promotoras de crescimento, a fim de avaliar a seguranca e a eficacia da

introducao de agentes de controle bioldgico.
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4 MATERIAL E METODOS

4 1 MATERIAL

4.1.1 Infra-Estrutura

Analises micoldgicas, fisico-quimicas e quantificagdo de fumonisinas,
foram realizadas nos laboratorios do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (Centro de Ciéncias Agrarias) e do Departamento de Bioquimica (Centro
de Ciéncias Exatas) da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Analises de
metais foram realizadas no Laboratério de Ecofisiologia Animal do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas (Centro de Ciéncias Bioldgicas) da UEL.

4.1.2 Localizacdo das Areas Experimentais

O experimento referente a fertilizagdo com lixiviado de aterro sanitario
foi conduzido na estacdo experimental do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR),
em Londrina — PR. A conducao do experimento referente a densidade de plantas e
doses de nitrogénio na cultura do milho foi realizada na Fazenda Panbnia, situada
em Maua da Serra - PR. O experimento com inoculagao de Azospirillum brasilense e
doses de nitrogénio na cultura do milho foi realizado em dois locais de pesquisa da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Centro Nacional de Pesquisa em
Soja (Embrapa soja). O primeiro local foi a fazenda experimental da sede Embrapa
soja em Londrina - PR e o segundo local, a fazenda experimental do Escritério de
Negocios da Embrapa Transferéncia de Tecnologia em Ponta Grossa - PR.

4.1.3 Amostras de Milho

No experimento referente a fertilizagdo com lixiviado de aterro sanitério
foi utilizado o hibrido 2B710 da Dow AgroSciences®. O experimento referente &
densidade de plantas e doses de nitrogénio na cultura do milho foi usado o hibrido
transgénico DKB240YG da empresa Dekalb®. Na avaliacdo do efeito da inoculagéo
de semente com Azospirillum brasilense e fertilizacdo nitrogenada de cobertura na
cultura do milho foi utilizado o hibrido transgénico DKB390YG da empresa Dekalb.
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4.2.1 Delineamento Experimental
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Figura 7 — Efeito das doses de lixiviado; densidade de plantas e inoculacao de Azospirillum brasilense vs doses de nitrogénio em
graos de milho produzido (perfil fisico-quimico, contaminacao fungica e producao de fumonisina).
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Figura 8 - Procedimento operacional da avaliacdo de doses de lixiviado de aterro
sanitario na cultura do milho na contaminagao por fumonisinas, metais pesados e
caracteristicas fisico-quimicas dos graos.

Blocos casualizados
(6 tratamentos)

I

5 (doses de lixiviado) x 4 (blocos) + 4 (ureia)

I

[

Doses de lixiviado de aterro sanitario (m® ha™)

|

|

|

]
Ureia (kg ha™)

|

0 32,7 65,4 98,1 130,8 120
I [ [ [ |
Colheita — 8 espigas por parcela (aleatoriamente)
[
Preparo das amostras — Higienizac&o e debulhamento
[
Secagem em estufa com circulagao de ar (50 °C por 24 horas)

[

Armazenamento 4 °C
[

Moagem — 50 mesh
[

Armazenamento -18 °C
I
Analises
Microbiol6gicas
[
[ |
Quimicas Fumonisinas Contagem de
bolores e leveduras
[ [ [ |
Proteinas Cinzas Lipidios Umidade Metais




45

Figura 9 - Procedimento operacional para avaliagdo da influéncia de densidade de
plantas e doses de nitrogénio em cobertura na contaminacdo por fumonisinas e
parametros fisico-quimicos em graos de milho.
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Figura 10 - Procedimento operacional de inoculagéo de Azospirillum brasilense nas
sementes de milho e doses de nitrogénio sobre os teores de proteinas,
contaminacao fungica e fumonisinas em graos de milho.
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4.2.2 Analise de Metais

A metodologia utilizada neste trabalho foi descrita por Malavolta et al.
(1997) (Figura 11). Aliquotas de 0,50 g de amostra de milho triturada a 50 mesh
(moinho de martelo, modelo MA-090, Marconi®, Piracicaba, Brasil) foram
transferidas para tubos de digestdo e volumes de 6 mL de uma mistura de HNO; e
HCIO4 na proporgéo 4:1 (v/v) foram adicionados em cada tubo. Em seguida, os
tubos foram levados ao bloco digestor (modelo TE-40/25, Tecnal®, Piracicaba,
Brasil) no qual a temperatura foi aumentada gradativamente até atingir 210 °C e
mantida até a formacédo de fumos brancos de HCIO4 e o extrato apresentar-se
incolor. Apés esfriar, os extratos foram transferidos para balées de 50 mL e o volume
completado com agua ultrapura. Apds a oxidagdo do material vegetal pela digestao
nitrico-perclérica, os elementos foram quantificados por espectrometria de absorgao
atémica (Espectrdmetro de Absorcdo Atémica Modelo AAnalyst 700, Perkin-Elmer®,
Estados Unidos)
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Figura 11 - Procedimento para analise do teor de metais por digestdo nitrico-
perclérica e quantificagcao por espectroscopia por absor¢ao atémica.
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4.2.3 Extracao e Purificagao de Fumonisinas

A determinacao de fumonisinas foi realizada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) de acordo com a metodologia descrita por Shephard et al.
(1990), modificada por Ueno et al. (1993). Para extragdo, um volume de 30 mL de
metanol: agua (3:1, v:v) foi adicionado a 10,0 g de amostra triturada (50 mesh),
seguido de agitagdo a 150 rotacdes minuto™ por 1 hora a 10 °C. Apés filtracdo, foi
aplicado 1 mL do extrato bruto em coluna de troca anidnica Sep-Pak accell plus
QMA (Waters Co., Ltda, Irlanda) previamente acondicionada com 5 mL de metanol,
seguido de 5 mL de metanol:agua (3:1, v:v). Posteriormente, foram aplicados 6 mL
de metanol:agua (3:1, v:v), seguidos de 3 mL de metanol. Fumonisinas foram
eluidas com 10 mL de solugéo &cido acético 0,5% em metanol e o eluato seco a 40
2C. O residuo foi ressuspenso em 2 mL de metanol:agua (3:1, v:v), seco sob fluxo de
gas N2 a 40 °C e novamente ressuspenso em 800 yL de metanol:agua (3:1, viv) e
dividida em 3 aliquotas, sendo duas de 200 pyL e uma de 400 uL e secas sob fluxo
de gas N, a 40 °C (Figura 12).

4.2.4 Quantificagdo de Fumonisinas

A determinacao de fumonisinas foi realizada por CLAE de acordo com a
metodologia descrita por Shephard et al. (1990), modificada por Ueno et al. (1993)
(Figura 13). Uma aliquota de 200 pL seca sob fluxo de gas N. a 40 °C foi
ressuspensa em 50 uL de acetonitrila:dgua (1:1), derivatizada com 200 yL de
ortoftaldialdeido (OPA) (0,04 g de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de tetraborato de
s6dio 0,1 mol L™ e 50 uL de 2-mercaptoetanol) e as injecdes foram feitas dentro de 1
min. Fumonisinas foram analisadas em sistema isocratico de fase reversa por CLAE
(bomba LC-10 AD e detector de fluorescéncia RF 10 AXL, Shimadzu, Japao),
usando coluna Cis Luna 5 p (4,6 x 250 mm; Phenomenex®, EUA). Foi utilizado
comprimento de onda de 335 nm e 450 nm de excitagdo e emisséo,
respectivamente. A fase movel consistiu de metanol: fosfato de sodio
(CH30H:NazHPO,) 0,1 mol L™ (80:20, viv) ajustado com acido ortofosférico a pH
3,3, fluxo de 1 mL min™. O limite de deteccdo de FB e FB; foi 27,5 € 35,3 ng g,
respectivamente. As taxas de recuperacao de FBy e FB, foram de 95,6% e 96,9%,

respectivamente.



Figura 12 - Extracdo e purificagdo de fumonisinas
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Figura 13 - Quantificacdo de fumonisina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)
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4.2.5 Andlise da Microbiota Fungica em Milho

A contagem Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp. e
leveduras foi efetuada segundo metodologia de plaqueamento em superficie (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001). Aliquota de 10,0 g de milho triturado (50 mesh) foi
homogeneizada em 90 mL de agua peptonada 0,1% estéril e deixado em repouso
por 1 hora. Posteriormente foram realizadas diluicées seriadas (10" a 10®) em tubos
contendo o mesmo diluente. Uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicao foi plaqueada
em meio Agar Batata Dextrose (ABD), acidificado a pH 4,0 com Acido tartarico. As
placas foram incubadas a 25 °C por cinco dias e apdés a contagem, os géneros
fungicos foram identificados de acordo com Nelson; Toussoun; Marasas (1983) e
Samson; Hoeskstra; Frisvad (1996).

Figura 14 — Contagem de Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp. e
leveduras
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4.2.6 Proteinas

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método de Kjeldahl
(AOAC, 1995). Em tubo de digestao foram adicionados 2,50 g de catalisador (95 g
K2SO4 + 5 g CuSOy4 - 5H,0, macerado), 0,20 g de milho triturado e 8 mL de &cido
sulfarico concentrado. O tubo permaneceu em bloco digestor (modelo TE-40/25,
Tecnal®, Piracicaba, Brasil) a 400 °C até o liquido ficar azul transparente. Apds
esfriamento, 10 mL de agua destilada foram adicionadas no tubo contendo a
amostra digerida. No destilador de nitrogénio (modelo TE-036/1, Tecnal®,
Piracicaba, Brasil), NaOH 50% foi adicionado no tubo com a amostra e um volume
de 50 mL do destilado foi coletado em erlenmeyer contendo 10 mL de acido bérico e
8 gotas de indicador misto. Em seguida, o destilado foi titulado com &cido sulfdrico
0,02 N e o teor total de nitrogénio foi convertido em proteinas pelo uso do fator 6,25.

Para os calculos, foi utilizado a Equagéao 1.

Equacao 1:

% P = {(V gasto na titulacdo — V do branco) x 0,02 x 14,007 x fator de calibragéo x
100 x 6,25} / amostra (g).

4.2.7 Cinzas

Os teores de cinzas foram determinados mediante pesagem de residuos
de incineragdo (IAL, 1985). Um cadinho de porcelana foi previamente aquecido em
mufla a 550 °C (modelo 318D24, Quimis®, Diadema, Brasil), resfriada em
dessecador até a temperatura ambiente e pesada. Uma quantidade de 2,00 g de
amostra foi colocada no cadinho e carbonizada com o auxilio de bico de Bunsen. Em
seguida, o material carbonizado foi incinerado em mufla a 550 °C até ficarem
brancos ou ligeiramente acinzentados. Os cadinhos com as amostras incineradas
foram retirados da mufla e colocadas no dessecador até atingir a temperatura
ambiente e pesadas. Este procedimento foi repetido até atingir peso constante.

Posteriormente foi utilizada a Equacao 2 para o célculo de teor de cinzas (%).

Equacao 2:
% de cinzas = 100 x (Peso cadinho com cinza — Peso cadinho vazio) / amostra (g).
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4.2.8 Amido Disponivel

A extracdo de amido disponivel foi realizada segundo AOAC (1995),
modificado por Walter; Silva; Perdomo (2005). Em 0,30 g de graos triturados (50
mesh) foi adicionado 0,2 mL de etanol 80%, 3 mL de tampéao fosfato pH 6,8 (800 g
de NaCl, 20 g de KCI, 144 g de Na;HPO4 e 24 g de KH>,PO4 em 8,0 L de agua
destilada) e 100 uL da solucdo a-amilase termoestavel:agua (30:70, v/v). Apos
agitacdo, o material foi aquecido em banho-maria a 95 °C por 5 minutos, sendo em
seguida resfriado até atingir temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 4
mL de tampado acetato de sédio pH 45 e 100 pL da solucido de
amiloglucosidase:agua (30:70, v/v), seguido de aquecimento em banho-maria a 50
°C por 30 minutos e resfriamento até temperatura ambiente. O material teve seu
volume ajustado para 100 mL em baldo volumétrico com agua destilada. Apos
extracao e hidrélise do amido, foi utilizada metodologia proposta por Nelson (1944)
modificada por Somogyi (1945) para quantificagdo da glicose, sendo realizada a
leitura em espectrofotémetro a 505 nm. Utilizou-se uma curva padrao de glicose
0,02%, fazendo-se diluicdes com concentragbes de glicose de 0, 20, 40, 60, 80, 100,
120, 140, 160, 180 e 200 ug mL" (Figura 8). A porcentagem de amido nas amostras

foi calculada utilizando as Equacgdes 3 e 4 propostas por Cereda et al. (2002).

Equacao 3:

% acgucares redutores = (A% x D x K x 100) / 1.000.000
No qual:

A% = Absorbancia da amostra;

D = Diluigéo;

K = Constante da curva padrao da glicose.

Equacéo 4:

% Amido base umida = (% agucares redutores x 0,9 x 100) / P.

% Amido base seca = (% amido base umida x 100) / (100 - % umidade).
No qual:

P = Peso inicial da amostra;

% Umidade = % de umidade encontrada na amostra.



Figura 15 — Extragcdo e determinacao do teor de amido em milho.

0,30 g de amostra

0,2 mL de etanol 80%

3 mL de tampéao fosfato pH 6,8

100 pL solugéo a-amilase termoestavel
(30 uL de enzima + 70 uLde agua)

Banho-maria 95°C por 5 minutos

Resfriar

4 mL de tampéo acetato de sédio pH 4,5

100 pL solugao amiloglucosidase termoestavel
(30 uL de enzima + 70 pL de agua)

Banho-maria 50°C por 30 minutos

Resfriar

Balao de 100 mL completando o volume
com agua destilada

50 uL de amostra + 950 pL de agua destilada

1 mL de reagente de Somogyi

Banho-maria 95°C por 10 minutos

Resfriar

Agitar e adicionar 1 mL de reagente de Nelson

7 mL de agua destilada

Agitar os tubos

Leitura em espectrofotémetro (A = 505 nm)

55



56

4.2.9 Lipidios

O teor de lipidios foi determinado pelo método Soxhlet (AOAC, 1995).
Um cartucho de papel filtro contendo 2,0 g de amostra de milho triturado (50 mesh)
foi colocado em extrator de Soxhlet (modelo TE-188, Tecnal®, Piracicaba, Brasil). A
extracdo ocorreu por refluxo de 150-200 mL de éter de petrdleo e aquecimento.
Apods 6 horas de processo, o baldo foi retirado do extrator, mantido em estufa a 125
°C por 45 minutos e, em seguida, pesado. Para célculo de % de lipidios foi utilizada
a Equacéao 5.

Equacao 5:
% lipideo = (100 x lipideo extraido (g)) / amostra (g).

4.2.10 Umidade

A determinacao de umidade dos graos de milho foi feita pelo método de
secagem a 105 °C (lAL, 2008) Uma quantidade de 2,0 g de amostra foi colocada em
capsula de metal, previamente tarada. A cdpsula com amostra umida foi aquecida
durante 3 horas em estufa a 105 °C e posteriormente resfriada em dessecador até
temperatura ambiente. A operagdo de secagem e resfriamento foi feita até obtengéo
de peso constante, para entdo ser calculada a porcentagem de umidade, utilizando-
se a Equacéo 6.

Equacéao 6:
% Umidade = (100 x n°. de gramas de umidade) / n®. de gramas da amostra

4.2.11 Atividade de Agua

A determinacdo de atividade de agua nas amostras foi realizada por
meio de leitura em equipamento Aqualab® (modelo 4TE, Decagon Devices®,
Pullman, Estados Unidos), seguindo as especificagdes do fabricante.
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5 ARTIGO 1: INFLUENCIA DE FER'I:ILIZA(;AO COM LIXIVIADO DE ATERRO
SANITARIO NA COMPOSICAO QUIMICA, PRODUTIVIDADE E QUALIDADE
SANITARIA DE MILHO

RESUMO

O lixiviado de aterro sanitario € um liquido escuro rico em nitrogénio amoniacal,
resultante da decomposicdo anaerobia da fracdo organica de residuo sélido urbano.
O trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de fertilizacdo com cinco doses
crescentes de lixiviado de aterro sanitario (0; 32,7; 65,4; 98,1 e 130,8 m® ha™') e uma
com ureia (120 kg ha') na composigao fisico-quimica, teor de metais, produtividade
e qualidade sanitaria de milho, nos anos agricolas de 2009/2010 e 2011/2012. Além
disso, foi avaliado o acumulo de metais em aveia e trigo, que foram cultivadas no
periodo de inverno no mesmo campo experimental. A produtividade e os teores de
proteinas, cinzas e lipidios, em geral aumentaram com a aplicacdo de doses
crescentes de lixiviado de aterro sanitario. Fumonisinas ocorreram em 100% das
amostras de milho nos dois anos avaliados, com maiores concentra¢des detectadas
no controle sem fertilizagdo e nos tratamentos com lixiviado, no qual foram
detectadas amostras contaminadas com niveis superiores ao limite maximo tolerado
recomendado pela ANVISA (5,0 ug g'). A concentragdo de célcio, magnésio, sédio,
potéssio, zinco, cobre, niquel e chumbo em milho adubado com lixiviado de aterro
sanitario nao diferiram do controle sem fertilizacédo (p > 0,05), exceto manganés, cuja
concentragcdo aumentou com aplicacao de lixiviado. Contudo, observou-se tendéncia
de aumento na concentracdo de chumbo no ano 2009/2010 e sédio em 2011/2012
com incremento nas doses de lixiviado. As concentragdes de cobre, chumbo e
manganés em tecido foliar de aveia aumentaram com incremento nas doses de
lixiviado. Para trigo, somente manganés teve concentracdo aumentada com as
doses de lixiviado aplicadas ao solo. Os resultados mostram a necessidade de maior
investigacdo quanto ao uso seguro de lixiviado de aterro sanitario em solo agricola.

Palavras-chave: Lixiviado de aterro sanitario. Disposicdo de efluentes liquidos.
Reaproveitamento de nutrientes. Metais pesados. Fumonisinas.



58

INFLUENCE OF FERTILIZATION WITH LANDFILL LEACHATE ABOUT
CHEMICAL COMPOSITION, PRODUCTIVITY AND QUALITY SANITARY OF
CORN.

ABSTRACT

The landfill leachate is a rich dark liquid ammoniacal nitrogen resulting from the
anaerobic decomposition of organic fraction of municipal solid waste. The study
aimed to evaluate effect of fertilization with five increasing doses of landfill leachate
(0, 32.7, 65.4, 98.1 and 130.8 m® ha”) and urea (120 kg ha’) was evaluated in
physico-chemical composition, metal content, productivity and health quality of maize
in crop years 2009/2010 and 2011/2012. In addition evaluated accumulation of heavy
metals in leaf tissue oat and wheat grains that were grown during winter in the same
experimental field. Productivity, besides the content proteins, lipids and ashes in
grains increased with the application of increasing doses of landfill leachate.
Fumonisins occurred in 100% of the corn samples evaluated in two years, with
highest concentrations detected in control without fertilization and treatments with
leachate, where was detected samples contaminated with levels above the maximum
tolerated recommended by Brazilian legislation (5.0 ug g'). The concentration of
calcium, magnesium, sodium, potassium, zinc, copper, nickel and lead in corn
fertilized with landfill leachate did not differ from control without fertilization (p > 0.05),
except manganese, whose concentration increased with application of leachate.
However, trend was observed in increase in the concentration of lead in year
2009/2010 and sodium in 2011/2012 with increased doses of leachate.
Concentrations of copper, lead and manganese in leaf tissue oats increased with
increased doses of leachate. For wheat, only manganese had their concentration
increased with leachate applied to the soil. Results show the need for further
investigation before safe use of landfill leachate in agricultural soil.

Key words: landfill leachate. Disposal of liquid waste. Reuse of nutrients. Heavy
metals. Fumonisins.
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INTRODUCAO

A atividade humana gera grande quantidade de residuos soélidos ou
liquidos, os quais apresentam ampla variedade e complexidade e que, quando
dispostos de forma incorreta, impactam o ambiente de diversas formas devido ao
seu potencial como poluente. Em muitas regides no Brasil, os residuos sélidos
urbanos sédo depositados em escavagdes ou depressdes naturais do solo, sendo
denominados como lixdes ou aterros controlados. Nestes locais néo existe controle
da entrada de agua pluvial ou saida da agua de drenagem. A tecnologia de
disposi¢éo tem evoluido e os residuos tém sido depositados em aterros sanitarios,
0s quais sao construidos com planejamento no que diz respeito a separagdao dos
residuos, coleta e tratamento do lixiviado, além do controle do metano produzido
(BARLAZ, 1996).

As principais emissdes de poluentes associados a aterros sanitarios sao
a geracao de gases potencialmente explosivos e producao de lixiviados (SANG et
al., 2010). O lixiviado de aterro sanitario € um residuo liquido de elevada carga
organica e coloragéo escura, produzida pela decomposi¢cdo quimica e microbiologica
de residuos solidos organicos. A formacao e composi¢cao quimica do lixiviado sdo
dificeis de serem definidas, pois dependem de varias condicdes ambientais no local
do aterro, tais como: geologia, temperatura, teor de umidade interna, quantidade de
chuvas, entre outras. Além disso, é influenciada pela natureza dos residuos
depositados, da forma de disposicdo, manejo e idade do aterro, (IM et al., 2001; EL
FADEL et al., 2002).

Aterros sanitarios recebem lixo de origem doméstica, comercial,
industrial e, em alguns casos, hospitalar. Consequentemente, a composi¢cao do
lixiviado € complexa e pode ser caracterizada como uma solugao aquosa contendo
quatro fragdes principais: matéria organica dissolvida (formada principalmente por
metano, acidos graxos volateis, compostos humicos e fulvicos), macrocomponentes
inorganicos (Ca?*, Mg?*, Na*, K*, NH,*, Fe**, Mn®", CI', SO4*, Zn** e HCO3), metais
pesados (Cd?*, Cr*, Cu®, Pb?" e Ni?*) em concentragdes variaveis, dependendo da
origem dos residuos e da idade do aterro e compostos organicos xenobibticos
(representados por hidrocarbonetos aromaticos, compostos fendlicos e
organoclorados alifaticos) presentes em concentragcdes relativamente baixas
(CHRISTENSEN et al., 1994).
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Existem poucos métodos com caracteristicas técnicas e
economicamente viaveis que possam ser efetivamente aplicadas no tratamento do
lixiviado gerado (FLECK, 2005). A disposi¢do do lixiviado no solo surge como
alternativa, pois constitui o melhor e mais seguro meio para disposicao de poluentes
quando comparado a hidrosfera ou a atmosfera. Outro beneficio da disposi¢do
desses residuos no solo refere-se a possibilidade de serem usados na agricultura
como fertilizantes. A aplicagéo de lixiviado de aterro sanitario em solo fornece uma
opcao para completar o ciclo do nitrogénio (N) pelo retorno e biodisponibilidade de
NHx—N para o ecossistema, aliviando simultaneamente a carga das estacdes de
tratamento pelo potencial de fitorremediagao do sistema solo-planta (CHENG; CHU,
2011). Além disso, a disposigao de lixiviado de aterro sanitario em solos agricolas
pode contribuir para producdo de alimentos, uma vez que 0s nutrientes sdo
imobilizados pelas plantas e convertidos em biomassa.

