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Resumo

A ocorréncia natural de fungos toxigénicos e fumonisinas (B, e B,) foi avaliada em amostras de
milho recém-colhido da Regido Norte do Parand, tratado com diferentes tipos (ureia e ureia +
inibidor de urease NBPT — N-(n-butil) triamida tiofosférica) e doses (80, 160 e 240 Kg/ha) de
fertilizante nitrogenado. Os géneros flingicos mais freqiientes foram Fusarium e Penicillium
(83,33% e 98,61%, respectivamente), sendo o género Aspergillus detectado em baixa freqiiéncia
(4,17%). As freqiiéncias de Penicillium spp., Fusarium spp. e Aspergillus spp. ndo parecem ter
relacdo com a dose e/ou com o tipo de fertilizante nitrogenado utilizado. As fumonisinas foram
detectadas em 100% das amostras analisadas, sendo que altas concentragdes de fumonisinas
(19,49 pg/g) foram detectadas no tratamento ao qual ndo foi aplicado fertilizante nitrogenado.
Embora ndo tenha havido diferencga estatistica significativa entre as médias das concentracdes
de fumonisinas em relacdo a dose de nitrogénio aplicada, niveis menores de fumonisinas (3,13
ng/g) foram detectados no tratamento 2 (160 Kg/ha de ureia), enquanto que em tratamentos
com doses superiores ou inferiores a 160 kg/ha de ureia, houve uma tendéncia de aumento nos
niveis dessas micotoxinas. Além disso, houve correlagdo negativa significativa (-0,3780;
p<0,05) entre dosagens de fertilizantes nitrogenados e contamina¢@o por fumonisinas. Os niveis
de fumonisinas detectados em relagcdo ao tipo de fertilizante nitrogenado utilizado ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa. Entretanto houve uma tendéncia de maior
contaminacdo quando ureia + NBPT foi utilizada. Esses resultados evidenciam a importancia da
fertilizacdo nitrogenada como ferramenta para minimizacdo da ocorréncia de fumonisinas,
proporcionando maior seguranga alimentar para animais em seres humanos.

Palavras-chave: Milho, fumonisinas, Fusarium spp., fertilizacao nitrogenada.
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Abstract

Natural occurrence of toxigenic fungi and fumonisins (B; and B,) was evaluated in freshly
harvested corn samples from the Northern region of Parand State treated with different types
(urea and urea + urease inhibitor NBPT — N-(n-butyl) thiophosphoric triamide) and doses (80,
160 and 240 Kg/ha) of nitrogen fertilizer. The predominant fungal genera were Fusarium and
Penicillium (83.33% and 98.61%, respectively) and the genus Aspergillus was detected at low
frequency (4.17%). Penicillium sp., Fusarium sp. and Aspergillus sp. frequencies seem to have
no relation with the dose and/or with the applied nitrogen fertilizer type. Fumonisins were
detected in 100% of samples and high fumonisin levels (19.49 pg/g) were detected in the
treatment without fertilizer application. Although differences in mean fumonisin levels and
nitrogen fertilizer doses were not statistically significant, the lowest fumonisin levels (3.13
ng/g) were detected in treatment 2 (160 Kg/ha urea), whereas in the treatments with higher or
lower nitrogen doses, there was an increasing trend in the levels of these mycotoxins.
Furthermore, there was a significant negative correlation (-0.3789; p<0.05) between nitrogen
fertilizer dosages and fumonisin contamination. There were no statistically significant
differences in mean fumonisin levels and nitrogen fertilizer type; however there was a higher
contamination trend when urea + NBPT were applied. These results show the nitrogen fertilizer
importance as a tool to minimize fumonisin occurrence and thereby assure food quality for both
animals and humans.

Key words: Maize, fumonisins, Fusarium spp., nitrogen fertilization.

INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um cereal de importincia econdmica mundial,
constituindo alimento bdsico em diversos paises . O Brasil é o terceiro produtor
mundial de milho, tendo produzido aproximadamente 51,4 milhdes de toneladas no ano
de 2007. O maior produtor nacional € o Estado do Parand, responsavel por 22 a 24% da
produgio de milho, dependendo do ano .

