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Resumo

Nesse estudo foram avaliadas a contaminacéo fungica natural e a contaminagéo por fumonisinas
em 60 amostras de milho recém-colhido da regido Norte do Parana (safra 2008), sob diferentes
sistemas de plantio (direto e convencional) e sucesséo de culturas (aveia e pousio) no inverno.
Além disso, o efeito da aplicacdo de fertilizante nitrogenado (0; 22,5; 45,0; 67,5 e 90,0 Kg/ha)
sobre a contaminacdo por fumonisinas foi também avaliado. Penicillium spp. foi o género
prevalente, sendo detectado em 95% das amostras, sequido de Fusarium spp. (78,33%) e
Aspergillus spp. (10%). As concentracdes de fumonisinas variaram de 0,26 a 3,84 pg/g, sendo
as maiores meédias detectadas nos sistemas de plantio convencional em sucessdo a pousio e
direto em sucessdo a aveia, porém ndo diferiram significativamente dos demais sistemas de
plantio pelo Teste de Tukey (p > 0,05). As médias da atividade de agua dos grdos de milho
variaram de 0,53 a 0,63, sendo que no sistema de plantio direto em sucessdo a aveia as amostras
apresentaram a maior média de a, (0,63). A menor concentracdo média de fumonisinas foi
detectada em milho cultivado na parcela que recebeu 67,5 Kg/ha de nitrogénio, porém nao
houve diferenca significativa com os demais tratamentos pelo Teste de Tukey (p > 0,05). Os
resultados desse estudo ressaltam a importancia das préaticas agricolas adequadas sobre a
prevencao e reducdo da incidéncia de doencas causadas por fungos bem como na producdo de
fumonisinas em gréos.

Palavras-chave: milho, fumonisinas, sistemas de plantio, sucessao de culturas.

Abstract

The natural fungal and fumonisin contamination was evaluated in 60 freshly harvested corn
samples in the Northern region of Parana State (2008 crop) under different cropping systems
(no-tillage and conventional tillage) and crop successions (oats and fallow) in the winter. In
addition, the effect of nitrogen (N) fertilizer application (0; 22.5; 45.0; 67.5 and 90.0 kg/ha) on
fumonisin contamination was evaluated. Penicillium sp. was the prevalent genera and was
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detected in 95% of the samples, followed by Fusarium sp. (78.3%) and Aspergillus sp. (10%).
Fumonisin concentration ranged from 0.26 to 3.84 pg/g and the highest mean fumonisin levels
were detected in conventional till corn following fallow and no-till corn following oats,
although there was no significant difference between the cropping systems by the Tukey test (p
> 0.05). Mean water activity (a,) ranged from 0.53 to 0.63 and the no-till corn following oats
showed the highest mean a,, levels (0.63). The lowest mean fumonisin concentration was
detected in plots treated with 67.5 kg/ha nitrogen, but there was no significant difference from
the other treatments by the Tukey test (p > 0.05). These results ratify the importance of
agriculture practices for preventing and reducing the incidence of disease caused by fungi as
well as fumonisin concentration in corn.

Keywords: corn, fumonisin, cropping system, crop successions

INTRODUCAO

O Brasil, com uma producdo anual de 51,1 milhdes de toneladas, € o terceiro
maior produtor de milho do mundo e o Estado do Parana é responsavel por 26,5% da
producio nacional .

Grdos de milho podem ser contaminados por uma variedade de espécies de
fungos toxigénicos. A alta incidéncia de contaminacdo de milho por Fusarium
verticillioides (Sacc.) Niremberg (F. moniliforme Sheldon) é motivo de preocupagéo em
todo 0 mundo desde a descoberta das fumonisinas ©.

Pelo menos 28 analogos foram caracterizados e classificados em quatro
principais grupos, fumonisinas das séries A, B, C e P, sendo as fumonisinas B; (FB;) e
B, (FB,) as de maior frequéncia em milho e derivados ©). FB; é o constituinte mais
toxico e de maior ocorréncia, respondendo por aproximadamente 70% do total de
fumonisinas encontradas naturalmente .