Uma das preocupacdes quanto a aplicacdo de lixiviado de aterro
sanitario ao solo advém da possivel contaminacado por metais pesados. A presenca
de metais em lixiviados de industrias e aterros sanitarios € uma das principais
causas de poluicdo do solo e da agua (WANG et al., 2005). Os metais pesados
podem expressar seu potencial poluente diretamente em organismos do solo, pela
disponibilidade as plantas em niveis fitotoxicos, além da possibilidade de
transferéncia para cadeia alimentar por meio das préprias plantas ou pela
contaminacao das aguas de superficie e subsuperficie (CHANG et al., 1987).

Os nutrientes imediatamente disponiveis as plantas sdo aqueles que se
encontram em solugdo, oriundos da fase sélida do solo ou dos fertilizantes. Por sua
vez, a disponibilizagdo dos ions para as raizes depende de diversos fatores, tais
como: pH, complexacao ibnica, conteudo de &gua, precipitacdo e dissolugcao de
sélidos, temperatura, profundidade no solo, capacidade de troca de cations,
potencial de oxirreducado, atividade biol6égica e teor de matéria organica do solo
(SPOSITO,1989). A disponibilidade de minerais no solo influencia a composicao
nutricional das plantas e consequente susceptibilidade ao ataque de patégenos e
pragas. Além disso, praticas de manejo agricola exercem impacto direto na
diversidade microbiana, principalmente em relacdo a sanidade do solo e cultura,
influenciando na sustentabilidade (BUYER; KAUFMAN, 1996).

O milho esta sujeito a acao de fungos fitopatogénicos, responsaveis por
perdas da qualidade sanitéria, fisica e nutricional de grédos. Além disso, muitas
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destas espécies de fungos produzem metabdlitos secundarios toxicos, conhecidos
como micotoxinas, que contaminam os graos causando risco potencial para saude
humana e animal, resultando em doencas e perdas econémicas (CAST, 2003).
Fumonisinas sdo micotoxinas sollveis em &agua que sdo produzidas por varias
espécies de Fusarium, principalmente Fusarium verticillioides e F. proliferatum,
sendo um contaminante fungico primario do milho e seus produtos derivados em
todo o mundo (KRSKA; WELZIG; BOUDRA, 2007; WANG et al., 2008). A Agéncia
Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC) em Lyon, Franga, avaliou as
toxinas produzidas por F. verticillioides como cancerigenos do grupo 2B, isto é,
possivelmente cancerigeno para seres humanos (IARC, 1993).

O uso de residuos de aterro sanitario, sobretudo aqueles com altos
teores de nitrogénio como fonte alternativa de nutrientes para agricultura, ja vém
sendo estudado por outros autores (MADRID et al., 2007; CHENG; CHU, 2007). O
melhor entendimento das modificacbes nos atributos quimicos do solo, decorrentes
da reciclagem de residuos organicos e do uso de residuos na fertilizagdo, pode
fornecer subsidios para producdo em bases sustentaveis, sem comprometer o
ambiente (SCHERER; BALDISSERA; NESI, 2007). No entanto, essa pratica sé sera
vidvel se os riscos ambientais forem evitados ou minimizados e os alimentos
produzidos tiverem niveis toleraveis de contaminagdo por poluentes, assim como
eventuais efeitos negativos na produtividade e qualidade das culturas agricolas.

Diante do exposto, o trabalho teve objetivo de avaliar a produtividade,
composicao quimica (teores de nutrientes, proteinas, lipidios e cinzas) e a qualidade
sanitaria (concentragcées de metais pesados, contaminagéo fungica e fumonisinas)
de gréos de milho (primeira safra) submetidos a fertilizagdo com diferentes doses de
lixiviado de aterro sanitario. Como complemento, foi avaliada a concentracao de
metais em tecido foliar de aveia preta e em graos de trigo, cultivados no mesmo
campo experimental como cobertura do solo no periodo do inverno e que também

foram submetidos a fertilizacdo com lixiviado de aterro sanitario

EXPERIMENTAL

Localizacdo e caracterizagcdo da area experimental
O experimento foi conduzido na fazenda experimental do Instituto

Agrondmico do Parana (IAPAR), em Londrina, regido Norte do Estado do Parang, o
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qual se encontra a 22°22’ latitude Sul, 51°9’ longitude Oeste de Greenwich, em solo
classificado como Latossolo Vermelho distroférrico (LVdf) com textura argilosa
(EMBRAPA, 2006). A Tabela 1 apresenta algumas caracteristicas quimicas do solo
antes da instalacao do experimento em 2008 (PANCHONI, 2011).

O clima da regido, segundo classificagao de Kdéppen, € Cfa, ou seja,
clima subtropical com temperatura média no més mais frio inferior a 18°C
(mesotérmico) e temperatura média no més mais quente acima de 22°C, com verdes
quentes, geadas pouco frequentes e tendéncia de concentracdo das chuvas nos
meses de verdo, contudo sem estacdo seca definida (IAPAR, 2012). A Figura 1
apresenta os dados de temperaturas maxima e minima, além da precipitacéo
pluviométrica mensal, durante o periodo de condugdo do experimento, nos anos
agricolas de (a) 2009/2010 e (b) 2011/2012.

Delineamento experimental e aplicagcoes do lixiviado de aterro sanitario

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
repeticbes. Foram instalados 6 tratamentos: um controle sem fertilizagdo (D0O), um
tratamento com 120 kg N ha” na forma de uréia (UR) e mais quatro doses de
lixiviado (D1, D2, D3 e D4), sendo estas crescentes e calculadas em funcao do teor
de nitrogénio total presente no lixiviado na primeira aplicacdo, com objetivo de
fornecer 30, 60, 90 e 120 kg N ha™, respectivamente, o que resultou em um volume
de aplicagdo de 0; 32,7; 65,4; 98,1 e 130,8 m® ha” de lixiviado, respectivamente. O
lixiviado foi aplicado na drea por nove vezes, nos seguintes periodos: julho/2008,
agosto/2008, outubro/2008, maio/2009, setembro/2009, dezembro/2009, junho/2011,
dezembro/2011 e junho/2012.

Devido a dificuldade de se obter lixiviado de aterro sanitario na regiao,
foram utilizados lixiviados de trés locais diferentes. Nas seis primeiras aplicacées
utilizou-se lixiviado do antigo depésito de residuos soélidos do municipio de Londrina-
PR. Nas duas aplicacdes seguintes foi utilizado lixiviado do aterro do municipio de
Rolandia - PR e na ultima aplicagéo foi utilizado lixiviado do aterro do municipio de
Arapongas - PR. Em cada aplicacao, amostras do lixiviado foram coletadas para
posterior andlises de metais, sendo que o pH foi medido diretamente na amostra de
lixiviado (Tabela 2).

O volume de lixiviado utilizado na primeira aplicacao foi fixado para
demais aplica¢des e posteriormente determinado os teores de N no lixiviado usado
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em cada aplicacdo, sendo que em média as aplicagbes forneceram o
correspondente a DO = 0; D1 = 29,2; D2 = 57,5; D3 = 85,8 e D4 = 115,1 kg ha de
N. O tratamento com ureia (UR) recebeu 120 kg ha™ de N, metade aplicada no sulco
de semeadura e a outra metade 40 dias apds, em cobertura. As parcelas
apresentaram a dimens&o de 6 x 8 m, mantendo-se 1 m de bordadura ao seu redor,
totalizando area Util de 35 m®. Entre as parcelas foram ainda mantidos corredores de
2 m de largura.

Em maio/2009 foi semeada aveia preta (Avena strigosa, variedade
IAPAR 61) como cobertura de solo, sem uso de qualquer fertilizante. A semeadura
do milho foi realizada em novembro/2009, utilizando hibrido 2B710 da Dow
AgroSciences®, diretamente sobre a palhada de aveia e solo adubado com lixiviado
do aterro sanitario de Londrina - PR, conforme os tratamentos. Em junho/2011 foi
semeada novamente aveia preta (variedade IAPAR 61) como cobertura do solo
antes do plantio de milho no verdo, em solo fertiizado com lixiviado do aterro
sanitario de Rolandia - PR, conforme tratamentos. Em novembro/2011 foi semeado
milho diretamente sobre a palhada de aveia, em solo também submetido a aplicacao
de lixiviado do aterro sanitario de Rolandia - PR e, em junho/2012, foi semeado trigo
no mesmo campo experimental como cobertura do solo (cultura de inverno), desta

vez com aplicagéo de lixiviado proveniente do aterro de Arapongas — PR.

Amostras

Quando os graos apresentaram aproximadamente 20% de umidade,
foram colhidas duas linhas centrais de cada parcela. As amostras foram secas em
estufa a 50 °C por 24 horas e armazenadas a 4 °C até o momento do uso. Os graos
de milho e trigo, além do tecido foliar de aveia, foram triturados assepticamente até
granulometria de 50 mesh, evitando contaminacdo das amostras para proceder-se
as andlises da composicdo quimica, contagem de bolores e leveduras e
quantificacao de fumonisinas.

Anadlise do teor de metais

A metodologia utilizada neste trabalho foi descrita em Malavolta et al.
(1997). Ap6s a oxidacdao do material vegetal pela digestdo nitrico-perclorica, os
elementos foram quantificados por espectrometria de absorg¢do atdbmica (item 4.2.1).
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Determinagdo de fumonisinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A extracdo e quantificacdo de fumonisinas por CLAE foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita por Shephard et al. (1990), modificada por
Ueno et al. (1993) (itens 4.2.2 € 4.2.3).

Avaliag&do da microbiota fungica

A metodologia utilizada esta descrita no item 4.2.4. Os géneros fungicos
foram identificados de acordo com Nelson; Toussoun e Marasas (1983) e Samson;
Hoeskstra e Frisvad (1996).

Analises fisico-quimicas

O teor de proteinas nos grédos de milho foi determinado pelo método
Kjeldahl (AOAC, 1995) (item 4.2.5). O teor de cinzas foi determinado mediante
pesagem de residuos de incineracao (IAL, 1985) (item 4.2.6). O teor de lipidios foi
determinado pelo método Soxhlet (AOAC, 1995) (item 4.2.8). A determinagdo de
umidade foi feita pelo método de secagem a 105 °C (lAL, 2008) (item 4.2.9).

Analise estatistica

Os niveis de fumonisinas e contagem de Fusarium spp., Penicillium
spp., Aspergillus spp. e leveduras foram estatisticamente avaliados por analise de
variancia seguida por teste de Tukey (p < 0,05). As analises da composi¢cao quimica
e teores de metais foram avaliadas por analise de variancia seguida por teste de
Tukey ou Duncan (p < 0,05). Toda analise estatistica foi realizada pelo software
Statistica, verséo 7.0 (Stat Soft, Inc., Estados Unidos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 apresenta a frequéncia relativa dos principais géneros
fungicos em 48 amostras de milho do campo experimental nos anos agricolas de
2009/2010 (n = 24) e 2011/2012 (n = 24). No ano 2009/2010, Fusarium spp. foi de
maior ocorréncia com 100% de deteccao, seguido de Penicillium spp. e leveduras
que foram detectados em 92% das amostras. A frequéncia de Aspergillus spp. foi

menor, sendo detectado em 38,3% das amostras. No ano 2011/2012, Penicillium e
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leveduras foram de maior ocorréncia com 100% de deteccao, seguido por Fusarium
e Aspergillus com 66,6 e 46%, respectivamente.

Os resultados em 2009/2010 estdo de acordo com os relatados por Ono
et al. (2006) que detectaram Fusarium spp. € Penicillium spp. em 100% e 91,6% das
amostras de milho (n = 24) da regido Norte do Estado do Parana. Moreno et al.
(2009) avaliaram amostras de milho recém-colhidas, nas safras de 2003 (n = 150) e
2004 (n = 90), da regiao Norte do Estado do Parana e o género Fusarium spp. foi
predominante com 100% de frequéncia para ambas as safras, seguido por
Penicillium spp. com 97,3% (safra 2003) e 91,1% (safra 2004). Apesar de Aspergillus
e Penicillium serem classificados como fungos de armazenamento, com base em
estudos realizados em climas temperados, sob clima subtropical ou tropical quente e
umido, espécies de Aspergillus e Penicillium podem infectar grdos no campo
(CHRISTENSEN; SAUER, 1982; WILSON; ABRAMSON, 1992).

A Tabela 3 apresenta os resultados da contagem de Fusarium spp.,
Aspergillus spp., Penicillium spp. e leveduras em grdaos de milho, em fungédo das
diferentes formas de fertilizacdo (com e sem lixiviado) nos anos de 2009/2010 e
2011/2012. No ano 2009/2010, Fusarium spp. foi encontrado de 3,0 x 10*a 1,1 x 10°
unidade formadora de col6nia por grama de amostra (UFC g™"), Penicillium spp. foi
detectado de 3,4 x 10* a 2,8 x 10° UFC g™, Aspergillus spp. de 2,5 x 10" a 5,0 x 10°
UFC g e leveduras de 6,5 x 10° a 6,1 x 10° UFC g'. No ano 2011/2012, Fusarium
spp. foi encontrado de 4,4 x 10° a 3,2 x 10° UFC g™, Penicillium spp. de 6,3 x 10° a
1,6 x 10" UFC g, Aspergillus spp. de 7,2 x 10* a 3,0 x 10° UFC g™ e leveduras de
2,4x10°a 1,0 x 10° UFC g”'. A contagem de Fusarium e Penicillium estdo de acordo
com dados apresentados por Ono et al. (1999), nos quais obtiveram a contagem de
1,0 x 10° 2 2,2 x 10° e 5,5 x 10° a 2,8 x 10° UFC g, respectivamente, em 37
amostras de milho da regiao Norte do Estado do Parana. Moreno et al. (2009)
detectaram Aspergillus na faixa de 10? a 10* UFC g em amostras (n = 90) coletadas
na recepgao de industrias processadoras de milho na regiao Norte do Parana.

A contaminagao por Fusarium, Aspergillus, Penicillium e leveduras nao
apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey (p > 0,05) em relagcao aos
diferentes formas de fertilizagcdo (com e sem lixiviado) em ambos os anos agricolas
avaliados (Tabela 3). Este resultado estd de acordo com aqueles obtidos por
Hassegawa et al. (2008) que avaliaram o efeito de diferentes doses de N (0, 50 e

100 kg ha), zinco (0, 0,5 e 1,0 kg ha™") e boro (0 e 5,0 kg ha™) na contaminacéo
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fungica e por fumonisinas em amostras de milho (safra 2000) e relataram que doses
de N ndo exerceram efeito significativo sobre a contaminagao por Fusarium spp,
Aspergillus spp. e Penicillium spp. Entretanto, Reid; Zhu e Ma (2001) relataram
aumento significativo em sintomas de podriddao em milho causado por Fusarium
graminearum aumentando a dose de adubacgdo quimica com NH4sNO3 de 100 para
200 kg ha™.

No ano 2009/2010 ocorreu maior frequéncia de Fusarium spp. em
comparagao a 2011/2012. Uma possivel explicacdo para este resultado seria as
diferentes condi¢des climaticas entre os dois periodos. Em 2009/2010, no periodo
de pré-colheita (més de margo) ocorreram cerca de 258 mm de precipitacdo, ao
passo que, em 2011/2012, ocorreram 88 mm no mesmo periodo (Figuras 1a e 1b). A
condicao climéatica em 2009/2010 resultou em maior teor de umidade nos graos
(Tabela 3) que, aliada as altas temperaturas no periodo, estimularam o crescimento
de Fusarium a niveis superiores aos encontrados em 2011/2012, no qual apresentou
maior prevaléncia de Penicilllum e Aspergillus. Fungos de campo, como F.
verticillioides, invadem graos no estagio de pré-colheita, ou espigas na pés-colheita
antes do debulhamento, sendo que este grupo requer alto teor de umidade (20 a
22%). Por outro lado, fungos de armazenagem requerem teor de umidade na faixa
de 16% para invasao micelial e compreendem espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium (WATSON; RAMSTAD, 1987).

Fumonisinas totais (FBi1 + FBy) foram detectadas em 100% das
amostras de milho em ambos os anos avaliados, independente do tratamento
experimental (Tabela 4). Este resultado esta de acordo com os relatados por Ono et
al. (2008), nos quais detectaram fumonisinas em 100% das amostras de milho
recém-colhido (n = 870) na regido Norte do Estado do Parana (safras 2003 e 2004).
Silva et al. (2008) analisaram 245 amostras de milho recém-colhido (safra 2004) de
industrias processadoras de milho da regido Norte do Estado do Parana e também
detectaram fumonisinas em 100% das amostras.

Os niveis de fumonisinas encontrados, considerando todos os
tratamentos, variaram de 0,08 a 13,70 (média de 4,01 ug g') em 2009/2010 e de
0,08 a 12,49 (média de 3,06 ug g"') em 2011/2012 (Tabela 4). Os valores médios
ficaram abaixo dos obtidos por Ono et al. (2006), que analisaram 24 amostras de
milho (safra 1995) coletadas de cooperativas do Estado do Parana e encontraram

concentragdes de fumonisinas na faixa de 0,57 a 20,38 pug g (média de 6,33 ug g™).
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Moreno et al. (2009) avaliaram 150 amostras de milho recém-colhido (safra 2003) de
industrias processadoras de milho da regido Norte do Estado do Parana e
encontraram niveis que variaram de 0,08 a 15,32 ug g (média de 2,54 ug g') em
amostras da recepcdo e de 0,11 a 18,78 ug g (média de 3,12 ug g') em amostras
da pré-secagem.

Os niveis médios de fumonisinas encontrados nos dois anos ficaram
abaixo do limite maximo tolerado (LMT) recomendado pela Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2011), no qual determinou que a partir de
janeiro de 2014, o LMT de fumonisinas totais (FB1 + FB2) em milho em gréo para
posterior processamento sera de 5,0 ug g™

No ano 2009/2010, niveis médios mais elevados de fumonisinas foram
detectadas nos tratamentos DO (8,43 ug g™'), que ndo recebeu nenhum fertilizante e
D4 (6,19 ug g'), que recebeu maior dose de lixiviado (130,83 m® ha™). Embora as
concentra¢gdes médias de fumonisinas tenham sido maiores nestes dois tratamentos,
observou-se diferenga significativa somente entre os tratamentos DO e D2 pelo teste
de Tukey (p < 0,05) (Tabela 4). Por outro lado, no ano 2011/2012, maiores
concentragdes de fumonisinas foram detectadas nos tratamentos D1 (5,31 pg g') e
D3 (5,61 ug g"') e menores em D4 (1,15 ug g') e UR (1,21 ug g'). Entretanto, ndo
foi observada diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p >
0,05).

Nos dois anos de avaliacdao, em milho adubado com lixiviado, 68,75%
das amostras apresentaram concentracdes de fumonisinas < 5,0 pg g” e 31,25% >
5,0 ug g, ou seja, acima do LMT estabelecido pela legislacdo. No tratamento sem
fertilizagdo (DO), 50% das amostras apresentaram contaminacéo < 5,0 ug g~ e 50%
> 5,0 ug g' e no milho adubado com uréia (UR), 100% das amostras ficaram < 5,0
ug g’ (Figura 3).

Estes resultados mostram que a auséncia e/ou deficiéncia na fertilizagao
pode causar aumento na contaminagdo por fumonisinas, em vista das
concentragdes encontradas nos tratamentos DO e D1. Do mesmo modo, o
tratamento que recebeu dose mais alta de lixiviado (D4) também apresentou nivel
elevado de fumonisinas em 2009/2010, enquanto que menores niveis foram
encontrados no milho adubado com uréia na dose de 120 kg ha™'. A deficiéncia de N
no solo resulta em prejuizos na qualidade e na produtividade agronbémica, mas
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também pode provocar o enfraquecimento da planta, aumentando a suscetibilidade
a doencas. Por outro lado, a adubagao nitrogenada em excesso pode aumentar o
aparecimento de lesées nas plantas e facilitar a infeccao por patégenos. Blandino;
Reyneri e Vanara (2008) avaliaram a influéncia de doses crescentes de N (0, 200 e
300 kg ha') sobre a incidéncia de podriddo fingica em espiga de milho e
observaram que tanto tratamentos sem adubacdo (0 kg ha'), quanto os que
receberam maior dose (300 kg ha™') apresentaram maior incidéncia de podridao de
espiga causada por fungos. Segundo os autores, 0 excesso de N causa alta massa
foliar que, provavelmente, influenciou nas condi¢gdes microclimaticas no interior da
cultura conduzindo a um menor fluxo de ar e maior umidade relativa, favorecendo a
contaminagao e sobrevivéncia de fungos.

A Tabela 5 apresenta os resultados referentes a produtividade média e
a analise quimica de amostras de graos de milho submetidos a fertilizacdo com
doses crescentes de lixiviado nos anos agricolas de 2009/2010 e 2011/2012.
Observou-se variabilidade entre niveis maximos e minimos para as analises fisico-
quimicas, sendo estas influenciadas significativamente (p < 0,05) pelas doses de
lixiviado. Segundo Paes (2006), a composi¢ao quimica dos gréaos de milho é de 72%
de carboidratos, principalmente amido, 9,5% de proteinas, 9% de fibras e 4% de
lipidios.

Aplicagbes de lixiviado de aterro sanitdrio no solo, em quantidade
baseada na necessidade de N da cultura, proporcionou aumentos significativos nos
teores de proteinas nos graos de milho. Este efeito foi possivel porque o lixiviado de
aterro sanitario apresenta elevada carga de N-amoniacal e de material orgénico
estabilizado. O teor de proteinas nos graos aumentou significativamente (p < 0,05)
com o incremento das doses de lixiviado nos dois anos (Tabela 5). Proteinas em
graos de milho que foram colhidos de plantas que receberam maior dose de lixiviado
(D4), diferiu significativamente dos demais tratamentos com lixiviado, sendo que o
teor médio obtido em D4 nao apresentou diferenca significativa do tratamento com
fertilizagdo mineral com ureia (UR) em ambos os anos avaliados. Em trabalho
realizado por Fernandez-Luquefio et al. (2010), no qual compararam o efeito da
aplicacao de aguas residuarias e ureia, ambos em quantidades que forneceram 120
kg de N ha™ para cultura do milho, as caracteristicas da planta, inclusive teor de N
foliar, ndo foram afetadas pelo tipo de fertilizacdo, indicando que a fonte nao

interferiu na absorgéo final do N e no crescimento das plantas.
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A produtividade de graos foi responsiva a adicdo de lixiviado ja na
primeira dose, com tratamentos com lixiviado diferindo significativamente (p < 0,05)
do controle sem fertilizacdo (D0), em ambos os anos avaliados (Tabela 5). O
acréscimo no teor de nutrientes contribuiu para um melhor desenvolvimento da
cultura do milho que acabou por resultar em aumento da produtividade de graos em
resposta a adicdo do lixiviado, assim como no tratamento que recebeu nitrogénio
mineral na forma de ureia. Dessa forma, tanto N fornecido via lixiviado, quanto
fornecido via ureia, foi eficiente em praticamente dobrar a produgéo de graos em
relagdo ao controle sem fertilizagdo. Aumentos de produtividade também foram
obtidos por Prabpai et al. (2009) em milho cultivado em solos tratados com composto
sblido de aterro sanitario na Tailandia, no qual obteve rendimentos até 85%
superiores ao tratamento controle.