Este cereal estd sujeito a contaminacdo por fungos toxigénicos, sendo os de
maior ocorréncia Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp. @) Fusarium
verticillioides (Sacc.) Niremberg é endémico de milho, sendo considerado um dos
principais responsaveis pela podriddo de colmo, raiz e espigas D além de produzir
micotoxinas denominadas fumonisinas ®*.

Embora 28 andlogos de fumonisinas tenham sido caracterizados desde 1988, os
de maior ocorréncia em milho e derivados sdo fumonisinas B; (FB;), B> (FB») e Bj
(FB3). A FB; € a mais abundante, representando 70% a 80% da concentracdo total em
alimentos e sementes naturalmente contaminadas, enquanto FB, e FB3 constituem de 15
a25% e 3 a 8%, respectivamente 10

Estas toxinas causam leucoencefalomaldcia em equinos * ’, edema pulmonar
em suinos '?, diarreia, perda de peso, desenvolvimento reduzido e efeito hepatotéxico
em aves ' e efeito hepatocarcinogénico em ratos 7. Além disso, estudos
epidemioldgicos sugerem uma correlacdo entre a ocorréncia de fumonisinas em milho e
cancer esofdgico em seres humanos nas regides de Transkei, na Africa do Sul ®!1¢17:18) ¢

. . . 1 ~ L. . . . .
Linxian, China 9); bem como cancer hepidtico em Huaian, Fusui e Huantai na China
(20)

an

A incidéncia de F. verticillioides e fumonisinas em milho € determinada em
parte pelas condi¢des climéticas e geograficas, sistemas de plantio, praticas de cultivo e
C - (21:22:23
manejo pés-colheita >4,
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A fertilizacdo nitrogenada constitui uma das alternativas para minimizar a
ocorréncia de fumonisinas, uma vez que a biossintese dessas micotoxinas estd
relacionada a limitacdo de nitrogénio @A aplicacdo de doses mais elevadas de
nitrogénio durante o cultivo de milho, em geral reduz a ocorréncia de fumonisinas
(252627 Entretanto, o excesso de nitrogénio pode favorecer a contaminagdo flingica, em
decorréncia de um crescimento vegetativo mais prolongado, que aumentaria a exposi¢ao
das folhas a patdgenos, e de maior expansao foliar, que tornaria as paredes celulares
mais delgadas e, portanto, mais vulnerdveis & penetracdo fingica “¥. Por outro lado,
plantas de milho expostas ao estresse por falta de fertilidade do solo também sdo
altamente susceptiveis 2 infeccdo por fungos toxigénicos *527°%.

A fonte de nitrogénio também influencia na contamina¢do de milho por
micotoxinas. A utiliza¢do de ureia esta relacionada a menor ocorréncia de fumonisinas,
enquanto que a utilizacdo de fertilizante de liberacdo lenta favorece a incidéncia, uma
vez que o fertilizante de liberacdo lenta pode promover um prolongamento da fase
vegetativa (staygreen) nas plantas de milho, fornecendo melhores condi¢cdes para o
desenvolvimento fingico .

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes
fontes de nitrogénio (ureia e ureia + inibidor de urease) e dosagens de fertilizante na
contaminagdo de milho por fungos toxigénicos e fumonisinas.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo da drea experimental

O experimento foi conduzido no municipio de Maud da Serra (latossolo
vermelho, cultivado por 30 anos sob sistema de semeadura direta), regido norte do
Parand (23°58' S e 51°19' W, altitude média de 847 m). O clima € do tipo subtropical
Cfb (C — clima temperado; f — clima imido, com precipitacdo durante todos os meses
do ano e inexisténcia de estacdo seca definida; b — verdo temperado), segundo a
classificacdo de Koeppen, com temperaturas médias entre 16°C e 22°C, amplitude
térmica anual entre 5° C e 9° C, e precipitacao de 1300 a 1500 mm/ano.