As fumonisinas causam leucoencefalomalacia em equinos, edema pulmonar e
hidrotordx em suinos, efeitos hepatotdxicos e carcinogénicos e apoptose em figado de
ratos ©"®. Em seres humanos, ha uma provavel associacdo com cancer esofagico e
foram classificadas pelo IARC (1993) © como carcinégenos do grupo 2B “79),

Vérios pesquisadores tém relatado alta incidéncia de contaminacdo por
fumonisinas em milho e derivados nos estados brasileiros ®***2 Moreno et al. (2009)
12 detectaram fumonisinas em 100 % das amostras de milho recém-colhido da safra
2003 da regido Norte do Parana (n = 150), onde estudos prévios demonstraram a maior
contaminacdo por fumonisinas em milho dessa regigo ®3141519).

A melhor estratégia para o controle eficaz da contaminac¢do por fumonisinas é a
prevencédo da infeccdo por F. verticillioides e da producdo de fumonisinas no campo e
durante o0 armazenamento de gréos.

As principais estratégias para o controle fitossanitario do milho envolvem o uso
de pesticidas e da aplicacdo de préaticas agricolas, como plantio direto e rotacdo de
culturas. Essa uUltima afeta as caracteristicas quimicas e bioldgicas do solo e, portanto, a
microbiota do cereal ™7,

No Brasil, 0 milho é produzido por meio dos sistemas de plantio convencional e
direto. O plantio direto é o sistema mais frequentemente utilizado, principalmente nas
grandes areas. O sistema convencional é ainda predominante entre pequenos produtores,
embora seja crescente a adogdo do plantio direto ®. O sistema de plantio direto reduz a
perda de solo, agua e nutrientes por erosdao em relacdo ao sistema de cultivo
convencional, em virtude da ndo-desagregacdo do solo e da manutencdo de cobertura
vegetal e palha na sua superficie “®'. Adicionalmente, a rotacdo de culturas
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envolvendo plantas leguminosas é frequentemente descrita como benéfica para o solo,
fornecendo nitrogénio e fonte de carbono para a microbiota do solo de culturas
posteriores, e minimizando a eros&o %

O nitrogénio € um macronutriente que desempenha importante papel na nutricdo
e resisténcia das plantas e a Produtividade do milho pode ser correlacionada com a
disponibilidade desse mineral *Y. Uma aplicagéo balanceada de fertilizante nitrogenado
aliada ao manejo e praticas agricolas adequadas seria a melhor solugdo para prevenir a
contaminacdo de grios de milho por fumonisinas ©®?. O fornecimento de doses
adequadas de nutrientes para a cultura do milho é fundamental para o desenvolvimento
da planta, uma vez que a deficiéncia ou excesso de nutrientes essenciais podem
influenciar na incidéncia de doencas causadas por fungos bem como na producdo de
micotoxinas em grios Y. Considerando a importancia econémica e nutricional do
milho e o nimero limitado de trabalhos no Brasil enfocando as préticas agricolas e a
contaminacdo de grdos por micotoxinas, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
influéncia de diferentes sistemas de plantio, sucessdo de culturas e fertilizacdo
nitrogenada na contaminacdo de milho por fungos e fumonisinas.

MATERIAL E METODOS

Sistema de Plantio e Sucesséo de Cultura

O hibrido de milho Pioneer 30F53 foi cultivado na Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina (latossolo vermelho) semeando cinco sementes/
metro linear. As unidades experimentais constituiram-se de quatro linhas de 5 m e
espacamento de 0,90 m entre linhas, totalizando 20 parcelas para cada sistema de
plantio. Foram avaliados os sistemas de plantio direto e convencional em sucesséo a
aveia e pousio no inverno na safra 2008. Também foram avaliados os efeitos da
aplicacdo de diferentes doses de nitrogénio (N) (0; 22,5; 45,0; 67,5 e 90,0 Kg/ha)
correspondente a 0, 25, 50, 75 e 100% da dose de nitrogénio em cobertura (DNC),
usando-se ureia como fertilizante. A amostragem foi realizada através da coleta de 10
espigas de milho por parcela, homogeneizadas, totalizando 1,5 Kg.