Os resultados obtidos para teor de lipidios em graos mostram que
tratamentos que receberam fertilizacdo via lixiviado apresentaram teores
significativamente maiores (p < 0,05) em comparacéao ao controle sem fertilizacao no
ano 2009/2010 (Tabela 5). Em 2011/2012, este efeito foi menos pronunciado, no
qual todos os tratamentos que receberam lixiviado apresentaram teores de lipidios
superiores ao tratamento sem fertilizacdo (D0), mas somente o tratamento com ureia
apresentou teor de lipidios significativamente maior (p < 0,05) em comparagcédo ao
tratamento controle. Marsaro Junior et al. (2007), relataram que trés das cinco
cultivares de milho, cultivadas em diferentes sistemas de fertilizacdo (organica,
mineral, organica e mineral combinadas), apresentaram menores médias para
porcentagem de lipidios na auséncia de fertilizag&o, indicando que a disponibilidade
de minerais no solo pode modificar a concentracdo de lipidios em graos de milho.

Os resultados para teores de cinzas em grdos mostraram algumas
diferengas entre os tratamentos, contudo, observou-se ampla variabilidade nos
resultados (Tabela 5). Maiores teores de cinzas foram obtidos nos tratamentos
adubados com lixiviado, em comparagao a fertilizagdo com ureia, principalmente no
ano 2009/2010. Isso pode estar relacionado com maior teor de nutrientes presentes
no lixiviado, além da qualidade e quantidade da matéria organica. O lixiviado pode
apresentar maiores teores de metais totais e compostos organicos dissolvidos, bem
como nutrientes de composicdao desequilibrada para o crescimento das plantas
(SANG et al., 2010).
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A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para analise dos nutrientes
Magnésio (Mg), Zinco (Zn), Célcio (Ca), Sodio (Na), Manganés (Mn) e Potassio (K)
em grédos de milho nos anos agricolas de 2009/2010 e 2011/2012. Os resultados
mostram que aplicacdo de doses crescentes de lixiviado de aterro sanitario no solo
nao causou efeito quanto aos teores de metais, embora tenha ocorrido efeito
significativo em alguns tratamentos. No ano 2009/2010, no qual os tratamentos
receberam lixiviado do antigo aterro sanitario de Londrina - PR, as concentracdes de
Ca, Mg, Na e Zn nas amostras adubadas com lixiviado ndo diferiram (p > 0,05) do
controle sem fertilizagdo. Ocorreram diferencas significativas entre alguns
tratamentos, no entanto, ndo houve correlacdo entre a aplicagdo de doses
crescentes de lixiviado e acumulo de metais nos graos.

Em 2009/2010, a concentragdo de Mn nos tratamentos que receberam
fertilizacao com lixiviado diferiram do tratamento controle (D0), entretanto, ndo se
observou diferenga significativa entre tratamentos com lixiviado. Considera-se que
Mn é facilmente absorvido pelas plantas quando ocorre na forma soluvel no solo,
existindo uma relagao direta entre teor soluvel do elemento no solo e concentragéo
na planta (DECHEN; NACHTIGALL, 2006). Por outro lado, existe uma correlagao
negativa entre concentracdo de Mn nas plantas e aumento do pH do solo, e uma
correlagdo positiva com teor de matéria organica no solo (MARSCHNER, 1995). O
aumento na concentracdo de Mn nos grédos de milho pode estar relacionada a
incorporacao deste metal via lixiviado ou por alteracbes nas propriedades fisico-
quimicas do solo, desencadeada pela aplicacdo de lixiviado ou ureia, que
aumentaram a fitodisponibilidade do Mn. No ano 2009/2010, observou-se que
maiores concentragcdes de Mn, Ca e Na foram encontrados nos tratamentos que
receberam ureia (UR), indicando que a fertilizagdo mineral teve efeito importante na
absorcao destes metais (Tabela 6).

No ano 2011/2012, no qual os tratamentos receberam lixiviado do aterro
sanitario de Rolandia — PR, as concentracbes de Ca, Mg, Zn e K em amostras
adubadas com lixiviado n&o diferiram (p > 0,05) do controle sem fertilizacao, ou seja,
a aplicacao de lixiviado nao influenciou na fitodisponibilidade e acumulo destes
metais (Tabela 6). Contudo, maiores concentragdes de Mn foram observadas nos
tratamentos com lixiviado e com ureia (UR), em comparacao ao tratamento controle,
mostrando que a fertilizacdo com N tem efeito positivo sobre a absorcdo deste

nutriente. Concentragcées de Na em graos de milho no ano 2011/2012 aumentaram
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com o0 acréscimo nas doses de lixiviado (p < 0,05). Isto pode ser um indicativo que
sbédio adicionado via lixiviado contribuiu para aumentar a concentracdo deste
elemento nos graos.

A Tabela 7 apresenta as concentracdes de Chumbo (Pb), Cobre (Cu) e
Niqguel (Ni) em gréos de milho nos anos agricolas de 2009/2010 e 2011/2012.
Concentracoes de Cromo (Cr), Cadmio (Cd) e Arsénio (As) ficaram abaixo do limite
de deteccdo do método utilizado. No Brasil, o limite maximo de tolerancia (LMT) para
metais em alimentos esta regulamentado desde 1965 (BRASIL, 1965). Esses limites
foram atualizados e alguns mantidos pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 1998). O LMT para Pb, Cu, Ni, Cd, As e Cr em alimentos s&o,
respectivamente, 0,5; 10,0; 5,0; 1,0; 1,0 e 0,1 mg kg'1.

Aplicacdes de doses crescentes de lixiviado ao solo ndo causou efeito
significativo (p > 0,05) na acumulagdo de cobre nos grdos de milho nos anos
agricolas avaliados. Anjos e Mattiazzo (2000) relataram aumento linear na
concentracao de Cu na cultura do milho quando foram aplicadas diferentes doses de
biossélidos provenientes de Estacdo de Tratamento de Esgotos (ETE), no qual o
teor de cobre nos grios variou de 1 a 3 mg kg, enquanto nas folhas variou de 13 a
22 mg kg'. Contudo, os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que a
translocacéo do cobre dos tecidos das plantas para os gréos foi pequena e que a
aplicagdo de lixiviado n&o produziu acumulo deste metal nos gréos. As
concentracdes médias de Cu nos graos de milho em todos os tratamentos ficaram
abaixo do LMT (10 mg kg'") para alimentos destinados ao consumo humano.

Em relagdo ao niquel, houve redugédo na concentracdo deste metal nos
graos com aplicagdo de doses crescentes de lixiviado proveniente do aterro sanitério
de Londrina — PR, no qual os tratamentos D3 e D4 (ambos com 0,20 mg kg™
apresentaram concentracées menores de Ni em comparacdo ao controle DO (0,40
mg kg'). Esse efeito também foi observado por Prabpai et al. (2009), no qual
observaram que a concentracdo de Ni em graos de milho cultivados em solos
tratados com composto solido de aterro sanitario apresentou concentracbes
significativamente menores que o controle. No ano 2011/2012, no qual o lixiviado
aplicado foi proveniente do aterro de Rolandia — PR, as concentragbes de Ni nos
tratamentos que receberam lixiviado n&o diferiram significativamente do tratamento

controle. Contudo, apresentaram médias superiores ao tratamento com ureia (UR).
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As concentracdes médias de Ni nos graos de milho em todos os tratamentos ficaram
abaixo do LMT (5 mg kg™").

No ano 2009/2010, aplicagdo de doses crescentes de lixiviado
proveniente do aterro sanitario de Londrina - PR apresentou efeito significativo na
concentracdo de chumbo nos grdos de milho (p < 0,05). Houve tendéncia de
aumento nas concentragdes com incremento nas doses de lixiviado, sendo que o
tratamento D4 (0,76 mg kg™') apresentou maior teor de chumbo em comparagéo aos
demais tratamentos. Silva et al. (2003) avaliaram a disponibilidade de metais
pesados em diferentes solos submetidos a fertilizagdo com doses crescentes de
composto de lixo urbano e relataram que, entre os metais avaliados, o Pb foi o
elemento que mostrou incremento mais acentuado com aumento da dose de
composto. Os LMT para Pb em cereais in natura é de 0,50 mg kg™'. As amostras D1,
D3 e D4 ficaram acima deste limite, sugerindo que a adicao de lixiviado ao solo pode
ter aumentado a concentracao de Pb nos graos, atingindo niveis preocupantes.

No ano 2011/2012, no qual o lixiviado aplicado foi proveniente do aterro
de Rolandia - PR, somente o tratamento D2 (0,026 mg kg') apresentou maior
concentragdo de chumbo em comparagéo ao tratamento controle DO (0,006 mg kg™
(p < 0,05). No ano 2011/2012, o teor médio de Pb nas amostras de milho ficou
abaixo dos LMT. Observou-se que a concentracao de Pb medido em 2011/2012 foi
muito menor do que observado em 2009/2010. Essa diferenga pode ser atribuida a
diversos fatores, tais como: pH e textura do solo, concentracdo e tipo de
argilomineral, percentual de matéria organica, concentragbes e tipos de cations e
anions presentes e drenagem; que podem afetar sensivelmente a mobilidade do Pb
na superficie do solo e a disponibilidade para as plantas (ZIMDAHL; SKOGERBOE,
1977).

A Tabela 8 apresenta as concentragdes de Pb, Cu, Cr, Na, K, Ni e Mn
do tecido foliar de aveia preta (variedade IAPAR 61), que foram cultivadas no
periodo do inverno como cobertura do solo, antes do plantio do milho. A aveia preta
também foi submetida a fertilizagdo com doses crescentes de lixiviado, nas mesmas
doses aplicadas no experimento com milho, sendo o lixiviado proveniente do aterro
sanitario de Rolandia — PR.

As concentragdes de Cd e As ficaram abaixo do limite de deteccao do
método utilizado. Houve aumento na concentracdo de Na nos tecidos foliares com

aplicacao de doses crescentes de lixiviado (p > 0,05), principalmente da aplicagdo
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realizada em junho/2009, uma vez que um possivel efeito residual das aplicacdes do
ano anterior é pouco esperado devido a remocao deste ion do perfil do solo por
lixiviagdo causada por precipita¢des pluviais. O lixiviado aplicado no plantio de aveia
apresentou alta concentracdo de sédio (2350 mg L) em comparacdo ao aplicado
anteriormente (456 mg L") (Tabela 2), refletindo, possivelmente, na alta acumulagéo
de Na nos tecidos foliares da aveia. O lixiviado carrega consigo alta carga organica e
minerais dissolvidos, como N-amoniacal, K e Na, no qual, em altas concentra¢des no
solo, podem proporcionar impactos negativos ao ambiente. A aplicagdo continua de
lixiviado durante um periodo longo de tempo pode levar a salinizagdo do solo devido
a acumulacao de Na. O excesso de Na pode causar limitagdes no desenvolvimento
das plantas, dispersao de argilas e até dispersdo da matéria organica (LEAL et al.,
2009).

Houve tendéncia de aumento nas concentracées de Cu e Pb com
incremento nas doses de lixiviado. Maiores concentracées de Cu foram encontradas
nos tratamentos D2 (59,67 mg kg™') e D4 (55,54 mg kg') e menores nos tratamentos
D1 (30,42 mg kg') e no controle DO (37,82 mg kg"'). Em relagdo ao Pb, maiores
concentragdes foram encontradas nos tratamentos D3 (10,03 mg kg”') e D4 (12,75
mg kg™'), que receberam maiores doses de lixiviado e menores concentragdes nos
tratamentos controle DO (9,66 mg kg') e UR (9,63 mg kg'). Para Mn, maiores
concentragdes foram encontradas nos tratamentos que receberam lixiviado (p <
0,05), sendo que D3 (300,90 mg kg™') e D4 (291,45 mg kg™') apresentaram maiores
médias.

A Tabela 9 apresenta as concentragdes de Pb, Cu, Cr, Na, K, Ni e Mn
em gréos de trigo, que foram cultivado no periodo do inverno como cobertura do
solo, antes do plantio do milho. O trigo também foi submetido a fertilizagdo com
doses crescentes de lixiviado, nas mesmas doses que foram aplicadas no cultivo de
milho, sendo que o lixiviado utilizado foi proveniente do aterro sanitario de
Arapongas — PR.

As concentracdes de Cd e As nos graos de trigo ficaram abaixo do
limite de detec¢do do método utilizado. As concentragcdes de metais nos tratamentos
que receberam lixiviado ndo diferiram do controle sem fertilizagéo (p > 0,05). A maior
concentragdo de Cu foi encontrada no tratamento UR (8,77 mg kg'), diferindo
significativamente dos demais tratamentos (p < 0,05). Esse resultado mostra que

fertilizacdo mineral na forma de ureia influenciou na absor¢do de Cu, que é um
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micronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento da planta. Isso foi
possivel devido a melhora nutricional da planta em relacédo a aplicacao de nitrogénio.
Para Mn, maiores concentragdes foram encontradas nos tratamentos que receberam
lixiviado, no qual D1 (61,60 mg kg'') e D4 (58,54 mg kg™') atingiram maiores médias
e a menor foi observada no tratamento DO (52,47 mg kg') indicando que a
fertilizagdo via lixiviado teve efeito positivo sobre a absor¢cdo deste nutriente e
acumulagao nos graos de trigo.

CONCLUSAO

A aplicagdo de lixiviado de aterro sanitario na cultura do milho nao
causou efeito quanto a contaminacdo fungica quando comparado a fertilizagao
mineral e ao controle. No entanto, fumonisinas ocorreram em 100% das amostras de
milho nos dois anos avaliados, com maiores concentracbes detectadas no controle
sem fertilizacdo e nos tratamentos com lixiviado, no qual apresentou amostras
contaminadas com niveis superiores ao limite maximo tolerado.

Os efeitos positivos da aplicacdo de lixiviado em relagdo ao teor de
proteinas, lipidios e cinzas em milho, além da produtividade de graos, sugerem seu
potencial como fonte de nutrientes, sobretudo N. A aplicagcdo de doses crescentes
de lixiviado de aterro sanitario ndo apresentou efeito quanto a acumulacao de metais
em graos de milho, exceto manganés chumbo e sodio, cujas concentracdes

aumentaram com aplicacao de lixiviado.
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Figura 1 - Dados de temperatura e precipitagdo durante o periodo de cultivo do
milho nos anos agricolas de 2009/2010 e 2011/2012 em Londrina — PR
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas do solo (0-20 cm) antes da instalagdo do
experimento (2008)

Atributos quimicos do solo Valores
Saturagao por bases (%) 73,02
P disponivel gMehIich 1) (mg dm?) 20,4
Al (cmol; dm™) 0,0
H + Al (cmol. dm™) 3,42
Ca (cmol. dm™) 4,32
Mg (cmol.dm™) 3,29
K (cmol, dm™) 1,65
Soma de bases (Ca + Mg + K) (cmol, dm™) 9,26
Capacidade de Troca de Cations (cmol. dm™) 12,68
Carbono total (g kg™) 16,2
Matéria organica (g kg™') 33,2
pH (0,01 mol L' CaCly) 6,0

Fonte: Panchoni (2011).
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Tabela 2 — Concentracdo de metais e pH do lixiviado proveniente dos aterros de
Londrina - PR e Rolandia - PR

Procedéncia do lixiviado Londrina - PR Rolandia - PR Rolandia - PR
Variavel/ Aplicacbes 62 (dezembro/2009) 72 (junho/2011) 82 (dezembro/2011)

pH 7,94 8,03 7,40

Na (mg L") 456 2350 425

K (mg L' 472 1110 157

Zn (mg L™ 1,34 1,85 0,62

Cu (ug L™ 537 2337 290

Pb (ug L") 181 13,9 1,09

Cr(ugL™ 155 766 75,5

Cd (ug L' ND 0,41 0,025

Mn (ug L") 17,6 729 66,2

ND = nao detectado
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Figura 2 - Frequéncia relativa dos principais géneros fungicos em amostras de milho
(n = 48) cultivadas em solo que recebeu doses crescentes de lixiviado de aterro
sanitario, uréia e controle sem fertilizacdo, nos anos agricolas de 2009/2010 (n = 24)
e 2011/2012 (n = 24)

100

80+

60+

40

Frequéncia relativa (%)

20+

Fusarium Penicillium Aspergillus Leveduras

@ 2009/2010 @ 2011/2012



79

Tabela 3 - Contagem de bolores e leveduras em amostras de milho cultivadas em solo que recebeu doses crescentes de lixiviado
de aterro sanitario, uréia e controle sem fertilizagéo, nos anos agricolas de 2009/2010 (n = 24) e 2011/2012 (n = 24)

Ao Tratamentos  Uridade (%) Aspergillus spp. (UFC g) Fusarium spp. (UFC g) Penicillium spp. (UFC g™) Leveduras (UFC g™)
Média Variagao Média Variagao Média Variagao Média Variagéo

DO 11,2+0,76 *"  25x10°*" - 1,1x10°*®  56x10°-35x10° 9,6x10°** 1,0x10*-3,7x10° 26x10°*" 1,0x10°-1,0x10°

D1 11,3+050*"  6,1x10*** 3,0x10°-3,0x10° 72x10°** 8,0x10*-1,4x10° 3,1x10°** 12x10°-1,2x10° 3,6x10**® 3,0x10°-1,3x10°

2009/2010 D2 11,3+0,38*" 2,5x10°%F - 3,0x10***  6,9x10°-6,1x10* 3,4x10**® 3,2x10*-1,5x10° 3,7x10*** 1,0x10%-1,1x10°
D3 11,3£0,54**  50x10°** 1,3x10°-2,0x10° 4,6x10°*® 76x10°-1,2x10° 1,5x10°** 4,0x10°-59x10° 6,1x10°** 2,0x10°-1,9x10°

D4 10,1 £0,13** 2,5x10'?" - 1,8x10°**  7,9x10*-3,0x10° 9,7x10**® 20x10°-22x10° 25x10°** 6,0x10°-1,0x10°

UR 11,5£0,60** 42x10*** 1,1x10*-1,6x10° 1,1x10°** 1,1x10*-35x10° 28x10°** 32x10*-9,1x10° 6,5x10°*® 2,0x10°-2,4x 10"

Média 11,3£0,51**  43x10°" ND - 2,0 x 10° 9,6 x10°"  69x10°-35x10° 2,0x10°® 20x10%-9,1x10° 66x10'® 1,0x10%-1,9x10°

DO 8,1+0,10*® 1,7x10*** 40x10°-54x10" 4,4x10°** 4,0x10°-1,4x10* 3,6x10°*" 1,2x10°-6,7x10° 2,4x10°*" 6,2x10*-42x10°

D1 8,1+0,13%®  48x10**" - 22x10***  2,0x10°-6,8x10* 52x10°** 53x10*-1,1x10" 6,1x10°** 1,7x10°-1,0x10°

D2 8,0+0,07*® 15x10°** 50x10°-2,1x10° 3,2x10°** 6,4x10*-1,1x10° 1,5x10°*" 4,3x10°-3,1x10° 4,0x10°*® 53x10*-9,5x10°

2o1v/z012 D3 8,1+0,06%® 3,0x10°* 50x10°-1,1x10® 1,0x10*** 3,0x10°-22x10° 3,6x10°** 48x10*-1,2x10" 46x10°** 3,0x10*-9,3x10°
D4 85+0,12*®  72x10'* 6,0x10°-1,0x10° 59x10*** 4,0x10°-1,4x10" 1,6x10"* 29x10*-6,0x10" 1,0x10°** 4,0x10*-3,4x10°

UR 82+0,14*® 12x10°*" - 7.2x10***  1,8x10°-26x10° 63x10°** 1,1x10°-1,1x10" 9,7x10°* 1,1x10*-3,5x10°

Média 82+097*®  1,2x10°® ND - 1,1 x 10° 8,1x10*®  3,0x10%-1,1x10° 63x10°* 29x10*-6,0x10"  63x10°* 1,1x10*-3,5x10°

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical, dentro de cada ano para comparacéo entre as doses de N, ndo apresenta diferenca estatistica pelo teste de Tukey 5%.
Média seguida pela mesma letra mailscula na vertical, para comparagéo entre os anos, ndo apresenta diferenca estatistica pelo teste de Tukey 5%.
DO = controle sem lixiviado: D1 = 32,71 m®*ha™; D2 = 65,42 m®* ha™'; D3 = 98,13 m® ha™'; D4 = 130,83 m® ha™'; UR = 120 kg ha de N na forma de ureia.
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Tabela 4 - Contaminacao por fumonisinas em graos de milho cultivado em solo que
recebeu doses crescentes de lixiviado de aterro sanitério, uréia e controle sem
fertilizacdo, nos anos agricolas de 2009/2010 (n = 24) e 2011/2012 (n = 24)

Ano agricola ~ Tratamentos Fumonisinas (FB; + FBy) (ug g™) Faixa
DO 8,432 1,09 — 12,59
D1 5,06 *° 2,93 - 8,55
D2 0,82° 0,34 —2,27
2009/2010 D3 1,08 2° 0,08 — 4,36
D4 6,19 2" 2,19-11,65
UR 1,622° 0,86 — 3,93
Média 4,02 0,08 — 13,07
DO 2,712 0,09 - 13,70
D1 531° 2,47 — 12,49
D2 2,38° 1,03 - 5,47
2011/2012 D3 561° 1,56 — 9,12
D4 1,152 0,17 1,71
UR 1,212 0,08 -1,76
Média 3,06 0,08 — 13,70

Média seguida pela mesma letra minUscula na vertical ndo apresenta diferenca estatistica pelo teste de Tukey 5%. DO =
controle sem lixiviado: D1 = 32,71 m®* ha™; D2 = 65,42 m° ha; D3 = 98,13 m® ha; D4 = 130,83 m* ha'; UR = 120 kg ha™' de N
na forma de ureia.
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Tabela 5 - Composigao fisico-quimica e produtividade em gréaos de milho cultivadas
em solo que recebeu doses crescentes de lixiviado de aterro sanitério, uréia e
controle sem fertilizagdo, nos anos agricolas de 2009/2010 (n = 24) e 2011/2012 (n =

24)
Ano agricola Tratamentos Cinzas™ (%) Proteinas* (%) Lipidios™ (%) Graos (kg ha'1)

DO 1,41 +0,06%° 6,38 + 0,64° 4,91 + 0,53 4703,1°
D1 1,49 +0,17%° 7,06 +0,63° 7,71 +2,25° 7179,72
D2 1,63+0,112 7,14 +0,30%° 6,09 + 0,48° 8281,3%

2009/2010 " o . .
D3 1,45 + 0,02 7,32 + 0,30 6,02 + 1,27 7994,8
D4 1,50 + 0,10% 8,05 + 0,31° 7,09 +1,22° 8807,3%
UR 1,33 +0,10° 8,21 + 0,35° 7,01 +2,68° 8726,6°
DO 1,43 + 0,082 7,21 +0,27° 5,88 + 0,62° 3340,0°
D1 1,38 + 0,06% 7,35 +0,28° 6,50 + 0,28%° 5169,6%
D2 1,23 +0,12° 7,33+0,41° 6,28 +0,71° 6871,3%

2011/2012 oo . - .
D3 1,24 +0,06 7,47 +0,27 6,65 + 0,93 7637,7
D4 1,20 + 0,08° 7,97 + 0,312 7,52 +1,67% 8936,7%
UR 1,17 £0,12° 8,22 + 0,25° 8,58 + 2,342 8362,5°

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical, dentro de cada ano, ndo apresenta diferenca estatistica pelo teste de
Tukey 5%. DO = controle sem lixiviado: D1 = 32,71 m® ha™'; D2 = 65,42 m®* ha™'; D3 = 98,13 m* ha; D4 = 130,83 m* ha™; UR =

120 kg ha" de N na forma de ureia.