Figura 1. Localizacdo da &drea experimental, mostrando o Estado do Parand e o
Municipio de Maud da Serra, local da area experimental.
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Sistema de Plantio e Fertilizacdo Nitrogenada

O hibrido de milho simples Pioneer 30F53 foi cultivado semeando cinco
sementes por metro linear, em sistema de semeadura direta, no dia 03 de Outubro de
2007. As unidades experimentais (parcelas) constituiram-se de 6 linhas com 8,0 m de
comprimento e¢ 0,70 m de espacamento, considerando-se como drea ttil as 4 linhas
centrais, desprezando-se 1,5 m em cada extremidade. O experimento foi constituido de
8 tratamentos com 5 repeti¢des cada (Tabela 1), envolvendo duas fontes de nitrogénio
(ureia e ureia + NBPT) e 3 doses de nitrogénio em cobertura (40, 120 e 200 Kg/ha). A
aplicacdo das fontes de nitrogénio foi realizada no dia 05 de Novembro de 2007, sendo
que todos os tratamentos receberam 40 Kg/ha de nitrogénio na linha de semeadura, com
excecdo de um tratamento controle, que foi executado sem aplicac¢do de nitrogé€nio tanto
na semeadura quanto em cobertura. Outro tratamento controle recebeu somente 40
Kg/ha na semeadura, ndo sendo submetido a aplicagdo de fontes de nitrogénio em
cobertura.

Tabela 1. Fontes e doses de fertilizante nitrogenado

Tratamento N Plantio N Cobertura N Total Fonte de N
Kg/ha
Controle 1 0 0 0 ---
Controle 2 40 0 40 ---
1 40 40 80 Uréia
2 40 120 160 Uréia
3 40 200 240 Uréia
4 40 40 80 Uréia + NBPT
5 40 120 160 Uréia + NBPT
6 40 200 240 Uréia + NBPT
Amostragem

A amostragem consistiu na coleta de 3 espigas de milho por parcela. As
espigas foram debulhadas manualmente, homogeneizadas e armazenadas a -20 °C.
Posteriormente, as amostras foram trituradas até granulometria de 50 “mesh”, sendo
estocadas a -20 °C para andlises posteriores de microbiota fingica e determinagdo de
fumonisinas.

Avaliagdo da microbiota fingica

Uma aliquota de 10 g de milho triturado (50 “mesh”) foi homogeneizada em 90
mL de dgua peptonada estéril 0,1% (v/v) e submetida a diluicdes seriadas em tubos
contendo 9,0 mL do mesmo diluente até 10°. Uma aliquota de 1 mL de cada dilui¢do
foi transferida para placas de Petri (em duplicata) contendo 4dgar batata dextrose (BDA -
pH 4,0) adicionado de 50 pg/mL de cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25 °C
por 6 dias, procedendo-se a contagem e identificacdo dos géneros de acordo com os
métodos preconizados por Nelson et al. (1983) G, Singh et al. (1991) 42 & Samson et
al. (1995) .

Determinagao de Fumonisinas

Dez gramas de milho triturado foram adicionados de 30 mL de metanol:dgua
(3:1, v/v), sendo a mistura mantida em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente,
em seguida agitada em shaker (150 rpm, 11 °C) por 30 minutos, e filtrada. Um mililitro
das amostras tratadas com metanol:dgua (3:1, v/v) foi submetido a pré-limpeza
utilizando cartucho de troca anidnica (Sep Pack Accel Plus QMA — Waters), pré —
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condicionada com 5 mL de metanol e 5 mL de metanol:4gua (3:1; v/v). O cartucho foi
tratado em seguida com 6 mL de metanol/agua (3:1; v/v), seguidos de 3 mL de metanol,
a fim de eliminar possiveis interferentes. As fumonisinas foram eluidas com 10 mL de
metanol: 4cido acético 5%, posteriormente secos a 45 °C. O residuo resultante foi
dissolvido em 800 uL de metanol:dgua (3:1, v/v), a seguir fracionado em aliquotas de
200 puL e novamente secos sob fluxo de gis N, a 45 °C, procedendo-se ao
acondicionamento em freezer (-20 °C) para posterior determinacio de fumonisinas.