Analise da Microbiota Fungica

Uma aliquota de duzentos gramas de milho foi triturada até granulometria de 50
“mesh” e homogeneizada. Uma aliquota de 10 g de milho triturado foi homogeneizada
em 90 mL de &gua peptonada estéril 0,1% (v/v) e submetida a dilui¢bes seriadas em
tubos contendo 9,0 mL do mesmo diluente até fator 10°. Uma aliquota de 1 mL de cada
diluicdo foi transferida para placas de Petri (em duplicata) contendo &gar batata
dextrosado (BDA - pH 4,0) adicionados de 50 ug/mL de cloranfenicol e incubados a 25
°C por 6 dias, procedendo-se a contagem e identificacdo dos géneros de acordo com 0s
métodos preconizados por Nelson et al. (1983) ¥, Singh et al. (1991) ®¥ e Samson et
al. (1995) @,

Extracdo de Fumonisinas

Para extracdo de fumonisinas, uma aliquota de 10 g de milho triturado foi
adicionada a 30 mL de metanol:dgua (3:1, v/v), mantida em repouso por 10 minutos a
temperatura ambiente, seguida de agitacdo a 150 rpm por 30 minutos. A suspenséo foi
centrifugada a 4500 x g por 10 minutos e o sobrenadante (1 mL) foi submetido a pre-
limpeza em minicoluna de troca anidnica Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda),
previamente acondicionada com 6 mL de metanol:agua (3:1, v/v) seguida de 3 mL de
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metanol, sendo as fumonisinas eluidas com 10 mL de acido acético 0,5% em metanol. O
eluato foi seco a 45 °C, o residuo dissolvido em 800 pL de metanol:agua (3:1, v/v), a
sequir fracionado em aliquotas de 200 uL e novamente secos sob fluxo de gas N, a 45
°C, procedendo-se ao acondicionamento em freezer (-20 °C) para posterior analise de
fumonisinas.

Determinacao de Fumonisinas

As fumonisinas B; e B, foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, segundo o método de Shephard et al. (1990) ®® modificado por Ueno et al.
(1993) @), A aliquota de 200 pL seca sob fluxo de nitrogénio gasoso foi redissolvida
em acetonitrilazagua (1:1, v/v) e submetida a derivatizacgdo com 200 uL de o-
ftaldialdeido (OPA) (40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de tetraborato de sodio a
0,1 mol/L e 50 pL de 2-mercaptoetanol), injetado dentro de 1 minuto em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia — CLAE (sistema isocratico de fase reversa) consistindo de
uma bomba Shimadzu LC-10AT, detector de fluorescéncia Shimadzu RF-10A XL e
coluna Luna C-18 (250 x 4,6 mm, Phenomenex). Os comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo foram de 335 nm e 450 nm, respectivamente. A fase movel
consistiu de CH3;OH:NaH,PO,4 0,1 mol/L (80:20, v/v) ajustada para pH 3,3 com acido
orto-fosforico. O fluxo foi de 1 mL/min e temperatura de forno constante a 25 °C. Os
limites de deteccdo para FB; e FB, foram 27,5 ng/g e 35,3 ng/g, respectivamente. As
taxas médias de recuperacdo de FB; e FB, a partir de amostras de milho artificialmente
contaminadas na faixa de 100 — 400 ng/g FB; e 250 — 450 ng/g FB, foram 95,6 % e 96,9
%, respectivamente, baseando-se em duas repeticGes e analises em duplicata.

Determinagéo da Atividade de Agua
A atividade de agua dos grdos de milho triturados (50 mesh) foi determinada
utilizando o equipamento Aqualab CX-2 (Decagon Devices Inc., Pullman, Washington).

Analise Estatistica

As diferencas entre as médias da contagem de Fusarium spp. e Penicillium spp.,
da concentragcdo de fumonisinas e da atividade de agua entre os diferentes sistemas de
plantio foram avaliadas estatisticamente utilizando ANOVA seguido pelo Teste de
Tukey. A correlacdo entre atividade de agua, contagem de Fusarium spp., Penicillium
spp. e concentracdo de fumonisinas foi analisada pelo Teste de correlagéo de Pearson.
Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando software Statistic 6.0 (Stat Soft, Inc.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia relativa dos principais géneros fungicos em milho recém-colhido
(n = 60) de campo experimental da regido norte do Parana (safra 2008) é mostrada na
Figura 1.