*Expresso em porcentagem na matéria seca.
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Tabela 6 - Concentracdes de metais em graos de milho cultivadas em solo que recebeu doses crescentes de lixiviado de aterro
sanitario, uréia e controle sem fertilizagdo, nos anos agricolas de 2009/2010 (n = 24) e 2011/2012 (n = 24)

Médias por tratamentos (mg kg’1)

Ano agricola Tratamentos
g Mg Zn Ca Na Mn K
DO 171,66 £ 66,19 2 32,57 + 1,69 2° 35,71+4,49° 135,00 + 25,14 ° 6,04 £ 0,48 ° 5403,1 + 515,4 2°
D1 106,18 + 20,88 ° 32,88 + 4,60 2° 37,73 £ 3,41 2° 144,69 + 14,33 ° 9,08+0,85° 44214 +460,6 °
2009/2010 D2 119,03+71,69° 34,06 +2,37 ° 33,48 +3,10° 153,18 + 22,50 *° 9,03+2,13° 6029,6 + 467,42
D3 114,89 +59,18 2 30,54 + 3,82 2° 35,96 + 5,33 ° 133,68 +17,82° 8,05+ 1,03° 4133,0+185,7 °
D4 109,33 + 26,40 ° 31,40 + 3,83 2° 33,96 +1,63° 126,44 + 16,69 ° 9,16+ 0,38° 45235+ 163,6 °
UR 123,66 + 48,28 ° 28,31+1,05° 42,72+ 4,332 182,94 + 23,89 ° 10,90 + 1,68 ® 5301,5 + 648,4 °
DO 98,10 +4,83 2 17,27 + 2,47 2P 23,73+9,07 2 139,86 + 9,78 2° 7,72+0,64° 4041,9 + 273,22
D1 99,28 + 11,06 2 22,00+1,752 38,07 + 16,73 2 99,03 + 14,66 ° 8,19+ 0,72 2° 3361,2+ 261,52
201172012 D2 92,35+ 3,002 20,22 + 1,74 3° 32,44 +3,922 106,35 + 20,80 ° 8,24 +0,71 2° 3224,8 + 494,82
D3 90,09 + 3,512 20,28 + 2,68 2° 31,52+ 11,90 2 117,82 + 19,67 °° 8,30 + 0,77 2° 3582,5 + 774,8
D4 92,20 +2,092 17,77 +1,28° 30,05 +8,722 143,83+ 12,51 2 8,44 + 0,53 *° 3598,1 + 260,1 2
UR 93,14 +3,64 2 13,31 +£3,05° 26,20 + 10,57 2 14556 + 6,18 2 8,81 +1,06° 2823,1 + 331,82

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical, dentro de cada ano, ndo apresenta diferenca estatistica pelo teste de Duncan 5%. DO = controle sem lixiviado: D1 = 32,71 m® ha'; D2 =
65,42 m°ha'; D3 = 98,13 m° ha™; D4 = 130,83 m* ha'; UR = 120 kg ha™ de N na forma de ureia.
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Tabela 7 - Concentragcdes de metais pesados em grdaos de milho cultivadas em solo
que recebeu doses crescentes de lixiviado de aterro sanitario, uréia e controle sem
fertilizagdo, nos anos agricolas de 2009/2010 (n = 24) e 2011/2012 (n = 24)

Ano agricola Tratamentos

DO
D1

D2
D3
D4
UR

2009/2010

DO
D1

D2
D3
D4
UR

2011/2012

Metais pesados (mg kg’1)

Cu Ni Pb
234+0,65° 0,41+0,062 0,47 +0,20°
1,83+0,30°? 0,29+ 0,11 ° 0,49+0,23°
1,97 +0,23° 0,31 +0,132° 0,47+0,15°
2,10+0,55% 0,20 £ 0,04 ° 0,62 +0,17 °
1,81+0,24° 0,20+ 0,04 ° 0,76 +0,28 2
2,25+0,66° 0,40+0,162 0,48 +0,25°
3,28+0,41° 0,41 + 0,06 2° 0,006 + 0,007 °
3,30+0,36° 0,43+0,112 0,014 + 0,007 2°
3,72+0,36° 0,40 + 0,13 2P° 0,026 + 0,025 2
3,71+0,52° 0,38 + 0,04 2°° 0,006 + 0,004 °
3,69+0,68° 0,36 + 0,04 °° 0,016 + 0,008 *°
3,85+0,67° 0,34+0,16° 0,005 + 0,006 °

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical, dentro de cada ano, ndo apresenta diferenca estatistica pelo teste de
Duncan 5%. DO = controle sem lixiviado; D1 = 32,71 m® ha™'; D2 = 65,42 m®* ha''; D3 = 98,13 m* ha; D4 = 130,83 m* ha™; UR =

120 kg ha de N na forma de ureia.
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Tabela 8 - Concentracdes de metais no tecido foliar de plantas de aveia (n = 24) cultivadas em solo que recebeu doses crescentes
de lixiviado de aterro sanitario, uréia e controle sem fertilizacao (2011)

Médias por tratamento (mg kg™

Tratamentos

Cu Ni Pb Na K Cr Mn
Do 37,82+ 22,90 *° 3,63+ 0,29 *° 9,66+2,81° 141,77 £33,2%  10236,8+1601,2%  3,73+0,09°° 233,76 + 22,52 %"
D1 30,42+5,01° 4,29+0,58° 9,37+0,87% 12288+2658° 9194,6+1347,2° 3,38+0,44%° 247,82+ 36,71 %"
D2 59,67 +11,30 % 3,48 +0,87 *° 9,80+1,56% 1549,7+357,5° 9488,3+1720,4° 3,76+ 0,30 %" 247,38 +54,31°°
D3 42,85+ 13,13 *° 3,31+0,76 *° 10,03+2,10* 1136,2+370,6° 10206,1 +1621,0 3,05+0,79° 300,90 + 69,60 *
D4 55,54 +17,62° 2,82+0,72° 12,75+2,75% 1361,8+295,3° 7523,4 + 409,8 2,88+0,95° 291,45+69,152°
UR 37,92+ 4,09 *° 3,46 + 0,28 *° 9,63+ 1,66 ° 149,40 +21,8°  10562,9 + 3092,3 % 419+031% 210,12+2924°

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical ndo apresenta diferenga estatistica pelo teste de Duncan 5%. DO = controle sem lixiviado: D1 = 32,71 m° ha"; D2 = 65,42 m° ha'; D3 = 98,13
m®ha'; D4 = 130,83 m® ha™'; UR = 120 kg ha™ de N na forma de ureia.
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Tabela 9 - Concentragbes de metais em graos de trigo (n = 24) cultivado em solo que recebeu doses crescentes de lixiviado de
aterro sanitario, uréia e controle sem fertilizacao (2012)

Médias por tratamento (mg kg™)

Tratamentos -
Cu Ni Pb Na K Cr Mn
Do 6,54 +0,48° 0,33+0,02° 0,01 +0,02° 59,87 + 0,06 * 46275+ 182,72 0,95+0,55% 52,47 +5,95°
D1 7,55+0,22° 0,28+0,10° 0,06 £0,10° 71,95+18,8° 5195,8 +319,7°2 0,88+ 0,232 61,60 +2,74°
D2 6,94 +0,41° 0,24+0,16% 0,13+0,16% 57,18 +4,90° 5087,2+89,5% 0,55+0,112 54,21 + 6,33°
D3 7,54+0,90° 0,33+0,06% 0,05+0,06% 69,81 +215% 5157,4+ 315,22 0,73+0,312 55,21 + 1,552°
D4 7,38+0,72° 0,32+0,10° 0,05+0,10% 72,27 +151°% 54433 +240,5% 0,97 £0,972 58,54 + 3,58 2°
UR 8,77 +£0,43°2 0,30+0,14° 0,09+0,14° 57,08+511°% 5320,1 + 175,82 1,29 +0,53° 52,68 + 4,04°

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical ndo apresenta diferenga estatistica pelo teste de Duncan 5%. DO = controle sem lixiviado: D1 = 32,71 m°ha"; D2 = 65,42 m° ha'; D3 = 98,13

m®ha'; D4 = 130,83 m® ha™'; UR = 120 kg ha™ de N na forma de ureia.
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6 ARTIGO 2: EFEITO DE DOSES DE NITROGENIO EM COBERTURA E
DENSIDADE DE PLANTAS EM ESPACAMENTO REDUZIDO NA
CONTAMINACAO POR FUMONISINA E PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE
GRAOS DE MILHO

RESUMO

A alta produtividade de milho tem sido um dos principais objetivos dos paises
produtores de alimentos no mundo globalizado, no qual a manutengcao da qualidade
de matérias-primas, bem como a seguranca deve ser o tépico em preocupacao. Os
efeitos do manejo de campo orientados para densidade de plantas e adubacao
nitrogenada foram avaliados em relacdo a composicao fisico-quimica e qualidade
sanitaria em graos de milho de primeira safra sob espacamento reduzido. O
experimento foi instalado no municipio de Maua da Serra — PR, em dois anos
agricolas (2009/2010 e 2010/2011). Foram avaliadas quatro populacdes de plantas
(60, 75, 90 e 105 mil plantas ha™") e cinco doses de nitrogénio (0, 60, 120, 180 e 240
kg ha™). O delineamento experimental foi em blocos com parcelas subdivididas com
quatro repeticbes, o fator populacdo foi alocado na parcela principal e a adubagéao
nitrogenada de cobertura na subparcela. Amostras de milho foram frequentemente
contaminadas com fungos potencialmente micotoxigénicos, no qual Fusarium spp.
foi detectado em 97,5% (2009/2010) e 93,5% (2010/2011) das amostras e
Penicillium spp. em 93,7% (2009/2010) e 100% (2010/2011). O género Aspergillus
spp. obteve menor frequéncia, sendo detectado em 2,5% (2009/2010) e 7,8%
(2010/2011). As diferentes doses de N em cobertura e densidade de plantas ndo
exerceram efeito significativo (p > 0,05) na contamina¢ao fungica. Fumonisinas totais
(FB1 + FBy) foram detectadas em milho com niveis variando de n&o detectado a 7,80
Hg g (média de 1,50 ug g') no ano 2009/2010 e de ndo detectado a 23,36 pg g
(média de 1,72 pg g') em 2010/2011. Observou-se tendéncia de aumento na
contaminagao por fumonisinas com incremento na densidade de plantas, no qual
detectou-se amostras contaminadas com niveis superiores ao limite maximo tolerado
recomendado pela ANVISA (50 pg g'). Fumonisinas ndo teve correlagdo
significativa (p > 0,05) com teor de proteinas, amido e cinzas em gréos. Os teores de
proteinas e cinzas aumentaram com incremento de doses de N em cobertura, com
respostas diferenciadas em fungdo do ano de avaliacdo e, diminuiram pelo
incremento de densidade de plantas em todas as doses de N em cobertura. O teor
de amido em grdos aumentou com incremento de densidade de plantas e diminuiu
pelo incremento de doses de N em cobertura.

Palavras-chave: milho, densidade de plantas, doses de nitrogénio, fumonisinas.
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EFFECT DOSES OF NITROGEN AND PLANT DENSITY UNDER REDUCED
SPACING ABOUT FUMONISIN CONTAMINATION AND PHYSICOCHEMICAL
PARAMETERS ON GRAIN CORN

ABSTRACT

The high productivity of corn has been one of the main goals intended for food
producing country in the globalized world, where the maintenance of raw material
quality, as well as the safety should be the topic in concern. Effect of field-oriented
management of plant density and nitrogen fertilization were evaluated for physico-
chemical composition and sanitary quality grain corn first crop under reduced
spacing. The experiment was installed in Northern region, Parana State, Brasil, in
two growing seasons (2009/2010 and 2010/2011). We evaluated four plant
populations (60, 75, 90 and 105 thousand plants ha™') and five levels of nitrogen (0,
60, 120, 180 and 240 kg ha'). Experimental design was split plot in blocks with four
replications, the population factor was allocated in the main plots and nitrogen
applied as subplots. The corn samples were frequently contaminated with fungi
potentially mycotoxigenic, where Fusarium spp. was detected in 97.5% (2009/2010)
and 93.5% (2010/2011) of samples and Penicillium spp. in 93.7% (2009/2010) and
100% (2010/2011). Aspergillus spp. obtained less frequently, being detected in 2.5%
(2009/2010) and 7.8% (2010/2011). Different rates of nitrogen topdressing and plant
density did not have significant effect (p > 0.05) in fungal contamination in corn grain.
Total fumonisins (FBy + FBy) were detected in corn with levels ranging from
undetected to 7.80 ug g (mean of 1.50 ug g™) in year 2009/2010 and undetected to
23.36 ug g'1 (mean of 1.72 ug g'1) in 2010/2011. Observed upward trend in fumonisin
contamination with increasing plant density, whereupon was detected samples
contaminated with levels above the maximum tolerated by Brazilian legislation (5.0
ug g”'). Fumonisin had no significant correlation (p > 0.05) with content protein,
starch and ash. Content protein and ash increased with increasing doses of N
topdressing with different responses depending on the year of assessment and
decreased by increasing plant density in all rates of N topdressing. Starch content in
grain increased with increasing plant density and decreased by the increase of N
topdressing.

Keywords: maize, plant densities, doses of nitrogen, fumonisins.
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INTRODUCAO

Para expressar todo seu potencial produtivo, a cultura do milho
necessita que suas exigéncias nutricionais sejam plenamente atendidas, porquanto
remove grandes quantidades de nitrogénio do solo e usualmente requer uso de
adubagao nitrogenada em cobertura para complementar a quantidade suprida pelo
solo. O nitrogénio (N) destaca-se como importante macronutriente atuando na
composicdo de moléculas de proteinas, enzimas, coenzimas, acidos nucléicos e
citocromos. Além disso, N € um dos nutrientes mais relevantes para aumento de
produtividade e qualidade do produto, influenciando no teor de proteinas em graos
de milho (COELHO, 2006; BULL, 1993; FERREIRA et al., 2001).

O fornecimento de doses adequadas de nutrientes para cultura do milho
é fundamental para o desenvolvimento da planta, uma vez que a deficiéncia ou
excesso de nutrientes pode provocar a contaminagdo por fungos toxigénicos e,
consequentemente, desencadear a producdao de micotoxinas. O excesso de N
provoca o crescimento vegetativo prolongado da planta, tornando as folhas mais
expostas a agentes patogénicos, com parede celular mais fina e vulneravel a
penetracao fungica. Por outro lado, plantas de milho expostas a estresse de
fertilidade também sdo mais suscetiveis a infeccao por fungos toxigénicos
(HASSEGAWA et al., 2008; REID; ZHU; MA, 2001; BLANDINO; REYNERI;
VANARA, 2008).

Entre os fungos micotoxigénicos da cadeia produtiva de milho, Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg (=Fusarium moniliforme Sheldon, teleomorfo
Giberella moniliforme, sinbnimo Giberella fujikuroi) destaca-se na pos-colheita e nas
imediacbes da fase de pré-secagem, pela producdo de fumonisinas, metabdlitos
secundarios promotores de cancer em seres humanos e responsavel pelo
desencadeamento de intoxicagdo aguda em animais (SEIFERT et al., 20083;
BEZUIDENHOUT et al., 1988). Diversos fatores podem influenciar a producao de
fumonisinas em milho na fase de pré-colheita, tais como: época de plantio e colheita;
temperatura, umidade, hibridos resistentes, danos causados por insetos, manejo de
culturas, etc. A contaminacgao ocorre principalmente no campo durante a ultima parte
do periodo de crescimento e é favorecida por temperaturas amenas e alta umidade
do ar, sob tais condicdes climaticas F. verticillioides € capaz de infectar graos de
milho em 100% (DOOHAN; BRENNAN; COOKE, 2003; LOGRIECO et al., 2002).



90

A densidade de plantio, definida como o nimero de plantas por unidade
de area, tem papel importante no rendimento de uma lavoura de milho, uma vez que
pequenas variagbes na densidade tém grande influéncia no rendimento final da
cultura. A adequada combinacdao entre a escolha da populacdo de plantas e do
hibrido € um dos fatores que contribuem para o aumento da produtividade do milho
(CRUZ et al, 2006). O uso de altas populagbes aumenta a competicdo
intraespecifica por luz, agua e nutrientes. Isto pode ser prejudicial ao rendimento
final porque reduz a expansdo da area foliar e o aparecimento de folhas na planta,
ao mesmo tempo, diminui 0 numero de espigas por planta e graos estabelecidos por
espiga. Dessa forma, o fornecimento de nutrientes, principalmente nitrogénio,
também deve ser incrementado, com vistas a manutengdo de produtividade e
qualidade dos graos (BOS; VOS; STRUIK, 2000; SANGOI; SALVADOR, 1997). Alta
populacdo de plantas pode ser um fator relevante para ocorréncia de doencas em
milho como podridao do colmo e da espiga, produzindo graos ardidos e consequente
producdo de micotoxinas. Maior numero de plantas impdéem restricbes a atividade
fotossintética das folhas, isto induz o colmo a redirecionar fotoassimilados em maior
quantidade ao enchimento de gréos, fragilizando-os e predispondo a ocorréncia de
podridées. Além disso, populacdo de plantas em demasia pode aumentar a
umidade, além de causar estresse por falta de nutrientes em plantas individuais de
milho, aumentando a suscetibilidade para fungos produtores de micotoxinas (DENTI
et al., 2001; TRENTO; IRGANG; REIS, 2002; SANGOI et al., 2000; BRUNS, 2003).

Poucos estudos tém sido realizados sobre a influéncia da densidade de
plantas sobre a contaminagédo de grédos de milho por micotoxinas. Blandino; Reyneri
e Vanara (2007) relataram que a ocorréncia natural de fumonisinas em milho foi
maior em areas densamente cultivadas na Itdlia. Rodriguez-del-Bosque (1996), em
trabalho realizado no nordeste do México, relatou incremento na contaminacao por
aflatoxinas em graos de milho com aumento na densidade de plantas de 55 mil para
75 mil plantas ha™.

Diante disso, no presente trabalho foi avaliado o efeito da densidade de
plantas sob espacamento reduzido e diferentes niveis de adubacao nitrogenada em
cobertura sobre a contaminacao fungica, producao de fumonisina e qualidade de

graos de milho, com énfase no teor de proteinas, amido e cinzas.
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EXPERIMENTAL

Localizagdo e caracterizagdo da area experimental

O experimento foi conduzido na mesma area em dois anos agricolas,
2009/2010 e 2010/2011, na Fazenda Panénia, situada no municipio de Maua da
Serra, Estado do Parana, o qual se encontra a 23°58’ latitude Sul, 51°19’ longitude
Oeste de Greenwich, com altitude de 950 m (Figura 1). O solo do local é
caracterizado como Latossolo Vermelho distroférrico (LVdf) (EMBRAPA, 2006). O
clima da regido, segundo a classificagdo de Képpen, € Cfb, ou seja, clima temperado
propriamente dito, temperatura média no més mais frio abaixo de 18 °C
(mesotérmico), com verdes frescos, temperatura média no més mais quente abaixo
de 22 °C e sem estagdo seca definida (IAPAR, 2012).

Os dados meteorologicos de precipitagdo nos anos agricolas de
2009/2010 e 2010/2011 foram coletados no Instituto de Aguas do Parana em
Marilandia do Sul — PR, localizada a 15 Km da area experimental e os dados de
temperatura pelas médias histéricas (1979 a 1992) da estacdo do Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR) em Maua da Serra - PR (Figuras 2a e 2b).

Delineamento experimental

Foram testadas quatro populagées de plantas, 60, 75, 90 e 105 mil
plantas ha™ com cinco doses de nitrogénio em cobertura, 0, 60, 120, 180 e 240 kg
ha”, com espagamento reduzido entre linhas. O delineamento experimental foi em
blocos com parcelas subdivididas com quatro repeti¢cdes, sendo o fator populagéo
alocado na parcela e a adubacdo nitrogenada de cobertura na subparcela. A
subparcela experimental foi constituida por seis linhas de cinco metros de
comprimento, com espagamento entre linhas fixo de 0,70 m. A éarea util de cada

parcela experimental foram as duas linhas centrais, totalizando 7 m?.

Amostras

Foram utilizados graos de milho do hibrido DKB240YG, um hibrido
transgénico com tecnologia Yieldgard® para controle de lagarta do cartucho
(Spodoptera frugiperda), lagarta da espiga (Helicoverpa zea) e Broca do colmo
(Diatraea saccharalis). Possui ciclo precoce com altura e insercao de espiga baixa,

folnas semi-eretas, resistente ao acamamento e 6tima qualidade de colmo,
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recomendado para 70-75 mil plantas ha™'. Segundo o fornecedor, o hibrido produz

espigas com excelente empalhamento e tolerancia a graos ardidos (DEKALB, 2011).

Procedimento operacional

A éarea experimental foi manejada no sistema de plantio direto. No ano
agricola de 2009/2010, o experimento foi instalado apds a cultura do trigo, precedido
da cultura do soja no verdao anterior e, no ano agricola de 2010/2011, foi instalado
apoés a cultura do trigo, precedido de milho no verdo anterior. Antes da instalagéo do
experimento, foram coletadas amostras de solo da area experimental nas camadas
de 0 a 0,2 m, no qual as caracteristicas quimicas estao apresentadas na Tabela 1. A
adubacao com nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) na semeadura foi realizada com
22 kg de N ha', 104,4 kg P,Os ha' e 62 kg K2O ha!, na forma de sulfato de aménio,
superfosfato simples e cloreto de potassio.

Anteriormente a semeadura, as sementes foram tratadas com fungicida
Maxim® (Fludioxonil + Metalaxyl-m), na dose 0,0375 g + 0,015 g do ingrediente ativo
por kg de semente e com inseticida imidacloprido + thiodicarbe, na dose de 52,5 g +
157,5 g do ingrediente ativo para 60 mil sementes. Foi realizada semeadura direta,
com uma semeadora adubadora, dispondo-se duas sementes por cova. No estadio
V2 com duas folhas expandidas, conforme escala proposta por Ritchie e Hanway
(1993), foi feito desbaste, deixando-se apenas uma planta por cova e obtendo-se a
populacdo igual a pré-estabelecida nos tratamentos. A adubacgado nitrogenada de
cobertura foi realizada no estadio V3 a V4, ou seja, com plantas apresentando de
trés a quatro folhas expandidas. A fonte utilizada foi nitrato de amonio (32% de N),
aplicado em cobertura na superficie do solo nas quatro linhas centrais da
subparcela.

Quando os graos apresentaram aproximadamente 20% de umidade
foram colhidas oito espigas de cada parcela, de maneira aleatoria e estas foram
higienizadas externamente com etanol 70%. Posteriormente, procedeu-se retirada
da palha e debulhamento. As amostras foram secas em estufa a 50 °C por 24 horas
e armazenadas a 4 °C até o momento do uso. Os graos foram triturados por
assepticamente até granulometria de 50 mesh, evitando contaminacdo das
amostras. Os graos triturados foram acondicionados em sacos plasticos a -18 °C até

0 momento das andlises.



93

Avaliagao da microbiota fungica

A metodologia utilizada esta descrita no item 4.2.3. Os géneros fungicos
foram identificados de acordo com Nelson, Toussoun e Marasas (1983) e Samson,
Hoeskstra e Frisvad (1996).