As fumonisinas foram determinadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), de acordo com a metodologia descrita por Shephard et al. @8,
modificada por Ueno et al. ®”. As aliquotas de 200 pL foram redissolvidas em
acetonitrila/dgua (1:1; v/v) e derivatizadas com o-ftaldialdeido (OPA). A andlise foi
realizada por sistema isocratico de fase reversa (bomba Shimadzu LC-10 AD e detector
de fluorescéncia RF-10A XL), utilizando coluna C;g Nucleosil 100-5 (4,6 x 250 mm,
Macherey-Nagel GmbH & Co). Os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo
foram 335 e 450nm, respectivamente. A fase movel consistiu de metanol/tampao fosfato
de sédio (CH3OH:NaH,POy) 0,1 M (80:20, v/v), com pH ajustado para 3,3 com 4cido o
— fosférico. O fluxo foi mantido em 1 mL/min, e a temperatura em 25°C.

Analise Estatistica

A contagem de Fusarium spp. € Penicillium spp. foi submetida a andlise de
variancia (ANOVA) com formacgdo de contrastes para diferenciar os tratamentos. As
diferencas nas médias das concentracdes de fumonisinas em relagdo as doses e tipos de
fertilizante nitrogenado foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) seguida de
teste de Tukey (p<0,05). A correlagdo entre as doses de nitrogénio e os niveis de
contamina¢do por fumonisinas foi avaliada pelo teste de correlacdo de Pearson. Todas
as andlises foram realizadas utilizando o programa Statistica versao 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 2 estd apresentada a freqii€ncia relativa dos principais géneros
fingicos em 72 amostras de milho provenientes da regido Norte do Parand. Os géneros
Fusarium e Penicillium foram os géneros de maior ocorréncia com 83,3% e 98,6%,
respectivamente, em relagcdo ao género Aspergillus com 4,2%.

A alta freqiiéncia de Fusarium spp. e Penicillium spp. estd de acordo com os
dados relatados por Ono et al. (2008), que analisando 615 amostras de milho recém-
colhido de duas safras (2003 e 2004) da regido norte do Estado do Parand, detectaram
100% de Fusarium spp. em ambas as safras, Penicillium spp. em 91,9 a 95,3%, na safra
de 2003, e 84,1% na safra de 2004. Aspergillus spp. ocorreu em 19,3 a 19,8%, em 2003,
e 5,6% das amostras em 2004 @6

Almeida et al. (2002) também demonstraram a predominancia de Fusarium
spp. € Penicillium spp. em 90 amostras de milho em diferentes estdgios de maturacdo
em duas regides do Estado de Sao Paulo, Capao Bonito (35% e 32%) e Ribeirdo Preto
(49% e 21%), respectivamente ©”. A baixa freqiiéncia observada para o género
Aspergillus pode estar relacionada a competicdo com outros micro-organismos,
principalmente os fungos do género Fusarium ©*%40,
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Frequéncia relativa (%)

Fusarium spp. Penicillium spp. Aspergillus spp.

Figura 2. Frequéncia relativa de géneros flingicos isolados em amostras de milho (n =
72) recém-colhido da regiao norte do Estado do Parana.

Os dados de contagem e as frequéncias absoluta e relativa dos principais
géneros fungicos detectados em milho, de acordo com o tratamento experimental estao
apresentados na Tabela 2. Em geral, as freqii€ncias de Penicillium spp., Fusarium spp.
(Figura 3) e Aspergillus spp. ndo parecem ter relacdo com a dose e/ou com o tipo de
fertilizante nitrogenado. Estes resultados contrastam com Blandino et al. (2008), que
analisando amostras de milho colhidas em trés anos (2000, 2001 e 2002) no nordeste da
Itdlia, detectaram um aumento significativo da infec¢do assintomadtica por Fusarium
verticillioides quando o fertilizante de liberacdo lenta foi utilizado, nas safras de 2000 e
2002 “*®. Os autores também demonstraram que a contaminagdo por este fungo é menor
quando doses balanceadas (100 e 200 kg/ha) de ureia sdo utilizadas, sendo que a
auséncia total e o excesso de nitrogénio podem aumentar significativamente a
incidéncia de F. verticillioides .