Penicillium spp. e Fusarium spp. foram os géneros prevalentes, sendo detectados
em 95% e 78,3% das amostras, respectivamente, enquanto Aspergillus spp. em 10% das
amostras. A alta frequéncia de Penicillium spp. e Fusarium spP. esta de acordo com 0s
resultados de Moreno et al. (2009) “® e Ono et al. (2006) ™, porém esses autores
detectaram maior frequéncia de Fusarium spp. em relagdo a Penicillium spp. Moreno et
al. (2009) @, analisando 150 amostras de milho (safra 2003) da regido Norte do Parana,
detectaram Fusarium spp. e Penicillium spp. em 100 % e 97,3% das amostras,

Biosaude, Londrina, v. 18, n. 1, 2016



31

respectivamente. Ono et al. (2006) ** detectaram Fusarium spp. e Penicillium spp. em
100% e 91,6% das amostras de milho (n = 24) da regido norte do Parana. Almeida et al.
(2002) ® analisaram 90 amostras de milho de duas regides do Estado de S&o Paulo
(Capéo Bonito e Ribeirdo Preto) e também detectaram a predominancia desses géneros
fungicos, porem em menores porcentagens. Fusarium spp. e Penicillium spp. foram
detectados em 35% e 32% das amostras de Capao Bonito e em 49% e 21% das amostras
de Ribeirdo Preto, respectivamente.
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Figura 1. Frequéncia relativa dos principais géneros fangicos em milho recém-colhido
(n = 60) da safra 2008 da regido Norte do Parana.

A contagem total de bolores e leveduras variou de 1,0 x 10? a 4,0 x 10° UFC/g
(Tabela 1). Fusarium spp. foram detectados na faixa de 10 a 10* UFC/g (média 1,3 x
10* UFC/g) no plantio convencional em sucessdo a aveia e na faixa de 10° a 10* UFC/g
(média 8,8 x 10° UFC/g) no plantio direto em sucessdo a aveia, sendo a maior média
(7,9 x 10* UFC/g) no sistema de plantio direto em sucess&o a pousio, no entanto, n&o
houve diferenca significativa com os demais sistemas de plantio (p > 0,05). A maior
média de Penicillium spp. (1,1x10° UFC/g) foi detectada no sistema de plantio direto
em sucessdo a aveia, diferindo significativamente dos demais sistemas de plantio (p >
0,05). O género Aspergillus foi detectado em somente uma amostra nos sistemas de
plantio convencional em sucess&o a aveia no inverno (1,0x10? UFC/g) e convencional
em sucessdo a pousio no inverno (1,0x10° UFC/g), ndo sendo detectado nas amostras do
sistema de plantio direto em sucessdo a aveia. A baixa frequéncia de Aspergillus spp.
est4 de acordo com Marin, Sanchis e Magan (1995) “*, que sugerem uma correlacio
negativa entre Aspergillus spp. e Fusarium spp. quando sdo co-contaminantes em
milho. Moreno et al. (2009) 2, analisando 150 amostras de milho da regido Norte do
Parana (safra 2003) detectaram Aspergillus spp. na faixa de 10° — 10* UFC/g em
amostras de recepcdo (n = 90), mas na faixa de 10? — 10° UFC/g em amostras de pré-
secagem (n = 60) de industrias processadoras de milho.