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

A extracdo e quantificacdo de fumonisinas por CLAE foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita por Shephard et al. (1990), modificada por
Ueno et al. (1993) (itens 4.2.2 e 4.2.3).

Analises fisico-quimicas

O teor de proteinas em graos de milho foi determinado pelo método de
Kjeldahl (AOAC, 1995) (item 4.2.5). O teor de cinzas foi determinado mediante
pesagem de residuos de incineracdo (IAL, 1985) (item 4.2.6). A extragcdo de amido
disponivel foi realizada segundo AOAC (1995), modificado por Walter; Silva;
Perdomo (2005). Apds a extracdo e hidrélise do amido, foi utilizada a metodologia
proposta por Nelson (1944) modificado por Somogyi (1945) para quantificacdo da
glicose, sendo realizada a leitura em espectrofotometro a 505 nm (item 4.2.7). A
determinacdo de umidade dos graos de milho foi feita pelo método de secagem a
105 °C (lAL, 2008) (item 4.2.9). A determinacao de atividade de agua em graos de

milho foi realizada por meio de leitura em equipamento Aqualab® (item 4.2.10).

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados por andlise de variancia seguida
por teste de comparagdao multipla de Tukey a 95% de confianca. A correlacao de
Pearson foi aplicada para as variaveis dependentes e independentes e analisada
pelo teste—t. As analises estatisticas foram realizadas no programa Statistica, versao
7.0 (Stat Soft, Inc., Estados Unidos) e por SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3 mostra a frequéncia relativa dos principais géneros fungicos

em amostras de milho do campo experimental, nos anos agricolas de 2009/2010 (n
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= 80) e 2010/2011 (n = 80) submetidos a quatro populagdes de plantas e cinco
doses de N. Fusarium spp. foi detectado em 97,5% (2009/2010) e 93,5%
(2010/2011) das amostras, Penicillium spp. em 93,7% (2009/2010) e 100%
(2010/2011) e leveduras em 97,5% (2009/2010) e 81,8% (2010/2011). O género
Aspergillus spp. obteve menor frequéncia, sendo detectado em 2,5% (2009/2010) e
7,8% (2010/2011). Estes resultados estdo de acordo com obtidos por Ono et al.
(2006) que detectaram Fusarium spp. (100%) e Penicillium spp. (91,6%) em milho
recém-colhido (n = 24) na regido Norte do Estado do Parana. Moreno et al. (2009)
avaliaram 150 amostras de milho recém-colhido (safra 2003) da mesma regido e
Fusarium foi predominante com 100% de detecgédo, seguido por Penicillium com
97,3%. Apesar de Aspergillus e Penicillum serem classificados como fungos de
armazenamento, com base em estudos realizados em climas temperados, sob clima
subtropical ou tropical quente e Umido, estas espécies podem infectar graos ainda
no campo (CHRISTENSEN; SAUER, 1982; WILSON; ABRAMSON, 1992).

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos na contagem de Fusarium
spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. e leveduras em grdos de milho, em fungéo
das diferentes doses de N em cobertura e densidade de plantas nos anos 2009/2010
e 2010/2011. Fusarium spp. foi detectado na média de 10° unidade formadora de
colénia por grama de amostra (UFC g') em todos os tratamentos no ano 2009/2010.
No ano 2010/2011, Fusarium spp. foi detectado na média de 10* a 10°, sendo que a
incidéncia deste fungo foi menor do que observado no ano 2009/2010. Aspergillus
spp. foi detectado somente em duas amostras no ano 2009/2010, obtendo menores
niveis de contaminacdo em comparacdo com 2010/2011. Marin et al. (1998)
sugeriram a existéncia de uma correlagdo negativa entre Fusarium spp. e
Aspergillus spp. quando sdo co-contaminantes em milho. Isso pode explicar o fato
de Aspergillus ter alcancado uma frequéncia maior (7,8%) no ano 2010/2011,
quando a ocorréncia de Fusarium foi menor (93,5%) (Figura 3). Penicillium spp. foi
encontrado na média de 10° a 10° UFC g nos dois anos avaliados. Leveduras
foram detectadas com médias de 10° UFC g' em todas as doses de N no ano
2009/2010 e observou-se uma reducdo no ano 2010/2011 sendo detectado com
médias de 10° e 10° UFC g'. Os resultados estdo de acordo com dados
apresentados por Ono et al. (1999), no qual obtiveram contagem de Fusarium de 10°
a 10° e Penicillium de 10%® a 10° UFC g' em amostras de milho (n = 37) da regido

Norte do Estado do Parana.
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As diferentes doses de N em cobertura ndo exerceram efeito
significativo (p > 0,05) quanto a contaminagao natural dos gréaos de milho por fungos.
Este resultado estad de acordo com obtidos por Hassegawa et al. (2008) que
avaliaram o efeito de diferentes doses de N (0, 50 e 100 kg ha™"), zinco (0, 0,5 e 1,0
kg ha™) e boro (0 e 5,0 kg ha™') na contaminagao flingica e fumonisinas em amostras
de milho no ano 2000 e relataram que doses de N ndo exerceram efeito significativo
quanto a contaminagdo por Fusarium spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp.
Plantas expostas ao estresse por falta de nutrientes podem ficar suscetiveis ao
desenvolvimento de doencas, por outro lado, o excesso de adubacao pode levar a
um crescimento vegetativo prolongado, deixando a planta mais exposta ao ataque
de patégenos. Blandino, Reyneri e Vanara (2008) avaliaram a influéncia de doses
crescentes de N (0, 200 e 300 kg ha) sobre a incidéncia de podriddo flngica em
espiga de milho e observaram que tanto tratamentos sem adubacdo (0 kg ha™),
quanto os que receberam maior dose (300 kg ha') apresentaram maior incidéncia
de podridao de espiga causada por fungos.

O aumento da populagcdo de plantas por ha' ndo causou efeito
significativo quanto a contaminagcdo natural dos gréos de milho por fungos. Este
resultado difere dos obtidos por Trento, Irgang e Reis (2002) que avaliaram o efeito
da densidade em milho cultivado em sistema de rotacdo de cultura e monocultura
em Passo Fundo, Estado do Rio Grande do Sul, e relataram que a incidéncia de
graos ardidos foi maior a medida que se aumentou a densidade de plantas para os
dois sistemas. Similarmente, Sangoi et al. (2000) avaliaram milho produzido em
Lages, Santa Catarina (safra 1998) e relataram que o aumento da densidade de
plantas elevou a incidéncia de doengas no colmo causadas por F. verticillioides,
Colletotrichum graminicola e Diplodia maydis.

Na Tabela 3 sao apresentados os dados de correlacdo entre as
variaveis independentes (dose de N e densidade de plantas) e as respostas obtidas
nas diferentes caracteristicas avaliadas (contaminacdo fungica, fumonisinas,
umidade, atividade de agua (Aa), amido, cinzas e proteinas em graos de milho) nos
anos 2009/2010 e 2010/2011. A contaminagao por Fusarium spp. apresentou
correlagao significativa positiva com umidade dos graos, enquanto que Penicillium
spp. apresentou correlacdo negativa (p < 0,05). Fungos de campo, como F.
verticillioides, invadem graos no estagio de pré-colheita ou espigas na pés-colheita,

antes do debulhamento. Este grupo requer alto teor de umidade (20 a 22%). Por
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outro lado, fungos de armazenagem, requerem teor de umidade na faixa de 16%
para invasdao micelial e compreendem espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium (WATSON; RAMSTAD, 1987). Fusarium spp. apresentou
correlacao significativa positiva com atividade de agua (p < 0,05). De acordo com
Samapundo et al. (2005), em condigbes experimentais, um aumento na atividade de
agua e/ou temperatura aumenta a taxa de crescimento de F. verticillioides. Espécies
do género Fusarium dominam sobre outros fungos em atividade de &gua alta (0,95),
enquanto que em atividade de agua mais baixa (0,80) espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium se tornam mais competitivos (REYNERI, 2006).

A contaminacao por fumonisinas ndo apresentou correlacao significativa
(p > 0,05) com dose de N em cobertura. Este resultado difere dos obtidos por
Blandino; Reyneri; Vanara (2008), no qual observaram uma diminuicdo das
concentracoes de FBy em gréos de milho com uso de doses crescentes de N (0, 200
e 300 kg ha'). A relacdo entre a aplicacdo de diferentes doses de adubagéo
nitrogenada e o risco de contaminacao por fumonisinas é dificil de definir devido ao
fato que diversos outros fatores podem influenciar, tais como sistema de manejo do
solo, tempo de plantio, condi¢des climaticas e tipo de hibrido.

Nao houve correlagado significativa entre niveis de fumonisinas e teores
de proteinas € amido em grdaos (p > 0,05). Ono et al. (2006) avaliaram a
contaminagéo por fumonisinas em 109 amostras de milho recém-colhido do Estado
do Parana e ndo encontraram correlacdo entre fumonisinas e teores de proteinas
em graos. Shelby et al. (1994) analisaram niveis de contaminagao por fumonisinas
em 15 hibridos comerciais de milho em 17 locais nos Estados Unidos e verificaram
que caracteristicas como proteinas, lipidios, amido e fibras totais dos grédos nao
foram correlacionados com a contaminagao por fumonisinas.

A Tabela 4 apresenta os valores médios de contaminagdo por
fumonisinas totais (FBy + FB2) em graos de milho em fungdo de doses de N em
cobertura e densidade de plantas, com comparacao entre os anos agricolas. Nao
houve diferenga significativa entre os tratamentos, nos dois anos de avaliagéo (p >
0,05). Contudo, observou-se tendéncia de aumento na contaminagdo com
incremento na densidade de plantas. Os resultados mostram que a contaminacao
por fumonisinas apresentou comportamento quadratico com aumento nas
concentracoes em funcdo do incremento da densidade de plantas até o valor
méaximo de 86 mil plantas ha™' no ano 2009/2010 e 90 mil plantas ha™* em 2010/2011
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(Figura 4). Blandino; Reyneri; Vanara (2007) analisaram o efeito da densidade de
plantas sobre a contaminacao de milho por FBy de 2001 a 2004 na Italia e relataram
que, com excecdo de 2003, a ocorréncia de FB; foi significativamente maior em
graos produzidos em areas densamente cultivadas.

A Figura 5 apresenta a distribuicdo dos niveis de fumonisinas em milho
considerando os dois anos de avaliagdo. Na densidade de 60 mil plantas ha™*, 100%
das amostras apresentaram niveis de fumonisinas < 5,0 pg g"'. Na densidade de 90
mil plantas ha™', 13% apresentaram concentracdes > 5,0 ug g"' e, em 75 e 105 mil
plantas ha™, 8% ficaram > 5,0 ug g™'. Estes resultados mostram que com o aumento
na densidade de plantas ha™, ocorreu uma elevagéo na frequencia de amostras com
concentracdes de fumonisinas acima do limite maximo tolerado, estabelecido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para milho em grdo, que é de 5,0 ug g
(BRASIL, 2011).

Fumonisinas foram detectadas em 97,5% (2009/2010) e 93,4%
(2010/2011) das amostras. No ano 2009/2010, fumonisinas variaram de n&o
detectado a 7,80 pg g (média de 1,48 pg g”') e, em 2010/2011, variaram de nao
detectado a 23,36 pg g (média de 1,74 ug g'). Os resultados estdo de acordo com
Moreno et al. (2009), que analisaram a contaminag¢ao natural de 90 amostras de
milho coletadas na etapa de recepgao de industrias processadoras de grdaos da
regiao Norte do Estado do Parana (safra 2004) e detectaram fumonisinas em 98,9%
das amostras, com niveis variando de 0,07 a 18,16 pg g (média de 1,31 pg g™).

As concentragbes relativamente baixas de fumonisinas podem estar
relacionadas ao hibrido transgénico utilizado (DKB240YG) que possui caracteristicas
diferentes dos hibridos comumente utilizados, no qual apresentam menor numero de
folhas, folhas mais eretas e menor area foliar. Isso permite o plantio adensado, ou
seja, o espagcamento reduzido entrelinhas, explorando as interacées ambientais e
agronémicas, que possibilita também o aumento da densidade de plantas
(SEMENTES AGROCERES, 2012). A arquitetura dos hibridos modernos interfere na
quantidade de luz que penetra no dossel, minimizando a competicdo entre as
plantas, que contribui para maior tolerancia as condi¢bes de alta densidade de
plantas (SANGOI et al., 2001). Hibridos com maior capacidade fotossintética séo
mais resistentes a doengas, uma vez que, a eficiéncia no uso da radiagdo
interceptada na fotossintese converte o carbono organico em fotoassimilados,

propiciando melhor distribuicdo nas diferentes demandas, refletindo ndo sé na
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produtividade, mas também na suscetibilidade a doencas de colmo, com
consequente contaminagao das espigas e graos (SANGOI et al., 2002). Além disso,
a baixa contaminagéo por fumonisina detectada nas amostras pode estar associada
a outras caracteristicas do hibrido utilizado, tais como, melhor empalhamento da
espiga, maior tolerdncia a gréos ardidos e inclinagdo natural da espiga na
maturacdo, caracteristicas que tém sido priorizadas pelos programas de
melhoramento genético de cultivares.

A utilizacdo de hibridos com baixa suscetibilidade a infecgdo por
Fusarium spp., que conduz a acumulagédo de fumonisinas em grdos de milho, é o
método de prevencdo mais eficiente para diminuir o risco de contaminacdo
(PASCALE et al., 1997). Outro fator importante € que o hibrido utilizado possui
tecnologia para controle da lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda), lagarta da
espiga (Helicoverpa zea) e broca do colmo (Diatraea saccharalis), que sao pragas
que podem atuar como vetores para penetracao de fungos, como F. verticillioides,
por exemplo. A selecao de genétipos de cereais resistentes a doengas causadas por
Fusarium é uma opg¢ao importante que merece atencao com relacdo ao futuro do
controle da contaminacdo de gréos por micotoxinas (PLACINTA; D'MELLO;
MACDONALD, 1999).

Doses de N em cobertura apresentaram correlagéo significativa positiva
(p < 0,05) com teores de proteinas, ou seja, houve uma relagcao proporcional entre
doses de N e teor de proteinas nos graos de milho. Porém, niveis de proteinas
apresentaram correlagéo significativa negativa (p < 0,05) com densidade de plantas,
ou seja, quanto maior nimero de plantas ha”, menores niveis de proteinas. No ano
2009/2010, houve aumento linear no teor de proteinas nos gréos nas densidades de
60 e 90 mil plantas ha' com incremento nas doses de N em cobertura. Nas
densidades de 75 e 105 mil plantas ha™' houve ajuste quadrético até o ponto maximo
de 240 kg de N ha™ (Figura 6a). No ano 2010/2011, todas as densidades de plantas
apresentaram comportamento quadratico em fungao do incremento nas doses de N,
com méaxima resposta em 180 kg de N para densidade de 60 mil plantas ha™ e 240
kg de N para as demais densidades (Figura 6b).

Este comportamento esta de acordo com os obtidos por Ferreira et al.
(2001), no qual relataram que doses de N aplicadas entre 0 e 210 kg ha’,
aumentaram o teor de proteinas em graos de milho, passando de 75 para 105 g kg ™.

A adubagéo nitrogenada influencia n&o s6 a produtividade, mas também a qualidade
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do produto em consequéncia do teor de proteinas nos graos de milho. O nitrogénio
absorvido pelas plantas combina com esqueletos carbdnicos para producdo de
aminoacidos, os quais resultam em proteinas que ficam armazenadas nos tecidos
vegetais e, por ocasiao da fase de enchimento de grdos, estas reservas sao
translocadas e armazenadas nestes 6rgaos, na forma de proteinas e aminoacidos
(MARSCHNER, 1995). Tsai et al. (1983) sugeriram que a concentra¢do de proteinas
em graos de milho aumenta com o suprimento de nitrogénio devido a deposi¢ao
preferencial da zeina sobre as proteinas do endosperma.

Com relagdo ao comportamento das doses de N em cobertura em
resposta a densidade de plantas, no ano 2009/2010, na dose de 240 kg de N, o teor
de proteinas ajustou-se a uma equacao linear decrescente conforme aumento na
densidade de plantas (Figura 6c). Para as doses de 0, 120 e 180 kg de N ha™ houve
comportamento quadratico com ponto de minima em 99, 85 e 78 mil plantas ha,
respectivamente. A dose de 60 kg de N ha' se ajustou a uma equagdo quadratica,
contudo com ponto de maxima em 63,8 mil plantas ha'. No ano 2010/2011, as
doses de 0, 60, 120 e 180 kg de N ha apresentaram ajuste quadratico com redugéo
do teor de proteinas até os pontos minimos de 88, 92, 95 e 105 mil plantas ha™,
respectivamente. A dose de 240 kg de N ha”' também houve comportamento
quadratico, entretanto com ponto de maxima em 63,4 mil plantas ha™* (Figura 6c).

A reducdo no teor de proteinas nos grédos de milho com o aumento na
populacédo de plantas pode ser explicado pelo fato da densidade de plantas afetar o
balan¢o nutricional nos diferentes 6rgdos da planta. Isso ocorre devido a maior
competicdo entre individuos por agua, luz e nutrientes, reduzindo a disponibilidade
de fotoassimilados para atender a demanda para enchimento do grdo e manutengao
das demais estruturas da planta, consequentemente, diminui-se a sintese e acumulo
de proteinas nos graos (SANGOI; SALVADOR, 1997).

Comparando os dois anos agricolas avaliados, observou-se que teores
de proteinas em grdaos foram maiores no ano 2010/2011 (Tabela 5). Este
comportamento se deve, provavelmente, as condicdes climaticas, visto que no ano
2009/2010, o volume de chuvas apos aplicacdo de N em cobertura foram em torno
de 150 mm, maior que em 2010/2011, que foi de aproximadamente 30 mm (Figuras
2a e 2b). Altas precipitacoes apods aplicacdo de N em cobertura, dependendo da
fonte de fertilizante utilizado, pode afetar a disponibilidade do nutriente na solucéao

do solo, devido a lixiviagdo do NOs'. A lixiviagdo diminui sensivelmente a quantidade
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de amobnio € nitrato na camada aravel, consequentemente reduz a disponibilidade do
nutriente para as plantas (KIEHL, 1987). Deste modo, no ano de 2009/2010 pode ter
ocorrido maior perda de N por lixiviagdo, reduzindo o efeito do nutriente em relagéao
aos teores de proteinas nos graos.

Na Tabela 3 é possivel verificar que doses de N em cobertura
apresentaram correlagédo significativa negativa (p < 0,05) com teor de amido, ou
seja, quanto maior a dose de N menor teor de amido nos gréos de milho. Porém, o
teor de amido apresentou correlacao significativa positiva com densidade de plantas,
ou seja, quanto maior nimero de plantas ha”, maior teor de amido. No ano de
2009/2010, na densidade de 75 mil plantas ha', o teor de amido ajustou-se &
equacao linear decrescente com aumento nas doses de N em cobertura. A
densidade de 60 mil plantas ha' teve ajuste quadratico até o ponto minimo de 120
kg ha™' e para 90 e 105 mil plantas ha™', ajuste quadratico com redugéo do teor de
amido até o ponto minimo de 240 kg de N ha™' (Figura 7a). Por outro lado, no ano
2010/2011, o comportamento da densidade de plantas em relacdo as doses de N
em cobertura apresentou repostas variadas. Nas densidades de 60 e 105 mil plantas
obteve-se comportamento quadratico com reduc¢ao do teor de amido até os pontos
minimos de 180 e 240 kg de N ha™'. Para as densidades de 75 e 90 mil plantas ha™,
ocorreram comportamento quadratico com ponto de maximo em 101 e 180 kg de N
ha™, respectivamente (Figura 7b).

A reducgdo no teor de amido dos grédos de milho com incremento das
doses de N sdo similares a estudos que demonstram que deficiéncia de nitrogénio,
muitas vezes resulta na acumulagdo de carboidratos ndo-estruturais em plantas
(ONO; TERASHIMA; WATANABE, 1996; ONO; WATANABE, 1997; PAUL;
DRISCOLL, 1997). Deficiéncia de N pode levar a acumulacdo de agucar pela
diminuigdo da procura de esqueletos de carbono para sintese de aminoacidos e
proteinas (WINGLER et al., 2006). As interagdes carbono/nitrogénio desempenham
papel importante na regulacdo da senescéncia foliar. Teores de agucares e
nitrogénio mostram mudancas distintas durante a senescéncia foliar, com acucares
se acumulando, enquanto aminoacidos entram em declinio (MASCLAUX et al.,
2000; DIAZ et al., 2005). O incremento nas doses de N pode provocar o crescimento
vegetativo prolongado da planta, atrasando a senescéncia foliar e, por

consequéncia, ocorre menor acumulo de carboidratos nos graos.
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Considerando o comportamento das doses de N em cobertura em
resposta a densidade de plantas, no ano 2009/2010, as doses de 0, 60, 120 e 180
kg de N ha' apresentaram crescimento linear no teor de amido em grdos com
aumento na densidade de plantas (Figura 7c). A dose de 240 kg de N ha” obteve
ajuste quadratico com reposta minima em 84 mil planta ha™. No ano 2010/2011 foi
observado uma ampla variabilidade nos resultados, no qual a dose de 0 kg de N ha™
obteve ajuste quadratico com ponto minimo em 81 mil plantas ha™'. A dose de 60 kg
de N ha' obteve crescimento linear até 105 mil plantas ha™. Para doses de 120, 180
e 240 kg de N ha™', obteve-se ajuste quadratico com respostas maximas em 87, 102
e 105 mil plantas ha™, respectivamente (Figura 7d).

O aumento dos teores de amido com a maior densidade populacional
pode estar relacionada com a menor quantidade de luz que penetra no dossel,
aumentando a competicdo entre as plantas, minimizando a atividade fotossintética
pds-antese. Como consequéncia, ha menor producdo de graos por espiga, porém,
com maior teor de carboidratos, em vista da distribuicdo deste entre os gréos.
Ciampitti e Vyn (2011) estudaram densidades de plantas de 54, 79 e 104 mil plantas
ha”, observaram que as menores densidades populacionais de milho resultaram em
maior numero de graos por espiga.

Comparando os dois anos agricolas, constatou-se que teores de amido
em graos foram em média maiores no ano 2009/2010 (Tabela 5). O possivel
processo de lixiviacdo de NOj', causado pelo alto volume de chuva apés aplicacao
do N em cobertura no ano 2009/2010, reduziu a disponibilidade do nutriente para as
plantas, acarretando menores niveis de proteinas e, por consequéncia, maiores
niveis de amido em graos. Segundo Stitt e Krapp (1999), o acumulo de amido é uma
resposta passiva a diminuigcdo das taxas de crescimento e o resultante acumulo de
acucares em plantas com falta de nutrientes

Conforme mostra a Tabela 3, o teor de cinzas em grdos apresentou
correlacdo negativa com densidade de plantas nos dois anos de avaliacdo. No ano
2009/2010, as doses de 60 e 180 kg de N ha™' apresentaram reducdo linear nos
teores de cinzas com incremento na densidade de plantas. Para doses de 0 e 120
kg de N ha™' houve ajuste quadratico com reducéo nas cinzas até densidades de 98
e 100 mil plantas ha™', enquanto que a dose de 240 kg de N ha™ atingiu maxima
resposta em 78 mil plantas ha™ (Figura 8a). Em 2010/2011, a dose de 0 kg de N ha”

ajustou-se a uma equacgao linear decrescente com incremento na densidade de
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plantas. As demais doses apresentaram, de um modo geral, comportamento
quadratico com reducgéo no teor de cinzas até densidades entre 86 e 93 mil plantas
ha™ (Figura 8b). A redugédo no teor de cinzas em grdos de milho com aumento na
densidade de plantas pode estar relacionado com a competicdo entre as plantas
pela captacdo de nutrientes e 4gua no solo, acarretando menor absor¢cdo de
minerais pelas raizes e menor acumulo destes nos graos.