87,5
88

85,2

Frequéncia relativa (%)

Controle 1 Controle 2 Uréia Uréia + NBPT

Figura 3. Frequéncia relativa de Fusarium spp. em 72 amostras de milho tratado com
dois tipos diferentes de fertilizantes nitrogenados (uréia e uréia + NBPT).
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Tabela 2. Perfil de contagem, frequéncia absoluta e relativa de Fusarium spp.,
Aspergillus spp. e Penicillium spp. em amostras de milho submetido a diferentes

tratamentos com fertiliza¢do nitrogenada na regido norte do Parana.

Nitrogénio Total Fusarium spp. Aspergillus spp. Penicillium spp.
Tratamento
Fonte Kgha UFC/g* FA FR UFC/g FA FR  UFC/g* FA FR
Controle 1
(n=9) 6,4x10** 8 88,9 ND  —m - 2,3x10°* 9 100
Controle 2 40
(n=9) 3,9x10°® 7 77,8 1,5x10° 2 222 2,5x10**? 9 100
1 (n=9) Uréia 80  2.4x10** 7 77,8 4,2x10* 1 11,1 3,1x10**® 9 100
2 (n=9) Uréia 160  3,7x10** 7 77,8 ND  —m - 44x10°* 9 100
3 (n=9) Uréia 240  1,9x10** 8 88,9 ND  —m - 2,7x10°* 9 100
Uréia + 20
4(=9) NBPT 8,9x10** 7 77,8 ND  —m - 2,5x10°* 9 100
Uréia + 160 88,9
5@=9) NBPT 2,7x10°* 8 ND  —m - 32x10°* 9 100
Uréia + 240
6 m1=9) NBPT 2,1x10°* 8 88,9 ND e 1,Ix10°* 8 889
TOTAL
(n=72) 10°-10° 60 83,3 10°-10* 3 42  10*-10° 71 986

FR (%) = frequéncia relativa
UFC = unidades formadoras de coldnia
ND = nao detectado

Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)

As fumonisinas foram detectadas em 100% das amostras analisadas, sendo que

a concentracdo mostrou tendéncia de ser influenciada pela fertilizagdo nitrogenada
(Tabela 3).

Altos niveis de fumonisinas (19,49 ng/g) foram detectados no Controle 1 (C1),

o qual nao foi tratado com fertilizante nitrogenado. De modo similar, Blandino et al.
(2008) relataram que o stress por falta de nitrogénio aumenta significativamente a
contaminacdo de milho por FB; ®®. Diversos outros autores também relataram alta
incidéncia de doencas causadas por fungos toxigénicos em milho devido ao stress por

falta de fertilizante

(21;29:41:;42)
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Tabela 3. Niveis médios de fumonisinas em amostras de milho cultivadas no norte do Parand de
acordo com as doses e fontes de fertilizagcdo nitrogenada utilizadas nos tratamentos.

Tratamento* Nitrogénio Total FB, (ng/g) FB; (nug/g) FBT (pg/g)**
Fonte Kg/ha
cr e e 11,10 8,39 19,49 *
c2 40 4,10 4,17 8,27°
1 Uréia 80 3,36 1,46 4,82°
2 Uréia 160 2,19 0,94 3,13°¢
3 Uréia 240 2,56 2,60 5,16°
4 Uréia +NBPT 80 3,78 3,19 6,97°
5 Uréia +NBPT 160 4,01 3,70 7,72°
6 Uréia +NBPT 240 8,20 6,59 14,79 *

FBT = fumonisinas totais (FB; + FB,)
* Média de trés repeticdes
** Médias seguidas da mesma letra ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)

Apesar de a diferenca nos niveis de fumonisinas ndo ser estatisticamente
significativa em relacdo a dose de nitrogénio aplicada, niveis menores de fumonisinas
(3,13 ng/g) foram detectados no tratamento 2 (160 Kg/ha de ureia), e tratamentos com
doses maiores ou menores que 160 kg/ha de ureia aumentaram os niveis das
micotoxinas. Além disso, houve uma correlagdo negativa significativa (-0,3780; p<0,05)
entre as dosagens de fertilizantes nitrogenados e a contamina¢do por fumonisinas
(Figura 4).