Na Tabela 2 séo apresentadas as concentragdes de fumonisinas e atividade de
agua (ay) de milho cultivado sob diferentes sistemas de plantio e sucessao de culturas
(safra 2008). As concentragdes de fumonisinas variaram de 0,26 a 3,84 pg/g (média
2,43 ug/g) e de 0,95 a 3,72 pg/g (média 2,32 pg/g) em milho cultivado sob os sistemas
de plantio convencional em sucessdo a pousio e direto em sucessdo a aveia,
respectivamente. Embora as concentragdes medias de fumonisinas tenham sido maiores
nesses dois sistemas de plantio, ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo aos
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demais sistemas de plantio pelo Teste de Tukey (p > 0,05). Moreno (2008) ¢,
avaliando o efeito de diferentes sistemas de plantio e sucessédo de culturas (safras 2006 e
2007) em milho cultivado na regido Norte do Parand, detectou concentracbes médias
mais elevadas de fumonisinas, 6,97 pg/g e 6,29 pg/g, em plantio direto em sucesséo a
aveia nas safras de 2006 e 2007, respectivamente.

Tabela 1. Contagem de Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp. e bolores e
leveduras em milho (n = 60) cultivado sob diferentes sistemas de plantio e sucessao de
culturas na regido norte do Parana (safra 2008).

SP e Fusarium spp. Penicillium spp. Aspergillus spp. Contagem total de
sC (UFC/g) (UFCl/g) (UFC/g) bolores e leveduras
(UFC/g)

Média* Faixa Meédia* Faixa Meédia Faixa Meédia Faixa

CA 1,3x10°*  1,0x10>-  6,5x10°® 9,0x10% 1,0x107 - 2,0x10* 1,0x10%-
5,0x10* 4,6x10° - 4,6x10°

CP 6,0x10*%  4,0x10%  7,9x10*" 2,0x10°%- 1,0x10° - 3,7x10* 4,0x10%
4,2x10° 2,5x10° - 4,2x10°

DA 8,8x10%*  1,0x10%-  1,1x10°* 2,8x10"- - - 2,8x10° 1,0x10%-
2,0x10* 4,0x10° 4,0x10°

DP 7,9x10**  1,0x10%-  4,6x10%° 3,0x10% 4,0x10° 1,0x10°  3,4x10* 1,0x10%
3,9x10° 1,0x10° 1,0x10* 3,9x10°

SP e SC = Sistema de plantio e sucessdo e culturas; CA = plantio convencional em sucessdo a aveia no inverno;
CP = plantio convencional em sucessdo a pousio no inverno; DA = plantio direto em sucesséo a aveia no inverno;
DP = plantio direto em sucessdo a pousio no inverno

* Médias seguidas das mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa pelo Teste de Tukey (p > 0,05)

** Detectado em somente uma amostra

As concentracgdes de fumonisinas (Tabela 2) foram menores %ue as relatadas por
Ono et al. (2006) ™, Abbas et al. (2006) Y e Silva et al. (2008) ®. Ono et al.(2006)
) analisaram 109 amostras de milho recém-colhido do Estado do Parana e detectaram
concentragOes de fumonisinas na faixa de 0,13 — 20,38 pg/g. Abbas et al. (2006) G
detectaram fumonisinas em 100% das amostras de milho (n = 65) dos Estados Unidos,
em concentracOes variando de 22 - 86 pg/g. Silva et al. (2008) (1) analisaram 245
amostras de milho recém-colhido (safra 2004) de industrias processadoras de milho da
regido Norte do Parana, detectando fumonisinas em 100% das amostras, com
concentracdes variando de 0,07 - 4,78 ug/g, 0,03 - 4,09 pg/g e 0,11 - 11,21 pg/g em
amostras de campo, recepgéo e pré-secagem, respectivamente.

As médias da atividade de agua dos grdos de milho variaram de 0,56 a 0,63
(Tabela 2), sendo que no sistema de plantio direto em sucessdo a aveia, as amostras
apresentaram a maior media de a, (0,63), diferindo significativamente da a, dos
sistemas de plantio convencional e direto em sucessdo a pousio. Ndo houve correlagdo
significativa (p > 0,05) entre a, e contagem de Fusarium spp., Penicillium spp. e
concentracdo de fumonisinas. Almeida et al. (2002) ©®, analisando 90 amostras de
milho de duas regibes do Estado de Sdo Paulo (Capdo Bonito e Ribeirdo Preto),
encontraram influéncia de a, sobre a prevaléncia de F. verticillioides, com uma
correlacdo negativa (p < 0,0006; r = 0,44) entre os valores de ocorréncia de F.
verticillioides e a,, em grdos de milho de Capéao Bonito.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as concentracdes médias de fumonisinas em
milho cultivado sob sistema de plantio direto e convencional em sucessdo a aveia e
pousio em diferentes doses de ureia como fonte de nitrogénio.
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Tabela 2. ConcentracGes de fumonisinas e atividade de agua (a,) de milho cultivado
sob diferentes sistemas de plantio e sucessdo de cultura (safra 2008) no norte do Parana

(n =60).