Comparando os dois anos agricolas, o teor de cinzas nas menores
doses de N em cobertura (0 e 60 kg ha') no ano de 2010/2011 foram
significativamente maiores do que em 2009/2010 (p < 0,05). Para doses maiores
(120, 180 e 240 kg de N ha') nao houve diferenca significativa entre os anos
(Tabela 7). Este efeito ocorreu, provavelmente, devido a melhor distribuicdo de
chuvas no ano 2010/2011 (Figura 2a). No ano 2009/2010, com o processo de
lixiviacao devido ao alto volume de chuva apés aplicacdo do N em cobertura, a
cultura respondeu conforme o incremento das doses de N, minimizando a diferenga
entre 0os anos para maiores doses e diferenciando os valores para menores doses
de N em cobertura. Este comportamento pode ser explicado pelo fato da adicdo de
N ao solo aumentar a absor¢do de macro e micronutrientes e a translocagéao e
acumulo destes nos graos. Ferreira et al. (2001) avaliaram os efeitos da adubacgao
com N, Mo e Zn e sugeriram que o incremento das doses de N proporcionou, aos
grédos de milho, ganhos expressivos nos teores de proteinas, enxofre, fosforo,

potassio, célcio, magnésio, zinco, cobre, manganés e ferro.
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CONCLUSAO

As diferentes doses de N em cobertura e densidade de plantas nao
exerceram efeito significativo na contaminacdo natural dos grdos de milho por
fungos. Os niveis de contaminagcdo das amostras por fumonisinas foram baixos, no
entanto, o incremento na densidade de plantas causou aumento na contaminagéo,
no qual detectou-se um numero maior de amostras contaminadas com niveis
superiores ao limite maximo tolerado. Fumonisinas n&o teve correlagéo significativa
(p > 0,05) com os teores de proteinas, amido e cinzas em gréos.

Os teores de proteinas e cinzas aumentaram com incremento de doses
de N em cobertura e diminuiram com o incremento na populacdo de plantas,
independente da dose de adubagado nitrogenada. O teor de amido em graos
aumentou com incremento na populacdo de plantas e diminuiu com aumento nas

doses de N em cobertura.
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Figura 1 - Localizagdo de campo experimental, Municipio de Maua da Serra - PR

Maua da Serra
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Figura 2 — Niveis de precipitacdo por decéndio nos anos agricolas de 2009/2010 e
2010/2011, registradas no periodo de 01/10 a 31/03 nos anos de 2009 e 2010, em
Marilandia do Sul - PR, pelo Instituto das Aguas do Parana e temperaturas mensais
maximas e minimas da média de 12 anos (1979 a 1992) do Instituto Agronémico do
Parana (IAPAR) de Maua da Serra - PR (2012)
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Fonte: Adaptado a partir de Pia.

zzoli (2012).
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas do solo (macronutrientes e dados
complementares) da area experimental na camada de 0 a 0,2 m em Maué da Serra -
PR (2012)

Ano agricola 2009/2010
pH PY sS¥ K Ca Mg A H+Al SB CTC V MO

CaCly (mgdm?®)  —-eoeeemeeeeev cmolg dm®--eeeeeeeeee e % g dm?®

55 85 11,7 03 59 16 0 56 79 135 583 379
Ano agricola 2010/2011

pH P" S®¥ K Ca Mg A H+Al SB CTC V MO

CaCly (mgdm®) oo 11010 1| IC———— % g dm™

52 4,83 14 0,32 3,7 1,5 0 5,7 55 11,2 494 45
(1) Método de Mehlich-1; (2) SO, Legenda: pH — pH em cloreto de célcio; SB — soma de bases; CTC — capacidade de trocar
cations a pH 7,0; V — saturagéo por bases; MO — matéria organica.

Fonte: Piazzoli (2012).
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Figura 3 - Frequéncia relativa dos principais géneros fungicos em amostras de milho
recém-colhidas de campo experimental em Maua da Serra — PR, nos anos agricolas
de 2009/2010 (n = 80) e 2010/2011 (n = 80), submetidos a quatro populacbes de
plantas e cinco doses de N em cobertura
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Tabela 2 - Contaminacao fungica de graos de milho em fungdo da densidade de plantas e doses de N, comparando os anos
agricolas de 2009/2010 (n = 80) e 2010/2011 (n = 80)

Ano agricola 09/10 10/11 09/10 10/11 09/10 10/11 09/10 10/11 09/10 10/11
Plantas ha’ Fusarium spp. (log UFC g™)
60000 452+1,00% 292+228% 543+0,55% 4,35+0,57% 3,78+254°% 518+0,97% 530+2,11°% 283+0,35 ° 473+0,35% 3,93+0,90°
75000 5,77+0,87% 488+1,07% 3,78+2,62% 419+1,11?% 503+0,49°% 3,71 +£1,08% 475+128% 3,19+0,46% 531+0,59% 401+1,26°
90000 5,69+0,47% 3,91+0,85 b 4,70+0,85% 327+2,30% 557+0,87% 460+1,10% 4,60+0,08% 3,29+226% 455+0,91% 455+0,64°
105000 577+091% 459+137% 547+0,41°% 380+0,44° 512+0,79°% 381+256% 458+132% 413+1,02% 483+0,37°% 420+0,71°
Plantas ha’ Penicillium spp. (log UFC 9'1)
60000 4,26 +1,60 o 6,34 +0,69% 463+0,28% 495+0,40° 3,78+2,72% 493+0,44°% 442+148?% 535+0,96°% 4,18+0,86°% 5,36 +0,51°
75000 463+1,68% 453+0,33% 3,32+2,25 b 556+0,99% 447+064% 516+1,04% 567+1,32° 6,47+0,95% 525+0,52% 6,02+0,79%
90000 495+0,43% 574+0,67% 400+2,812% 553+0,85% 4,77+1,34°% 548+0,70% 469+1,02% 577+0,77% 3,96+0,86 b 6,37 +0,47°2
105000 456+0,34% 590+0,37% 486+1,34°% 506+0,20% 3,53+256 b 567+0,41% 3,80+2097 b 572+045% 497+0,71% 517+0,65°
Plantas ha’ Leveduras (log UFC g™)
60000 476+0,76% 3,18+254% 6,05+0,52% 2,08+ 1,40 o 418+280°% 400+1,53% 562+0,78% 2,41+1,84 ° 494+0,96% 3,02+0,80 °
75000 523+1,10% 3,25+0,78 b 3,87+260°% 309+1,01% 497+0,70% 3,58+1,42% 518+0,45% 2,19+ 1,53 b 496+0,33% 320+1,15%
90000 476+0,78% 3,73+0,54% 500+0,38% 2,48+ 1,81 b 462+0,35% 2,82+1,94% 476+1,15% 123+1,48 b 478+0,82% 1,43+1,66 b
105000 494+054% 3,03+3,05% 505+0,68°% 2,34+210 b 512+0,34% 2,51 +0,59 b 5,01+0,93% 359+143% 479+0,34% 1,68+1,96 b
Plantas ha’ Aspergillus spp. (log UFC g ™)
60000 - - - - - - - - - -
75000 - 1,75+£2,00 - - - 067+1,15 1,25+2,50 - - 0,50+ 1,00
90000 - - 0,87+1,74 - - - - - - -
105000 - - - - - - - - - 1,87 £ 2,58

Médias seguidas pela mesma letra minGscula na linha, para comparagéo entre os anos, ndo apresentam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3 - Correlacédo entre doses de N, populagédo de plantas, contaminacao fungica, fumonisinas, atividade de agua (Aa), teores
de amido, cinzas e proteinas nos anos agricolas de 2009/2010 (n = 80) e 2010/2011 (n = 80)

Variaveis P D Fus Pen Lev FB, FB, Umidade Aa Cinzas Amido  Proteinas
Populagéo p=100 p=001 p=-002 p=-005 p=-0,19"* p=014 p=014 p=-001 p=000 p=-0,50* p=0,29" p=-0,22*
(plantas ha™) =--- p=086 p=082 p=054 p=000 p=008 p=008 p=093 p=09 p=000 p=0,00 p=0,00
Dose N p=100 p=-013 p=005 p=-006 p=-002 p=-004 p=-006 p=001 p=015 p=-0,23" p=0,66*
(kg ha™) p=-- p=010 p=055 p=048 p=075 p=061 p=049 p=08 p=006 p=0,00 p=0,00
. p= 1,00 p= 0,12 p= 0,47* p= -0,03 p= -0,03 p= 0,27* p= 0,24* p= -0,13 p= 0,13 p= -0,25*
Fusarium spp. . p=0,12 p=000 p=069 p=067 p=000 p=000 p=0,11 p=0,09 p=0,00
. p=100 p=005 p=0,09 p=0,12 p=-0,19* p=-0,15 p=-0,08 p=0,02 p=0,12
Penicillium spp. p=- p=050 p=027 p=0,14 p=001 p=007 p=035 p=0,79 p=0,14
p=1,00 =-0,05 =-0,05 p=0,25* p=0,22* =-0,00 p=0,03 =-0,13

Leveduras - p=053 p=050 p=000 p=000 p=098 p=067 p=0,09
FB, ( 71) p=100 p=097* p=-0,06 p=-0,08 p=-0,19* p=-0,09 p=0,02
1(H9 g =-—- p=000 p=043 p=030 p=001 p=029 p-=0,84

A p = 1,00 p = -0!08 p = -0!09 p - '0,18* p = '0,10 p = 0,01
FB2(ugg') = p=032 p=025 p=002 p=022 p=094
_ p=1,00 p=091* p=-0,23* p=0,50* p=-0,48*
Umidade (%) =-—- p=000 p=000 p=000 p=0,00
Aa p=1,00 p=-0,24* p=0,52* p=-0,41*
p=-- p=0,00 p=0,00 p=0,00

: p=1,00 p=-0,35* p=0,42*
Cinzas (%) = p=0,00 p=0,00
o p=1,00 p=-0,44"
Amido (%) = - p = 0,00
p=1,00

Proteinas (%)

*Correlagdes significantes a p < 0,05, p = correlagdes, p = nivel de significancia.
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Tabela 4 - Valores médios de fumonisinas totais em funcédo da densidade de plantas e doses de N em cobertura na cultura do
milho, comparando os anos agricolas de 2009/2010 (n = 80) e 2010/2011 (n = 80)

Dose (kg ha) 0 60 120 180 240
Ano agricola 09/10 10/11 09/10 10/11 09/10 10/11 09/10 10/11 09/10 10/11
Plantas ha Fumonisinas totais (ug g™

60000 0,44+0,38% 0,54+0,60° 0,73+0,56% 0,86+0,77° 1,69+1,28% 0,10+0,04% 1,24+0,56° 0,44+0,62° 0,51+0,39% 0,38+0,32°
75000 0,74+0,88% 0,68+0,43% 226+1,74% 0,64+0,23° 1,68+1,38% 451+631°% 0,13+0,13° 0,20+0,26% 2,41 +2,18% 2,77 +4,83°
90000 2,46+2,60% 0,80+1,13% 249+231° 7,91+11,0° 0,95+0,88° 598+10,7% 1,32+1,29° 0,10+0,10%2,10+1,76% 0,71 £0,50°
105000 1,39+1,96° 1,39+243% 152+1,68% 0,46+0,34° 0,99+0,87% 504+7,90° 3,77+292°% 0,32+0,35%0,88+1,02% 0,47 +0,40°

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha, para comparagdo entre os anos, ndo apresentam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4 — Concentragdao de fumonisinas totais (FB1 + FB2) em graos de milho em
funcdo da densidade de plantas nos anos agricolas de 2009/2010 (n = 80) e
2010/2011 (n = 80)
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Figura 5 — DistribuicAdo dos niveis de fumonisinas totais (FB1 + FBy) em grdos de

las de 2009/2010 (n = 80)

s

, NOS anos agrico

milho em fung&o da densidade de plantas

e 2010/2011 (n = 80)

Plantas ha™

(%) e1ougnbaiy

Fumonisinas (FB; + FB,) (ug g™



113

Tabela 5 - Valores médios de atividade de agua, umidade, amido, cinzas e proteinas em fungédo da densidade de plantas e doses
de N em cobertura na cultura do milho, comparando os anos agricolas de 2009/2010 (n = 80) e 2010/2011 (n = 80)

Dose (kg ha) 0 60 120 180 240
Ano agricola 09/10 10/11 09/10 10/11 09/10 10/11 09/10 10/11 09/10 10/11
Plantas ha™ Atividade de agua

60000 0,74+0,09% 0,60+0,02° 0,77+0,02%® 0,60+0,01° 0,77+0,03®° 0,61+0,03° 0,79+0,02% 061+0,01° 0,79+0,02% 0,61+0,02°
75000 0,78+0,022% 0,60+0,02° 0,75+0,07% 0,59+0,01° 0,79+0,02® 0,61+0,03° 0,79+0,01% 058+0,02° 0,78+0,01% 0,59+0,03°
90000 0,78+0,00% 0,59+0,03° 0,78+0,01® 0,57+0,02° 0,78+0,02® 0,60+0,02° 0,78+0,01% 062+0,01° 0,72+0,10%® 0,61+0,01°
105000 0,79+0,022% 059+0,02° 080+0,01% 0,60+0,03° 077+0,03% 058+001° 0,76+0,02% 059+0,01° 0,79+001% 0,59+0,01°
Plantas ha™ Umidade (%)
60000 15,04 +0,78% 12,29 +0,40° 1559+0,40° 12,24+0,36° 1504+056° 12,56+0,31° 15,33+0,66° 12,22+0,26° 1532+0,64° 12,36+0,37°
75000 15,64+0,19% 12,72+0,23° 1523+0,43% 12,64+0,28° 1542+0,56° 12,68+0,53° 1542+0,312% 12,13+0,30° 1553+1,59% 12,07+0,26°
90000 15,46 +0,73% 12,52+0,34° 1529+0,40°% 12,46+057° 1521+0,30% 12,23+0,33° 1514+0,472% 12,43+0,25° 14,76 +054% 11,97 +0,28°
105000 1543+0,39% 12,75+0,41° 1582+0,32% 12,60+0,20° 1503+059°% 12,13+0,23° 14,58 +0,62% 12,33+0,13° 1535+0,21°% 12,17+0,29°
Plantas ha™ Amido* (%)
60000 64,93+9,04° 61,83+3,31° 62,26+7,81% 54,17+355° 63,41 +6,65% 52,46+8,15° 60,11+5642% 5267+650°% 6583+822°% 51,71+529°
75000 66,16+2,72% 57,00+4,80° 63,74+6,60% 62,63+3,93% 63,25+517% 62,85+9,40° 61,85+560° 60,66+ 10,3% 61,36+1,64% 5223+10,3"
90000 69,65+ 4,70° 53,85+8,77° 69,72+880°% 5575+7,22° 67,07+£3,29% 61,00+5,63° 61,85+4,65% 60,26+6,11°% 59,67+6,96% 60,32+7,742
105000 72,31 +6,54°% 64,94+783° 7040+8,312 64,22+7,95° 67,67+581% 60,12+9,06° 63,18+563% 63,31 +3,69% 63,66+7,83°% 57,59+575°
Plantas ha’ Cinzas* (%)
60000 121+0,15% 122+0,12% 1,06+0,15° 1,34+0,11% 1,33+0,17% 1,12+0,14° 123+0,12% 1,25+0,17% 1,10+0,13% 1,26+0,12°
75000 1,01+£0,10% 1,08+0,09% 0,99+0,05* 1,10+0,07% 1,13+0,06® 1,08+0,16% 1,19+0,18% 1,05+0,11% 1,11£0,08% 1,12+0,10°
90000 0,91+0,04% 1,07+0,09% 091+029° 1,24+0,09° 097+0,10% 1,07+0,09° 1,02+0,09% 1,04+0,09%° 1,14+0,08% 1,00+0,042
105000 0,91+0,17% 096+0,08° 084+0,17° 1,03+0,04% 098+0,09° 1,10+0,08% 0,93+0,05% 1,13+0,10° 1,02+0,03%° 1,08+0,142
Plantas ha” Proteinas* (%)
60000 6,12+0,43° 701+067% 594+064° 792+059° 698+030° 8,01+0,89% 6,86+050° 8,13+0,44% 734+0,44° 8736+0,47°
75000 552+0,47% 585+047% 6,07+0,37% 647+053% 653+022% 6,76+0,69% 6,82+0,40° 827+0,62% 7,10+£0,35° 8,06+0,62°
90000 526+0,30° 621+048% 560+0,53° 6,71+058° 6,24+035° 724+063% 675+0,39° 7,33+0,68% 7,17+0,15° 8,15+0,64°
105000 521+057° 6,75+0,66° 538+0,46° 6,35+081% 6,77+050% 6,99+090°% 7,07+033° 7,70+1,36° 6,83+021° 7,86+1,00°

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha, para comparagéo entre os anos, ndo apresentam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*Expresso em porcentagem na matéria seca.
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Figura 6 — Teor de proteinas em grédos de milho em fungdo de doses de N em
cobertura e densidades de plantas na cultura do milho nos anos agricolas de
2009/2010 (n = 80) e 2010/2011 (n = 80)
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Figura 7 — Teor de amido em graos de milho em funcdo de doses de N em
cobertura e densidades de plantas na cultura do milho nos anos agricolas de
2009/2010 (n = 80) e 2010/2011 (n = 80)
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Figura 8 — Teor de cinzas em graos de milho em fungédo de densidades de plantas
na cultura do milho nos anos agricolas de 2009/2010 (n = 80) e 2010/2011 (n = 80)
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Tabela 7 — Valores médios de cinzas em graos de milho em fungcdo de doses de N
em cobertura comparando os anos agricolas de 2009/2010 (n = 80) e 2010/2011 (n
= 80)

Ano agricola 2009/2010 2010/2011
Dose de N (kg ha™) Cinzas* (%)
0 1,01 £0,21° 1,08+0,132
60 0,95+ 0,20 ° 1,13+ 0,23 2
120 1,10+ 0,18% 1,10+0,11 2
180 1,09 +0,15°2 1,12+0,14 2
240 1,09+0,13° 1,12+ 0,22 2
Média 1,08° 1,112

Médias seguidas pela mesma letra minlscula na linha, para comparagdo entre os anos, ndo apresentam diferenga estatistica
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*Expresso em porcentagem na matéria seca.
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7 ARTIGO 3: EFEITO DA_INOCULA(}AO DE SEMENTE COM AZOSPIRILLUM
BRASILENSE E ADUBACAO NITROGENADA NA CONTAMINACAO FUNGICA E
NIVEL DE FUMONISINA EM MILHO.

RESUMO

Bactérias do género Azospirillum sao organismos fixadores de nitrogénio que,
quando associadas a rizosfera de plantas, podem contribuir com a nutricao
nitrogenada e como agentes de biocontrole contra doencas. A otimizagdo da
possivel simbiose entre Azospirillum spp. € milho pode resultar em aumento de
produtividade e reducdo de custos de producédo, além de melhorar a qualidade
nutricional e sanitaria dos graos. O trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da
inoculacdo de sementes de milho com Azospirillum brasilense (estirpes Ab-V5 e Ab-
V6) e doses de nitrogénio em cobertura no teor de proteinas, contaminagéo fungica
e fumonisinas, nos anos agricolas de 2010/2011 e 2011/2012. Os experimentos
foram conduzidos em duas regides distintas (Norte e Centro-Sul do Estado do
Parana). O delineamento experimental foi de faixas na regido Norte e de parcela
subdividida na Centro-Sul, ambos em esquema fatorial 2x5, correspondentes a
inoculagdo de sementes com A. brasilense (com e sem) e cinco doses de N em
cobertura: 0, 30, 60, 90 e 120 kg ha™ na regido Norte e 0, 50, 100, 150 e 200 kg ha™
na Centro-Sul. Fusarium spp., Penicillium spp. e leveduras foram o0s géneros
fungicos que prevaleceram nas amostras de milho em ambas as regides. A
inoculagdo de sementes e as doses de N em cobertura ndo apresentaram efeito
significativo (p > 0,05) em relacdo a contaminagao dos graos por fungos. Na regiao
Norte, fumonisinas foram detectadas em 90% das amostras em 2010/2011 (média
de 0,62 ug g”') e 97,5% em 2011/2012 (média de 4,34 ug g'). Na regido Centro-Sul,
fumonisinas foram detectadas em 45% das amostras em 2010/2011 (média de 0,14
ug g') e 100% em 2011/2012 (média de 2,67 ug g'), no qual amostras oriundas de
tratamentos com inoculante apresentaram reducdo nos niveis de fumonisinas em
comparacao aos tratamentos sem inoculante, indicando fator favoravel quanto a
conducdo sequencial de pratica agricola com inoculante. O teor de proteinas em
graos aumentou com incremento nas doses de N e a inoculagdo com A. brasilense
nao produziu efeito significativo para esta variavel. O teor de proteinas,
contaminagéao fungica e fumonisinas foram influenciadas pelas diferentes condigbes
climaticas ocorridas entre os anos de cultivo. O uso de bactérias diazotréficas surge
como alternativa para redugéo do custo com fertilizantes e melhora da qualidade do
gréo, porem, restricbes hidricas no periodo de desenvolvimento da cultura,
principalmente no ano 2011/2012, representaram condi¢cdes desfavoraveis para o
pleno desempenho da cultura do milho.

Palavras-chave: milho, proteinas, Azospirillum, Bactérias diazotréficas, fumonisinas.
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EFFECT OF SEED INOCULATION WITH AZOSPIRILLUM BRASILENSE AND
NITROGEN TOPDRESSING ON FUNGAL CONTAMINATION AND FUMONISIN IN
MAIZE GRAINS.

ABSTRACT

Bacteria of the genus Azospirillum are nitrogen fixing organisms that, when
associated with the rhizosphere of plants can contribute to nitrogen nutrition and as
biocontrol agents against diseases. Optimization of this possible symbiosis between
Azospirillum spp. and maize could result in increased productivity and reduced
production costs and improve the health and nutritional quality of maize kernels. The
study aimed to evaluate the effect of inoculation of maize seeds with Azospirillum
brasilense (strains Ab-V5 and Ab-V6) and doses of nitrogen application on protein,
fungal contamination and production of fumonisins in crop year 2010/2011 and
2011/2012. The experiments were conducted at two sites (Northern and Central-
Southern regions, Parana State, Brazil) in which the experimental design was of split
block at Northern region and split plot at Central-South, in both 2x5 factorial
arrangement, corresponding to seed inoculation with A. brasilense (with and without)
and five doses of nitrogen: 0, 30, 60, 90 and 120 kg ha™' in Northern and 0, 50, 100,
150 and 200 kg ha™ in Central-Southern. Fusarium spp., Penicillium spp. and yeasts
fungi species that were prevalent in the corn samples in both regions. The seed
inoculation and doses of nitrogen on coverage had no significant effect (p > 0.05) in
relation to contamination of grains by fungi. In Northern region fumonisins were
detected in 90% of samples in 2010/2011 (average of 0.62 ug g"') and 97.5% in
2011/2012 (average of 4.34 ug g”). In Central-Southern, fumonisins have been
detected in 45% of samples in 2010/2011 (mean 0.14 ug g') and 100% in 2011/2012
(average of 2.67 pug g'), in which samples from treatment with inoculant had
decreased in fumonisin levels (p < 0.05) compared to treatments without inoculation,
indicating favorable factor towards conducting sequential agricultural practice with
inoculant. Protein content in grain increased with increasing doses of N and
inoculation with A. brasilense produced no significant effect for this variable. The
protein content, fungal contamination and fumonisin were influenced by different
climate conditions that occurred between the years of cultivation. Use of diazotrophs
is an alternative to reduce costs of fertilizer and improved grain quality, but
restrictions rainfall during the period of crop development, especially in the year
2011/2012, represented unfavorable conditions for the full performance of maize.