Diversos autores relataram que a aplicacdo de doses moderadas de nitrogénio
(aproximadamente 200 Kg/ha) em geral reduzia a ocorréncia de aflatoxinas e
fumonisinas ***%?”. Blandino et al. (2008) também demonstraram uma reducdo nos
niveis de fumonisinas em milho com aplicacdo de doses moderadas de ureia, e que a
concentracdo da micotoxina aumenta ndo apenas quando ha stress por falta de
nitrogénio, mas também quando o fertilizante nitrogenado € aplicado em excesso (300 a
400 Kg/ha) ¥,

A repressdo da sintese de fumonisinas em decorréncia de nitrogénio foi
também observada em estudos in vitro em meios de cultivo liquidos por Shim e
Woloshuk (1999) @Y. A pesquisa desses autores foi executada em meio liquido
contendo fosfato de amodnio em concentracdoes de 1,25, 2,5, 10 e 20 mM, sendo
constatado que nos meios com menores concentracdes de nitrogénio, a sintese de
fumonisinas iniciou antes de 18 horas apds a inocula¢do, enquanto que nos meios
contendo 10 e 20 mM de fosfato de amonio, a sintese de fumonisinas ocorreu 75 e 125
horas apds a inoculagdo, respectivamente. Além disso, a adi¢ao de fosfato de amonio
em concentracdes de 10 e 20 mM em cultivos de meio sélido constituidos de milho
triturado reprimiu a sintese de fumonisinas em 97% e 99%, respectivamente, apds uma
semana, sendo que a repressdo foi observada durante as trés semanas totais do
experimento. Os dados desses autores demonstram que a biossintese de fumonisinas é
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regulada por mecanismos que envolvem a repressio metabdlica por nitrogénio,
sugerindo que estratégias de controle que visem os elementos regulatérios do
metabolismo do nitrogénio podem ser eficientes para reduzir a contaminagdo de
alimentos por fumonisinas.

Fum oni sinas total

20 0 20 40 Bx 80 100 120 140 180 180 200 X0 240 260

nitr oo enio “e, 5% confidence

Figura 4. Correlacdo entre niveis de fumonisinas totais (em pg/g).e doses de fertilizante
nitrogenado (em Kg/ha). A equagdo y = 14,771 — 0,0419x foi obtida com o coeficiente
de correlacao de -0,3780 (p<0,05).

Os niveis médios de fumonisinas nos tratamentos aos quais foi aplicada ureia
foram similares aos daqueles tratamentos onde ureia + NBPT foi utilizada (Tabela 3),
sendo que nao houve diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05). Entretanto, os
niveis de fumonisinas mostraram uma tendéncia de serem maiores nos tratamentos em
que foi aplicada ureia + NBPT, quando comparados aos niveis dos tratamentos em que
apenas ureia foi aplicada (Tabela 3). Blandino et al. (2008) detectaram aumento nos
niveis de FB; de 327 pg/g para 1249 pg/g quando utilizado fertilizante de liberacdo lenta
(safra de 2002), fenomeno este que pode ser explicado pelo fato de que o fertilizante de
liberacao lenta pode promover prolongamento da fase vegetativa (staygreen) nas plantas
de milho, fornecendo melhores condi¢cdes para o desenvolvimento de fungos
toxigénicos, e consequentemente, aumentando os niveis de micotoxinas encontradas em
graos @8,

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho mostram que o suprimento
adequado de nitrogénio em culturas de milho pode ser utilizado para diminuir o risco de
contamina¢do por fumonisinas. Entretanto, ndo € facil definir a dose de fertilizante
nitrogenado que deve ser aplicado com esse objetivo, uma vez que tanto a
produtividade, quanto a contaminacdo por micotoxinas podem ser também
influenciadas por outros fatores e técnicas de cultivo, como tempo de plantio, densidade
gs, ) 813}3&1%%, hibridos utilizados, microclima, interacdo com outros nutrientes, etc.

A fertilizacdo nitrogenada, em geral, mostra-se como um fator de extrema
importancia para a contaminagdo por fumonisinas em graos de milho, podendo ser
utilizada para minimizar os riscos de contaminacdo por esta micotoxina,
proporcionando maior seguranga alimentar para animais e seres humanos.
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