SPeSC n FBT (ug/g) Atividade de Agua (ay,)

Média* Faixa Média* Faixa
CA 15 2,03* 1,61-2,62 0,617 0,50-0,68
CP 15 2,43° 0,26-3,84 0,58° 0,51-0,62
DA 15 2,32% 0,95-3,72 0,63% 0,57-0,67
DP 15 1,75° 0,38-3,71 0,56" 0,50-0,62

* Médias seguidas das mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa pelo Teste de Tukey
(p > 0,05)

SP e SC = Sistema de plantio e sucessdo e culturas; FBT = fumonisinas totais (FB; + FB,); n = nimero de

amostras; CA — plantio convencional em sucessdo a aveia no inverno; CP — plantio convencional em
sucessao a pousio no inverno; DA — plantio direto em sucesséo a aveia no inverno; DP — plantio direto
em sucessao a pousio no inverno

Tabela 3. Concentra¢bes médias de fumonisinas em milho cultivado sob sistema de
plantio direto e convencional em sucessdo a aveia e pousio em diferentes doses de ureia.

Tratamento  Nitrogénio total FB; (ug/g) FB, (ug/g) FBT* (ug/g)
Kg/ha
1 0 1,37 0,90 2,27%
2 22,5 151 1,16 2,67%
3 45,0 1,22 0,74 1,96°
4 67,5 0,85 0,64 1,49%
5 90,0 1,36 0,91 2,28%

* Médias seguidas das mesmas letras ndo apresentam diferenga significativa pelo Teste de Tukey (p > 0,05)
FBT = fumonisinas totais (FB; + FB,)

A menor concentracdo média de fumonisinas (1,49 pg/g) foi detectada em
milho cultivado na parcela que recebeu 67,5 Kg/ha de nitrogénio, porém ndo houve
diferenca significativa com os demais tratamentos pelo Teste de Tukey (p > 0,05).

Blandino, Reyneri e Vanara (2008) “? avaliaram a influéncia de diferentes
doses (100, 200, 300 e 400 Kg/ha) e fontes de nitrogénio (ureia e fertilizante de
liberacdo lenta) na ocorréncia de micotoxinas em safras de milho de 2000, 2001 e 2002
na Itdlia. Os resultados demonstraram que mais de 80% da contaminagdo por
fumonisinas ocorreu em situacfes de estresse devido a deficiéncia de nitrogénio,
aumentando significativamente a contaminacdo por FB; em milho. Entretanto, doses
muito elevadas de fertilizante nitrogenado também favoreceram a contaminacdo por
fumonisinas.

Hassegawa et al. (2008) ‘Y analisaram amostras de milho recém-colhido (n =
144) do municipio de Piracicaba, Estado de S&o Paulo, e avaliaram os efeitos de doses
de ureia como fonte de nitrogénio (0, 50 e 100 kg/ha) e detectaram, exceto para um
tratamento, que um aumento na concentragcdo de nitrogénio resultou na reducdo dos
niveis de FB;.

No Brasil, a dose recomendada de nitrogénio para ser aplicada durante a
semeadura de milho para se obter o melhor rendimento é na faixa de 60 — 120 kg/ha ©2.
Assim, uma aplicacdo balanceada de fertilizante nitrogenado, aliada a outras técnicas de
cultura capazes de impedir o desenvolvimento de Fusarium spp. constituem-se solucdes
para prevenir a contaminacao de milho por fumonisinas 2. Os resultados desse estudo
evidenciam a importancia das préaticas agricolas, assim como do fornecimento de doses
adequadas de nutrientes para a cultura do milho, a fim de minimizar a contaminacéo de
gréos por fumonisinas.
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