Keywords: maize, protein, Azospirillum, diazotrophic bacteria, fumonisins.
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INTRODUCAO

A agricultura moderna demanda grande quantidade de fertilizante para
maximizar o cultivo de cereais, sendo o milho uma das mais exigentes, requerendo
especialmente os nitrogenados e fosfatados. O suprimento inadequado de nitrogénio
(N) é fator limitante no rendimento, por ser macronutriente essencial na biossintese
de proteinas, enzimas, coenzimas, 4cidos nucléicos e citocromos (BULL, 1993).

A busca crescente pela maior produtividade e qualidade, associado ao
menor custo, elevam a participacao de fertilizantes nitrogenados em 75% do custo,
representando 40% do valor total da produgédo, além de causarem poluicdo
ambiental (MACHADO et al., 1998). O aumento no rendimento e qualidade
nutricional depende da eficiente canalizagdo de C e N para o gréao, transformando
em componente estrutural e de reserva. Uma das alternativas visando a reducéo de
custo seria a fixacdo de Ny atmosférico empregando simbiontes na rizosfera, a
exemplo de Azospirillum spp., capaz de colonizar o habitat intra ou extra-raizes de
uma ampla variedade de plantas (DIDONET; RODRIGUES; KENNER, 1996;
BASHAN; HOLGUIN, 1997; BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004). Estas
bactérias diazotroficas beneficiam de nutrientes secretados pela raiz (BLOEMBERG;
LUGTENBERG, 2001). Em contrapartida, favorecem diretamente a planta
produzindo reguladores de crescimento (auxinas, giberelinas, citocininas e etileno),
ou melhorando a absorgdo de nutrientes (BASHAN; HOLGUIN, 1997; CASSAN et
al., 2001; TIEN; GASKINS; HUBBELL, 1979; THULER et al., 2003). Entre os efeitos
indiretos citam-se a produgdo de antibiéticos, sideréforos e acido hidrocianico,
inibidores de fitopatégenos (MYOUNGSU et al., 2005).

A. brasilense é notavelmente versdtil, sendo capaz de mineralizar
nutrientes do solo e sequestrar Fe para sobreviver a condicdes ambientais adversas
e favorecer associagdes benéficas entre planta e micorrizas (BASHAN; HOLGUIN;
DE-BASHAN, 2004; CREUS; SUELDO; BARASSI, 2004). A. brasilense em
sementes contribuiu aumentando a produtividade de trigo (DIDONET; RODRIGUES;
KENNER, 1996; DALLA SANTA et al, 2004; NAIMAN; LATRONICO; DE
SALAMONE, 2009) e milho (CAVALLET et al., 2000; NOVAKOWISKI et al., 2011).

O milho constitui substrato para fungos micotoxigénicos desde o periodo
de pré-colheita, com énfase num vasto numero de espécies do género Fusarium,
seja sapréfitas ou fitopatogenos (CAST, 2003; DESJARDINS; HOHN, 1997;



121

FANDOHAN et al., 2005). Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (=Fusarium
moniliforme Sheldon, teleomorfo Giberella moniliforme, sinbnimo Giberella fujikuroi)
€ o principal produtor de fumonisinas em milho, responsaveis pela
leucoencefalomalacia em equinos, edema pulmonar e efeito cardiotdxico em suinos
(SEIFERT et al., 2003; MARASAS et al., 1988; HARRISON et al., 1990; SMITH et
al., 1996). A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC) em Lyon,
Franga, avaliou as toxinas produzidas por F. verticillioides como cancerigenos do
grupo 2B, isto é, possivelmente cancerigeno para seres humanos (IARC, 1993).

Considerando o elevado custo e a dependéncia intensiva de
agroquimicos na prevengado e controle fungico, além de poluigdo ambiental e
resisténcia do patégeno, o controle biolégico por A. brasilense surge como
alternativa promissora (TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2011). O antagonismo
mediado por sideréforos reduz a disponibilidade de ferro para patégenos fungicos,
eliminando-os da rizosfera (CHAIHARN; CHUNHALEUCHANON; LUMYONG, 2009).
Pseudomonas spp. e Bacillus spp. na rizosfera de milho inibiram F. verticillioides, F.
graminearum e Macrophomina phaseolina produzindo antifungicos, sideré6foros,
HCN e pigmentos fluorescentes, além de promoverem o crescimento da planta pela
fixacdo de N, atmosférico, solubilizacdo de fosfato e producédo de acidos organicos
(PAL et al., 2001).

Como principais fontes de inéculo de Fusarium, tém-se os restos de
cultura de milho, como colmos e espigas, sementes de milho contaminadas, restos
de gramineas de inverno (trigo, aveia e cevada) e também o solo (PINTO, 2005). A
presenca de microrganismos no solo, que possuam atividade antagonista contra
Fusarium spp., pode resultar em redugédo da contaminacao da planta por este fungo.
Em adigdo, niveis adequados de adubacdo nitrogenada melhora a qualidade
sanitaria do grdo, sendo que a insuficiéncia em N aumenta a susceptibilidade a
fungos toxigénicos, assim como o excesso causa aumento da massa foliar, obtendo-
se um microclima com menor fluxo de ar e maior umidade relativa, favorecendo a
sobrevivéncia fungica (BRUNS; ABBAS, 2005; BLANDINO; REYNERI; VANARA,
2008).

Diante disso, no presente trabalho foi avaliado o efeito da inoculagao
com A. brasilense em sementes de milho sob diferentes niveis de adubacgéo
nitrogenada em campos experimentais situados em duas regides distintas do Estado

do Parana quanto a condicdo climatica e, repercussdao na qualidade de gréao
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produzido, com énfase no teor de proteinas, contaminacao fungica e producao de

fumonisinas.

EXPERIMENTAL

Localizagdo e caracterizagdo das areas experimentais

O experimento foi realizado a campo, durante dois anos agricolas,
2010/2011 e 2011/2012, em dois locais de pesquisa da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Centro Nacional de Pesquisa em Soja (Embrapa soja). O
primeiro local, a fazenda experimental da sede Embrapa soja, localizada no Distrito
da Warta, pertencente ao municipio de Londrina, regido Norte do Estado do Parana,
o qual se encontra a 23°11’ latitude Sul, 51210’ longitude Oeste de Greenwich, com
altitude de 605 m (Figura 1). O solo do local é caracterizado como Latossolo
Vermelho distroférrico (EMBRAPA, 2006). O clima da regido, segundo a
classificagdo de Képpen, é Cfa, ou seja, clima subtropical com temperatura média no
més mais frio inferior a 18°C e temperatura média no més mais quente acima de
22°C, com verdes quentes, geadas pouco frequentes e tendéncia de concentragéao
das chuvas nos meses de veréo, contudo sem estacao seca definida (IAPAR, 2012).

O segundo local, a fazenda experimental do Escritério de Negdcios da
Embrapa Transferéncia de Tecnologia localizada no municipio de Ponta Grossa,
regiao Centro-Sul do Estado do Parana, que se encontra a 25209’ latitude Sul, 50°06’
longitude Oeste de Greenwich, com altitude de 800 m (Figura 1). O solo do local €
caracterizado como Latossolo Vermelho distréfico (EMBRAPA, 2006). O clima da
regidao, segundo a classificacdo de Koppen, € Cfb, ou seja, clima temperado
propriamente dito, com temperatura média no més mais frio inferior a 18°C, com
veroes frescos e temperatura média no més mais quente abaixo de 22°C e sem
estacao seca definida (IAPAR, 2012). A Figura 2 apresenta os dados de temperatura
média e precipitagcdo pluviométrica mensal medidos nas regides (a) Norte e (b)
Centro-Sul, durante o periodo de conducao do experimento, nos anos agricolas de
2010/2011 e 2011/2012.

Delineamento experimental
O delineamento experimental foi de faixas na regido Norte e de parcela

subdividida na Centro-Sul no esquema fatorial 2x5 correspondente a inoculagdo de
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sementes com A. brasilense (com e sem) e cinco doses de N em cobertura: 0, 30,
60, 90 e 120 kg ha™ na regido Norte e 0, 50, 100, 150 e 200 kg ha na Centro-Sul,
com quatro repetigcdes, sendo o fator inoculagdo de sementes com A. brasilense
alocado na parcela e as doses de N, aplicadas em cobertura, na subparcela. A
parcela experimental foi constituida por quatro linhas com oito metros de
comprimento e espagamento entre linhas de 70 cm. Foi considerada como area util
da parcela experimental as duas linhas centrais, desprezando-se 1,25 m nas
extremidades, totalizando 7,7 m? de 4rea Util.

Amostras

O cultivar utilizado nos dois locais foi o hibrido transgénico DKB390YG
da empresa Dekalb®, com tecnologia Yieldgard® para supressdo da lagarta do
cartucho (Spodoptera frugiperda), controle da lagarta da espiga (Helicoverpa zea) e
broca do colmo (Diatraea saccharalis). Segundo o fornecedor, o hibrido produz
espigas com excelente empalhamento e tolerancia a graos ardidos (DEKALB, 2011).

Quando os graos apresentaram aproximadamente 20% de umidade
foram colhidas oito espigas de cada parcela. As amostras foram secas em estufa a
50 °C por 24 horas e armazenadas a 4 °C até o momento do uso. Os graos foram
triturados assepticamente até granulometria de 50 mesh, evitando contaminacao das
amostras, para proceder-se as analises de teor de proteinas, contagem de bolores e
leveduras e quantificacdo de fumonisinas.

Procedimento experimental

A area experimental foi manejada no sistema de plantio direto, sendo o
milho cultivado em sucesséo a cultura do trigo nos dois locais. Para adubagéo com
nitrogénio, fésforo e potassio (NPK) na semeadura utilizou-se 270 kg ha™ da férmula
8-28-16, correspondendo a 21,6 kg ha™ de N, 75,6 kg ha™' de P2Os e 43,2 kg ha de
K20O. Antes da semeadura, as sementes foram divididas em duas porcdes sendo
uma tratada com inoculante liquido comercial Azototal® contendo a bactéria
Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5 e Ab-V6, que contém 1x10° células viaveis por
mL, na dose de 4 mL do produto comercial para cada kg de semente. Na regiao
Norte, as semeaduras foram realizadas em 20/10/2010 e 27/10/2011, na Centro-Sul

nos dias 08/12/2010 e 10/12/2011. Foram semeadas duas sementes por cova e
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apds a emergéncia das plantas foi realizado o desbaste, deixando apenas uma
planta por cova e obtendo a populagao pré-definida 60 mil plantas ha™.

A adubacado nitrogenada de cobertura foi realizada no estadio V4, ou
seja, plantas apresentando quatro folhas expandidas (RITCHIE; HANWAY, 1993). A
fonte utilizada foi nitrato de amonio (32% N e 3% de K:0), aplicado em cobertura na
superficie do solo nas quatro linhas das parcelas e sendo aplicada a mesma
quantidade de potassio em todas as parcelas do experimento.

Determinag&o de fumonisinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A extracdo e quantificacdo de fumonisinas por CLAE foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita por Shephard et al. (1990), modificada por
Ueno et al. (1993) (itens 4.2.2 e 4.2.3).

Avaliagdo da microbiota fungica

A metodologia utilizada esta descrita no item 4.2.4. Os géneros fungicos
foram identificados de acordo com Nelson, Toussoun e Marasas (1983) e Samson,
Hoeskstra e Frisvad (1996).

Determinagao de proteinas
O teor de proteinas bruta foi determinado pelo método de Kjeldahl
(AOAC, 1995) (item 4.2.5).

Andlise estatistica

A contagem fungica, contaminacao por fumonisinas e teor de proteinas
foram avaliados por analise de varidncia seguida por teste de Tukey (p < 0,05). A
analise estatistica foi realizada no programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a andlise de variancia das caracteristicas
avaliadas em resposta a doses de N em cobertura e inoculagdo com Azospirillum
brasilense nos anos agricolas de 2010/2011 e 2011/2012, nas regides Norte e
Centro-Sul do Estado do Parana. Os resultados mostram que as interacoes dose x

inoculacéo, dose x ano, inoculagdo x ano e a interacao tripla dose x inoculagao x
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ano nao foram significativas em relacdo aos parametros avaliados no experimento
conduzido na regiao Norte. Na regidao Centro-Sul, as interacées duplas dose x ano e
inoculagdo x ano, apresentaram efeito significativo sobre a contaminagdo por
fumonisinas. A dose de N em cobertura influenciou significativamente (p < 0,05) no
teor de proteinas nos gréaos de milho em ambos os locais. A inoculagdo de sementes
com A. brasilense apresentou efeito significativo na contaminag&o por fumonisinas
no experimento conduzido na regidao Centro-Sul. O fator de variagdo ano agricola
teve efeito significativo em relacdo ao teor de proteinas, contaminagdo por
fumonisinas, Fusarium spp. € Penicillium spp. As diferencas observadas entre os
anos se devem, provavelmente, as condi¢des climaticas diferenciadas ocorridas
durante a conducao do experimento, tanto na regiao Norte, quanto na Centro-Sul.

No experimento conduzido na regido Norte, a porcentagem média de
proteinas nos graos de milho aumentou significativamente (p < 0,05) com
incremento das doses de N em cobertura nos dois anos agricolas (Tabela 2). Houve
aumento quadratico conforme incremento nas doses de N em cobertura até o
maximo de 120 kg de N ha"', ou seja, quanto maior a disponibilidade de N em
cobertura, maior a resposta em relagéo ao teor de proteinas nos gréos (Figuras 3a e
3b). Este efeito foi observado em ambos os tratamentos, com e sem inoculacao de
A. brasilense, sendo que menores teores foram encontrados nos graos colhidos de
plantas que n&o receberam adubac¢do com N e maiores nos tratamentos com 90 e
120 kg de N ha™.

Na regidao Centro-Sul, o teor de proteinas nos graos também aumentou
com incremento das doses de N em cobertura nos dois anos de avaliagao (p < 0,05).
Doses de 150 e 200 kg de N ha™ diferiram significativamente dos tratamentos com
auséncia de adubacdo em ambos os tratamentos, com e sem inoculagdo de A.
brasilense (Tabela 3). O teor de proteinas ajustou-se a uma equacao quadratica em
funcdo do incremento das doses de N em cobertura até a dose maxima de 200 kg
de N ha (Figuras 4a e 4b).

Os efeitos da fertilizacdo com N sobre o teor de proteinas em graos de
milho foram descritos por outros autores (FERREIRA et al., 2001; SANGOI;
ERNANI; SILVA, 2007), tendo em vista que é um dos nutrientes requeridos em
maior quantidade pelas plantas e que mais limita o crescimento. O nitrogénio faz
parte de proteinas, acidos nucléicos e muitos outros importantes constituintes

celulares, incluindo membranas e diversos hormonios vegetais. Ferreira et al. (2001)
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obtiveram aumento linear na concentragdo protéica nos graos de milho aplicando
doses crescentes de sulfato de aménio entre 0 e 210 kg ha™ (6,55 para 7,61%) e,
apontaram a variacao devido ao reforco da adubacdo perante biossintese de
aminoacidos.

Constatou-se que, no ano 2010/2011, o teor de proteinas nos gréos foi
em media superior aos encontrados em 2011/2012, nos dois locais do experimento
(Tabelas 2 e 3). Isso se deve provavelmente as condigdes climaticas durante o ciclo
da cultura. Na regido Norte, a precipitacdo pluviométrica no ano 2010/2011 foi
aproximadamente 720 mm, maior que 2011/2012, que foi de 543 mm (Figuras 2a e
2b). Além disso, as precipitagdes em 2011/2012 foram mal distribuidas durante o
ciclo, com periodos de excesso de chuvas alternados por periodos de estiagem,
situacdo que pode ter sido desfavoravel tanto para o desenvolvimento das plantas
quanto para A. brasilense. Na regiao Centro-Sul, a precipitacdo pluviométrica em
2010/2011 foi cerca de 868,2 mm, maior que em 2011/2012, que foi de 733 mm, ao
mesmo tempo, as precipitacdes neste local também foram mal distribuidas durante a
conducéo do experimento em 2011/2012 (Figuras 2c e 2d).

Deve-se considerar ainda que a cultura antecessora em ambos os locais
nos dois anos de avaliagdo foi trigo, ou seja, o0 manejo de cultura utilizado nao foi o
mais recomendado para cultura do milho. Espécies gramineas possuem alta relacao
carbono:nitrogénio (C/N), com isso a velocidade de liberacado de N de seus residuos
é lenta (AITA et al.,, 2004). A rotacdo de cultura entre uma leguminosa e uma
graminea (neste caso, o milho) é considerada uma pratica efetiva para se obter
melhor producéo, tanto do milho quanto da leguminosa. O cultivo de leguminosas
antecedendo o milho aumenta a disponibilidade de N no solo, a absorcéo de N pela
planta e o rendimento de graos, sendo o sistema de manejo com leguminosa
importante para melhoria dos componentes de producao da cultura (OHLAND et al.,
2005).

Os resultados obtidos mostram que inoculacdo de sementes com A.
brasilense nao desenvolveu o efeito esperado, ou seja, graos de milho oriundos de
plantas cujas sementes foram inoculadas nao apresentaram maior teor de proteinas
em comparacado as nao inoculadas. Pesquisas apontaram que inoculagcdo com A.
brasilense pode implicar em varios efeitos benéficos para planta, como melhora do
sistema radicular e absor¢cdo de nutrientes pelas raizes. Por outro lado, foram

relatados incrementos na absor¢do da agua e minerais, maior tolerancia a estresses
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como salinidade e seca, resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva
(BASHAN; HOLGUIN, 1997; DOBBELAERE et al., 2001; BASHAN; HOLGUIN; DE-
BASHAN, 2004).

Segundo Baldani et al. (1986), o sucesso da pratica de inoculagdo de
cereais em condigcbes de campo dependera de dois pré-requisitos: (a) selecdo de
estirpes que sao superiores aos ja presentes no solo e (b) estabelecimento e
multiplicagdo das estirpes selecionadas na rizosfera e nas raizes, ou seja, durante
cultivos consecutivos, o estabelecimento da estirpe inoculada serd dependente de
sua "competitividade" que, por sua vez, depende de fatores climaticos, do solo e da
cultivar.

Fusarium spp., Penicillium spp. e leveduras foram os géneros que
prevaleceram na regido Norte e Centro-Sul, sendo que o género Aspergillus spp.,
produtor de micotoxinas comumente encontrado em milho, ndo foi detectado (Figura
5). Na regiao Norte, Fusarium spp. foi detectado em 59,5% (2010/2011) e 80,0%
(2011/2012), Penicillium spp. em 62,6% (2010/2011) e 100% (2011/2012) e
leveduras em 51,3% (2010/2011) e 45,0% (2011/2012). Ono et al. (1999) avaliaram
64 amostras de milho recém-colhidas (safra 1995/1996) nas regides Norte (n = 37) e
Centro-Sul (n = 27) do Estado do Parana e verificaram que os géneros Fusarium e
Penicillium foram predominantes com 100% de detecc¢ao nas duas regides.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos na contagem de Fusarium
spp., Penicillium spp. e leveduras em graos de milho do campo experimental na
regido Norte, considerando o efeito de diferentes doses de N e inoculagédo de
sementes com A. brasilense. Em 2010/2011, os gréos de milho apresentaram
contaminacgdo natural por Fusarium spp. (ndo detectavel a 8,8x10* UFC g7,
Penicillium spp. (ndo detectavel a 1,0x10° UFC g™) e leveduras (ndo detectavel a
1,1x10” UFC g™). No ano 2011/2012, Fusarium spp. (ndo detectavel a 4,5x10°> UFC
g, Penicillium spp. (4,0x10° a 1,4x10® UFC g') e leveduras (ndo detectavel a
1,1x10” UFC g™). Nao houve diferenca significativa entre os valores médios nas
safras de 2010/2011 e 2011/2012, pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Na regiao Centro-Sul, Fusarium spp. foi detectado em 85% (2010/2011)
e 60% (2011/2012), Penicillium spp. em 92,5% (2010/2011) e 100% (2011/2012) e
leveduras em 65% (2010/2011) e 85% (2011/2012) (Figura 5). A Tabela 5 apresenta
os resultados obtidos na contagem de Fusarium spp., Penicillium spp. e leveduras

em graos de milho na regido Centro-Sul. No ano 2010/2011, os grdos de milho
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apresentaram contaminagdo natural por Fusarium spp. (ndo detectavel a 1,4x10°
UFC g, Penicillium spp. (ndo detectavel a 6,5x10* UFC g ') e leveduras (ndo
detectavel a 6,2x10° UFC g'). No ano 2011/2012, Fusarium spp. (ndo detectavel a
3,4x10* UFC g™, Penicillium spp. (5,9x10* a 4,8x10° UFC g") e leveduras (ndo
detectavel a 2,2x10” UFC g"'). Nao houve diferenca significativa entre os valores
médios pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os resultados obtidos na regidao Norte e na Centro-Sul mostraram que a
inoculagéo de sementes com A. brasilense nao apresentou efeito significativo quanto
a contaminagéao fungica de grdos de milho em comparagéo aos tratamentos que nao
receberam inoculagdo da bactéria. Os diferentes comportamentos das bactérias
como agentes de biocontrole e a sua capacidade de inibicao do crescimento fungico
e producdo de micotoxinas demonstram que varios fatores interferem nos resultados
da inoculacdo, como estirpe da bactéria, cultivar, tipo de solo, niveis de fertilizagao
e, principalmente, condi¢des climaticas.

Embora Azospirillum spp. ndo seja conhecido como um tipico agente de
controle bioldgico, tem sido relatado que algumas cepas sdo capazes de estimular o
crescimento de plantas suprimindo indiretamente patdégenos do solo e outros micro-
organismos nocivos em varios sistemas. Shah, Karkhanis e Desai (1992) relataram
que Azospirillum lipoferum M produziu sider6foros do tipo catecol em condigdes de
estresse por falta de ferro e apresentaram atividade antimicrobiana in vitro contra
varios isolados de fungos, como Aspergillus niger e Fusarium oxysporium, por
exemplo. Sideréforos produzidos por Azospirillum brasilense exibiram atividade
antifangica in vitro contra Colletotrichum acutatum, fungo causador de antracnose
em morangos, reduzindo também os sintomas da doenga em testes com a planta
(TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2011). Estudo realizado com vérias estirpes de
bactérias antagonistas mostrou que Azospirillum spp. apresentou efeito antagonista
contra Aspergillus flavus, produtor de aflatoxinas, sendo capaz de degradar 95% da
toxina in vitro (CHO; HONG; KANG, 2000).

As Tabelas 6 e 7 apresentam os niveis médios de contaminacao dos
graos de milho por fumonisinas totais (FB1 + FB2) nos anos agricolas de 2010/2011
e 2011/2012. As diferentes doses de N em cobertura ndo exerceram efeito
significativo sobre a contaminacédo por fumonisinas (p > 0,05). Apesar de alguns
tratamentos apresentarem diferencas, nenhuma tendéncia foi observada em relagéao

as doses de N aplicadas. Este resultado difere dos obtidos por Blandino; Reyneri e
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Vanara (2008), no qual relataram reducao nas concentragdes de FBy em grédos de
milho com uso de doses crescentes de N (0, 200 e 300 kg ha™).

Na regido Norte, no ano 2010/2011, fumonisinas foram detectadas em
90% das amostras, considerando todos os tratamentos, com faixa de concentracao
de 0,02 a 2,24 ug g (média de 0,62 ug g') e, em 2011/2012, foram detectadas em
97,5%, com variacdo de nao detectado a 21,41 ug g (média de 4,34 ug g') (Tabela
6). Os valores médios encontrados nos dois anos agricolas ficaram abaixo do limite
méaximo de 5,0 ug g"' recomendado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2011). Nos dois anos de avaliacdo, em milho cujas sementes foram
inoculadas com A. brasilense, 77,5% das amostras apresentaram concentragdes de
fumonisinas < 5,0 ug g, 15% > 5,0 ug g' e em 7,5% nao foram detectadas. Nos
tratamentos sem inoculagdo, 82,5% apresentaram contaminagdo < 5,0 ug g, 12,5
% >5,0ug g’ eem 5,0% nio foram detectadas (Figura 6).

Na regido Centro-Sul, no ano 2010/2011, fumonisinas foram detectadas
em 45% das amostras, com variacdo de ndo detectado a 1,17 ug g (média de 0,14
ng g') e, em 2011/2012, foram detectadas em 100%, com variagdo de 0,07 a 15,26
Hg g' (média de 2,67 ng g') (Tabela 7). Os valores médios de fumonisinas
encontrados na regido Centro-Sul nos dois anos agricolas ficaram abaixo do limite
méaximo de 5,0 pg g’ recomendado pela legislacdo brasileira. Considerando os dois
anos de avaliagdo, em tratamentos que receberam inoculagdo com A. brasilense,
62,5% das amostras apresentaram niveis de fumonisinas < 5,0 ug g, 5,0% > 5,0 ug
g' e em 32,5% nao foram detectadas. Nos tratamentos sem inoculacdo, 62,5%
apresentaram contaminacdo < 5,0 ug g, 15,0 % > 5,0 ug g' e em 22,5% nao foram
detectadas (Figura 6).

Os resultados mostraram maiores niveis de fumonisinas nas amostras
de milho da regiao Norte em comparacao a Centro-Sul, indicando tendéncia regional
na contaminagao. Resultados semelhantes foram obtidos por Ono et al. (1999), que
avaliaram milho recém-colhido no Estado do Parana e detectaram fumonisinas em
100% das amostras (média de 6,76 ug g') na regido Norte e em 96,3% (média de
0,78 ug g™') na Centro-Sul.

A inoculagdo de sementes com A. brasilense na regiao Norte nao
mostrou efeito significativo para contaminagdo por fumonisinas (p > 0,05). No

entanto, ressalta-se que houve tendéncia de redugdo nos niveis de fumonisinas,
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principalmente no ano 2010/2011 (Figura 7). Na regido Centro-Sul, no ano
2010/2011, tratamentos com inoculagdo de sementes apresentaram, em média,
menor contaminagdo em relagdo ao tratamento sem inoculagdo. Em 2011/2012, os
tratamentos com inoculacdo apresentaram reducdo significativa (p < 0,05) na
contaminagao em comparagao ao tratamento sem inoculacao (Figura 7).

Diversos trabalhos tém demonstrado a eficacia do uso de bactérias
diazotréficas como agente de biocontrole contra F. verticillioides e producao de
fumonisinas em milho. Pereira et al. (2010) estudaram o efeito de trés agentes
bacterianos, Bacillus amyloliquefaciens, Microbacterium oleovorans e Enterobacter
hormaechei para o controle na infecgdo por F. verticillioides e producdo de
fumonisinas em milho durante o ano 2006/2007. Os autores inocularam as bactérias
em sementes no pré-plantio e em espigas durante a floracdo e constataram que o
tratamento de sementes com B. amyloliquefaciens e E. hormaechei reduziram a
infecgdo por F. verticillioides e contaminagdo por FB¢{ nos dois anos do estudo,
enquanto que FBj foi significativamente maior nos graos oriundos de plantas que
tiveram sementes tratadas com suspensao de M. oleovorans. No entanto, Pereira;
Nesci e Etcheverry (2007) avaliaram o efeito do tratamento de semente de milho no
ano 2004/2005 com a mesma cepa de M. oleovorans e verificaram diminuigdo nos
niveis de fumonisinas, em comparagdo ao controle. Bacon e Hinton (2002)
inocularam Bacillus mojavensis em sementes esterilizadas de milho e observaram
uma reducao na contaminacao por FB1 em plantas cultivadas em estufa submetidas
a condi¢cées de estresse por falta de agua, condigdo propicia para producédo de
fumonisinas.

Um problema com utilizagdo de bactérias diazotréficas para controle de
doencas € a possibilidade do agente patogénico combater o crescimento e
proliferacdo do agente de controle bioldgico. Espécies de Fusarium podem produzir
acido fusarico, particularmente quando milho é cultivado sob tensdes abidticas do
solo (CAPASSO et al.,, 1996). O acido fusarico € uma potente fitotoxina do milho
(ARIAS, 1985) e um antibidtico para varias bactérias utilizadas como biocontrole de
patégenos. Como foi demonstrado no caso da utilizacdo de B. mojavensis em
condigdes de campo, no qual resultaram em menor controle de F. verticillioides e
producdo de fumonisina, em comparagdao aos experimentos realizados em estufa
(BACON et al, 2004).
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Em 2010/2011, o nivel médio de fumonisinas em milho foi
significativamente menor (p < 0,05) em comparacédo a 2011/2012, nos dois campos
experimentais (Figura 7). Dois fatores podem ter atuado para este resultado: niveis
de precipitacdo e cultura antecessora. Verificou-se que em 2011/2012 as
precipitacdes foram em menor quantidade e mal distribuidas durante o ciclo da
cultura, principalmente na regidao Norte (Figura 2a), causando possivel estresse
hidrico nas plantas, condigéo favoravel a acumulagcado de micotoxinas (MUNKVOLD,
2003b). A cultura antecessora foi trigo nos dois locais do experimento, ou seja,
cultivou-se trigo no periodo de outono/inverno e milho na primavera/verao por dois
anos consecutivos. O plantio sucessivo de gramineas contribui para sobrevivéncia
de Fusarium spp. no campo, além disso, restos culturais servem como fonte de
inéculo no campo (COTTON; MUNKVOLD, 1998; MILLER, 2001). Este pode ter sido
fator importante para aumento na contaminacéo por fumonisinas no ano 2011/2012
(Figura 7). A rotagédo de culturas tem papel importante no controle de doencas e
pragas. Na cultura do milho tem sido empregada no controle de ferrugens,
helmintosporiose, antracnose, mancha de Phaeosphaeria (FANCELLI; DOURADO
NETO, 2000).

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas, como A.
brasilense, pode melhorar o sistema radicular e contribuir com a absorcao de
nutrientes pelas plantas, tornando-as mais resistentes a doengas e ao ataque de
patégenos. Entretanto, resultados obtidos para o teor de proteinas nos graos
mostraram que a inoculagdo de sementes nao contribuiu efetivamente para o
acumulo de nutrientes nas plantas. O baixo nivel de contaminag¢do por fumonisinas
pode ser atribuido, entre outros fatores, a fertilidade natural do solo aliada a doses
de N fornecida, as quais proporcionaram uma adubacgdo balanceada e uma planta
equilibrada nutricionalmente, aumentando assim sua resisténcia. Além disso, o
hibrido utilizado (DKB390YG) possui tecnologia para controle da lagarta do cartucho
(Spodoptera frugiperda), lagarta da espiga (Helicoverpa zea) e Broca do colmo
(Diatraea saccharalis), que sao pragas que podem atuar como vetores para
penetracao de fungos na espiga. A utilizacdo de hibridos modernos com baixa
suscetibilidade a infeccdo por Fusarium spp., que conduz a acumulacdo de
fumonisinas em graos de milho, tem sido considerado como método de prevengao

mais eficiente para diminuir o risco de contaminagao (PASCALE et al., 1997).
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CONCLUSAO

Amostras de milho que receberam inoculagdo com A. brasilense
apresentaram reducao nos niveis de fumonisinas, principalmente na regiao Centro-
Sul, no qual houve reducao significativa nos niveis de contaminag&o no segundo ano
de experimento, em comparacdo aos tratamentos sem inoculacao, indicando fator
favoravel quanto a conducgéo sequencial de pratica agricola com inoculante.

O teor de proteinas em grdos aumentou com incremento nas doses de
nitrogénio e a inoculagdo de sementes com A. brasilense nao produziu efeito
significativo para esta variavel.



133

Figura 1 — Locais de amostragem de milho nas regides (1) Norte e (2) Centro-Sul do
Estado do Parana
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Figura 2 — Dados de temperatura média e precipitacdo durante o periodo de cultivo do milho nos anos agricolas de 2010/2011 e
2011/2012 nas regides (a) Norte e (b) Centro-Sul do Estado do Parana
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Tabela 1 — Andlise de variancia do teor de proteinas, contaminacao fungica e fumonisinas em gréaos de milho em funcao de doses
de N em cobertura e inoculagdo com A. brasilense, nos anos agricolas de 2010/2011 (n = 40) e 2011/2012 (n = 40), regides Norte
e Centro-Sul do Estado do Parana

Quadrados médios

tgzigg GL _Proteinas (%) Fumonisinas (ug g Fusarium spp. (log UFC g) _ Penicillium spp. (log UFC g") _Leveduras (log UFC g)
Regido Norte
Blocos 7 1,333* 43,146 19,470 5,648 3,791
Dose N (D) 4 28,051* 17,530 2,945 1,162 4,562
Inoculagao (I) 1 0,033 3,989 0,001 0,492 1,283
Ano (A) 1 30,027* 276,206 16,419* 332,985* 19,559
D*l 4 0,374 14,100 1,416 1,435 2,147
D*A 4 0,419 20,122 2,240 0,641 5,091
D*I*A 4 0,244 19,714 3,973 1,156 6,243
I*A 1 0,001 0,882 2,850 2,350 2,203
Média 2010/2011 8,39° 0,62° 1,89° 2,06° 2,46°
Média 2011/2012 71 6° 4,33% 2,792 6,142 1,47°
CV 1(%) 7,76 106,00 106,21 108,26 123,54
CV 2(%) 6,80 124,88 52,83 25,96 149,35
F°r?‘e E’e GL Regiao Centro-Sul
variacao
Blocos 7 0,245* 1,459 19,470 0,115 0,745
Dose N (D) 4 17,246* 11,282 1,986 1,588 0,675
Inoculagao (I) 1 0,189 22,764* 0,195 3,072 3,108
Ano (A) 1 17,024* 127,808* 15,541~ 24,444 33,385
D*l 4 0,128 2,977 4,124 1,715 1,329
D*A 4 0,380 13,040* 1,833 1,202 2,112
D*I*A 4 0,105 2,515 1,639 1,124 0,910
I*A 1 0,374 22,023* 5,678 0,322 8,927
Média 2010/2011 8,31° 0,14° 1,86 4,53° 2,39°
Média 2011/2012 7,38ID 2,67% 2,742 5,642 3,687
CV 1(%) 5,28 180,19 46,75 34,77 85,99
CV 2(%) 4,94 113,98 90,7 8,64 50,07

*significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F. GL = graus de liberdade. CV = coeficiente de variagdo. Média seguida pela mesma letra mintscula na vertical ndo apresenta diferenca estatistica
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 2 — Teor de proteinas em grdos de milho em fungdo de doses de N em
cobertura e inoculagédo (com e sem) de Azospirillum brasilense em sementes nos
anos agricolas de 2010/2011 (n = 40) e 2011/2012 (n = 40), regiao Norte do Parana

Ano agricola
Dose de N 2010/2011 2011/2012
(kg ha™) Inoculacdo com A. brasilense
Com Sem Com Sem
Proteinas em graos (%)

0 6,36 +0,52°®  724+1,13°"% 523+0,66* 5,33+ 0,36™

30 7,55+0,34°2  756+0,57°* 591+0,30°" 6,12+ 0,36
60 8,82+0,26** 8,63+0,91®" 740+0,74"® 8,02+0,86*"
90 9,28+ 0,91%®* 932+0,43*" 854+0,69%°" 846+ 0,33%
120 9,85+0,47%" 926+0,50" 8,62+042* 849+ 0,40
Média 8,37 + 0,96" 8,40 + 1,412 7,13+ 153" 718 +1,41"

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical ndo apresenta diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Média seguida pela mesma letra mailscula na horizontal, dentro do mesmo ano agricola, ndo apresenta diferenga estatistica
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 3 — Teor de proteinas em grdaos de milho em funcdo de doses de N em
cobertura e inoculagdo (com e sem) de Azospirillum brasilense em sementes nos
anos agricolas de 2010/2011 (n = 40) e 2011/2012 (n = 40), regi&do Centro-Sul do
Parana

Ano agricola
Dose de N 2010/2011 2011/2012
(kg ha™) Inoculagéo com A. brasilense
Com Sem Com Sem
Proteinas em graos (%)

0 7,05+0,58*  6,92+0,75°* 566+0,36" 555+ 0,26

50 8,00+0,28""  765+1,10°* 7,06+0,25°  6,72+0,30""
100 8,67+0,21%* 885+0,24*" 7,78+0,28°" 7,72+0,31*"
150 8,48+ 0,46%®" 8,95+0,36* 827+0,19%" 797+0,47*
200 9,25+0,46* 929+0,35%" 876+0,22*" 840+0,73*"
Média 8,29 + 1,00" 8,33 + 0,83" 7,50 £ 1,14% 7,27 £ 1,20"

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical ndo apresenta diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Média seguida pela mesma letra mailscula na horizontal, dentro do mesmo ano agricola, ndo apresenta diferenga estatistica

pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 3 — Porcentagem média de proteinas em graos de milho em fungao de doses
de N em cobertura e aplicacao de A. brasilense em sementes nos anos agricolas de
2010/2011 (n = 40) e 2011/2012 (n = 40), Norte - PR
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Figura 4 — Porcentagem média de proteinas em graos de milho em funcao de doses

de N em cobertura e aplicacao de A. brasilense em sementes nos anos agricolas de
2010/2011 (n = 40) e 2011/2012 (n = 40), Centro-Sul - PR
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Figura 5 - Frequéncia relativa dos principais géneros fungicos em amostras de milho
submetidas a diferentes doses de N em cobertura e inoculagdo (com e sem) de
Azospirillum brasilense em sementes nos anos agricolas de 2010/2011 e 2011/2012,
regides Norte (n = 40) e Centro-Sul (n = 40) do Estado do Parana
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Tabela 4 - Contaminacéao fungica de graos de milho (n = 40) em funcdo de doses de N em cobertura e inoculacdo das
sementes com Azospirillum brasilense na regido Norte do Estado do Parana (anos 2010/2011 e 2011/2012)

Ano

2010/2011

2011/2012

Dose N (kg ha™)

30
60
90
120

0
30
60
90

120

Fusarium spp. (UFC g™)

Penicillium spp. (UFC g™)

Leveduras (UFC g7)

Inoculagao com Azospirillum brasilense

Com
ND
1,18 x 10*?
7,23x10°2
2,26 x 10°2
6,90 x 10°2

4,03 x 10%°
5,00 x 10°2
3,31 x10*?
1,01 x 10*®
3,38 x 10*®

Sem
3,00 x 10*®
5,30 x 10°2
5,75x 10%2
4,60 x 10°°
3,35x 10*®

4,10 x 10*?
4,80 x 10°?
4,25x 10?2
2,08 x 10*2
1,17 x10°2

Com
2,28 x 10*?
1,01 x 10°°
3,73x10°%2
3,38 x10°2
5,81 x10%2

7,54 x 1082
1,59 x 10°2
1,22 x 102
5,10 x 10%2
3,76 x 10°2

Sem
2,50 x 10°2
1,07 x 10*®
2,04x10%2
5,69 x 10*2
1,95 x 10*2

2,45x 1072
419x1072
3,50 x 10%2
6,22 x 10°2
6,38 x 10°2

Com
7,74 x10%2
1,06 x 10”2
1,26 x 10°2
1,00 x 10°2
4,31 x10°%2

3,90x 1072
8,23 x 10%2
ND
3,50 x 1072
1,00 x 10°2

Sem
4,07 x 10°2
1,87 x 1082
2,76 x 10°?
2,00 x 10%®
1,58 x 10°®

2,67 x 102
1,53 x 10°®
5,05 x 10%2
2,51 x10*2
4,50 x 10%°

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical ndo apresenta diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).

ND = ndo detectado.
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Tabela 5 - Contaminacgao fungica de graos de milho (n = 40) em funcao de doses de N em cobertura e inoculacao das sementes
com Azospirillum brasilense na regiao Centro-Sul do Estado do Parana (anos 2010/2011 e 2011/2012)

Fusarium spp. (log UFC g™) Penicillium spp. (log UFC g™) Leveduras (log UFC g7)
Ano Dose N (kg ha™) Inoculagdo com Azospirillum brasilense
Com Sem Com Sem Com Sem
0 4,29 x 10°2 2,11 x10°%2 5,94 x 10°2 1,86 x 10°2 1,55 x 10°2 1,11 x 10*2
50 6,63 x 10°2 3,03x10°%2 2,95x 10*? 1,18 x 10°? 4,45 x 10%° 3,37 x 10*®
2010/2011 100 1,03x1o;‘a 6,78 x 10°2 9,02 x 10*® 5,90 x 10°2 8,13 x 10%® 1,89 x 102
150 2,75 x 10%2 4,65 x 10°2 3,16 x 10°? 2,86 x 10°2 4,84 x10°2 3,10x 10*?
200 2,95 x 10°2 5,35 x 10°2 5,18 x 10*2 6,37 x 10°2 1,68 x 102 3,38 x 10%®
0 1,25 x 10°2 ND 6,21 x 10°2 6,67 x 10°2 5,48 x 10°2 3,75 x 10*®
50 1,01 x 102 7,75 x10%2 5,31 x 10°2 7,66 x 10°2 1,46 x 10*2 3,05 x 10°°
2011/2012 100 1,14x 102 2,55 x 10°2 1,79x 10°® 1,73 x 10°? 7,86 x 10%2 2,18 x 10*®
150 5,25 x 10°2 3,63 x10°2 8,13x 10°° 1,57 x 10°2 2,58 x 10*2 1,12x 10%?
200 6,25 x 10°2 1,12x10%? 2,50 x 10°2 1,07 x 10°2 1,68 x 10*? 1,46 x 10*®

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical ndo apresenta diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).
ND = néo detectado.
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Tabela 6 — Fumonisinas totais (FB1 + FB2) em grédos de milho em funcdo de
diferentes doses de N e inoculacdo (com e sem) de Azospirillum brasilense em
sementes nos anos 2010/2011 (n = 40) e 2011/2012 (n = 40), regiao Norte do
Parana

Ano agricola
2010/2011 2011/2012
Dose N (kg ha™) Inoculagao com A. brasilense
Com Sem Com Sem
Fumonisinas (ug g)

0 0,10 £ 0,10* 1,00 + 1,04** 11,24 +£10,18* 487 +4,91%®
30 0,12+0,11* 0,45 + 0,38* 2,64 +3,15™ 5,35 + 6,85
60 0,68 +0,31* 0,63 + 0,92 0,50 +0,71° 4,61 +5,09%
90 0,40 + 0,47 1,74 £1,02 3,58 + 1,73 3,00 + 1,42
120 0,19 + 0,25% 0,94 + 0,78* 3,15 + 3,38™ 4,46 +7,77%

Média (ug g™) 0,62+ 0,74 4,33 +5,41

Amostras positivas 36 (90%) 39 (97,5%)

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical ndo apresenta diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Média seguida pela mesma letra mailscula na horizontal, dentro do mesmo ano, ndo apresenta diferenga estatistica pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Tabela 7 — Fumonisinas totais (FB1 + FB2) em grédos de milho em funcdo de
diferentes doses de N e inoculacdo (com e sem) de Azospirillum brasilense em
sementes nos anos 2010/2011 (n = 40) e 2011/2012 (n = 40), regido Centro-Sul do
Parana

Ano agricola
2010/2011 2011/2012
Dose N (kg ha’1) Inoculagao com A. brasilense
Com Sem Com Sem
Fumonisinas (ug g)

0 ND 0,08 +0,13? 2,75 +2,57%® 6,98 + 6,38
50 0,11 + 0,22 0,17 + 0,30 0,97 + 0,07 1,86 + 2,31°A
100 0,42 + 0,51 0,25 + 0,47 0,82 + 0,83* 1,07 £ 0,37%
150 0,14 +0,19* 0,21 +0,18* 2,46 +2,16%° 5,84 + 5,243
200 ND 0,05 + 0,08 1,11 £1,04* 2,91 + 2,143

Média (ug g”) 0,14+ 0,26 2,67 £ 3,30

Amostras positivas 18 (45%) 40 (100%)

Média seguida pela mesma letra miniscula na vertical nao apresenta diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Média seguida pela mesma letra mailscula na horizontal, dentro do mesmo ano, ndo apresenta diferenga estatistica pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

ND = nao detectado.
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Figura 6 — DistribuicAdo dos niveis de fumonisinas totais (FB1 + FBy) em grdos de
milho em funcdo da inoculacdo (com e sem) de Azospirillum brasilense em

sementes, nos anos agricolas de 2010/2011 e 2011/2012
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Figura 7 — Valores médios de fumonisinas totais (FB + FBz) em grdos de milho em
funcdo da inoculagdo (com e sem) de Azospirillum brasilense em sementes,
comparando os anos agricolas de 2010/2011 (n = 40) e 2011/2012 (n = 40), regides
Norte e Centro-Sul do Estado do Parana

Fumonisinas (ug g'1)
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Fumonisinas totais (ug g )

Inoculagao 201072011 2011/2012
Com 0,29 + 0,39 4,22 + 5 86%
Sem 0,95 + 0,89 4,45+ 5,08%
Com 0,13 £ 0,25* 1,61 +1,68%°
Sem 0,15+ 0,28 3,73+ 4,23

Média seguida pela mesma letra mindscula na vertical, dentro da mesma localidade, nao apresenta diferenga estatistica pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
Média seguida pela mesma letra mailscula na horizontal ndo apresenta diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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8 CONCLUSAO GERAL

Praticas  agricolas sdo  procedimentos complementares ao
melhoramento genético na busca de melhor rendimento na cultura do milho. Estas
nao afetaram a contaminacdo fungica, mas o mesmo ndo se pode afirmar em
relagcdo a contaminagdo por fumonisinas, assim como a composicdo quimica de
graos. Embora exista estimulo a producdo organica, ndao se recomenda o0 uso de

lixiviado de aterro sanitario na producao de milho.
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