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RESUMO

MENDONCA, Lais Barbosa Prazeres, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2018 Fumonisina e zearalenona em griaos de milho no Brasil. Orientador: Laércio
Zambolim. Coorientadores: Dagma Dionisia da Silva e Luciano Viana Cota.

O milho ¢ uma das principais commodities do Brasil. Embora a produtividade da cultura
tenha aumentado significativamente nos ultimos anos, as micotoxinas produzidas por
fungos toxigénicos sdo uma das principais barreiras para a comercializagdo de graos e
ragdes. No Brasil, aproximadamente 45% dos graos de milho estdo contaminados com
micotoxinas, o que constitui uma grande preocupacao para a saude humana e animal.
Neste trabalho, realizado por uma parceria publico-privada, realizamos uma pesquisa
sobre a ocorréncia de fumonisinas e zearalenona em graos de milho. As amostras foram
coletadas em 173 localidades das quatro principais regidoes produtoras, em duas safras de
primeira safra (verdo) e duas de segunda safra (safra de inverno) nos anos de plantio de
2015 a 2017. Todas as amostras de graos das trés safras foram sujeitas a analise
fitopatoldgica e de micotoxinas e estimativas da porcentagem de graos podres.
Informacgdes sobre o sistema de producdo agricola foram obtidas no momento da
amostragem através da aplicacdo de questionarios aos agricultores. Na tentativa de
identificar a existéncia de um padrdo entre a ocorréncia de micotoxinas em graos e de
chuvas durante o periodo de crescimento, a ocorréncia de graos podres e fatores do
sistema de producao, os dados foram submetidos a analise de Redes Neurais Artificiais.
Além disso, foram desenvolvidos mapas mostrando a contaminacao de fumonisinas e

zearalenona nas regides produtoras de milho no Brasil.

viii



ABSTRACT

MENDONCA, Lais Barbosa Prazeres, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018
Fumonisin and zearalenone in corn grains in Brazil. Adviser: Laércio Zambolim. Co-
advisers: Dagma Dionisia da Silva and Luciano Viana Cota.

Maize is one of the main commodities in Brazil. Although the crop productivity has
increased significantly in recent years, mycotoxins produced by toxigenic fungi are one
of the major barriers for the grain and feed commercialization. In Brazil, approximately
45% of the corn grains are contaminated with mycotoxins, which constitute a great
concern for human and animal health. In this work, accomplished by a public-private
partnership, we carried out a research on fumonisins and zearalenone incidence in corn
grains. The samples were collected in 173 localities from the four main producing regions,
in two first-crop (summer crop) and two second-crop (winter crop) over the planting years
from 2015 to 2017. All grain samples of the three growing seasons were subject to
phytopathological and mycotoxins analysis and estimates of the percentage of rot grains.
Information on the agricultural production system was obtained at the time of sampling
through the application of questionnaires to the farmers. In an attempt to identify the
existence of a pattern among the mycotoxins incidence in grains, the occurrence of
rainfall during the growing period, incidence rot grains and farming system factors, the
data were submitted to the analysis of Artificial Neural Networks. In addition, we
developed maps showing the fumonisins and zealarenone incidence in the Brazilian

maize producing regions.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil esta entre os maiores exportadores de carne suina e de frango. Segundo
dados do Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servigos (IBGE, 2018), o setor
de carnes teve destaque entre os itens exportados, com registro de US$ 5 bilhdes em
2017. A cadeia produtiva de carne estd fortemente atrelada a produ¢do de graos. No
Brasil, entorno do 75% de todo o milho (Zea mays. L) € destinado a ra¢do animal
(Duarte et al., 2015), sendo o pais o terceiro maior produtor do grao no mundo. Na
safra de 2016/17, o pais produziu cerca de 99 milhdes de toneladas de graos em uma
area plantada de 17,6 milhdes de hectares, (CONAB, 2017).

A producao de milho no Brasil € distribuida em duas épocas com caracteristicas
temporais, espaciais e técnicas muito distintas. Na primeira safra ou safra de verao, o
plantio ¢ realizado de agosto a novembro. Na segunda safra, também chamada de safra
de inverno ou “safrinha”, o plantio se da nos meses de janeiro a abril (Galvao et al.,
2015). A producdo na primeira safra esta concentrada nas regides Sul e Sudeste,
enquanto na safrinha a producao ¢ basicamente realizada na regiao Centro-Oeste e em
parte do Nordeste, Sudeste e Sul onde o nivel técnico ¢ maior (Galvao et al., 2015). A
maior parte do milho brasileiro ¢ produzido na “safrinha”, sendo 70% de todo o milho
na safra de 2016/17 produzido nesse periodo (CONAB, 2018). Recentemente, a regiao
Nordeste ganhou expressao na produgao deste cereal, pois € possivel cultivar o milho
em toda a extensdo sob diferentes tipos de condi¢des edafoclimaticas e técnicas. A
“safra do Nordeste”, no entanto, ndo se enquadra dentro do calendario agricola
definido para primeira e segunda safra, pois o plantio € realizado nos meses de maio a
junho (Carvalho et al., 2000; 2015).

O milho, assim como outros cereais, apresenta elevado valor nutricional e por
isso € muito suscetivel a incidéncia de fungos toxigénicos ou nao (Soldati, 2010), que
estdo entre os fatores que limitam a produgdo e reduzem a qualidade dos graos. Tais
fungos produzem os graos ardidos, sendo o grao considerado ardido quando apresenta
descoloragdo em ao menos um quarto de sua superficie, resultado do processo
fermentativo causado pelo patdogeno (Athié ef al., 1998; Pinto, 2005).Varias espécies
de patdgenos podem causar esse tipo de sintoma: Stenocarpella maydis, Stenocarpella
macrospora,  Fusarium  verticillioides, Fusarium  subglutinans,  Fusarium
graminearum, Fusarium sporotrichioides, Gibberella zeae, Penicillium oxalicum,

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (Casela et al., 2006). Tais espécies podem
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ser classificadas em dois grupos em funcdo da capacidade ou ndo de produzir
micotoxinas; toxigénicas e ndo toxigénicas (Pinto, 2005).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por algumas espécies
de fungos, comumente encontradas em alimentos e ragdo que ocasionam danos a
animais ¢ humanos (FAO, 1997; Benett & Klich, 2003) e podem ser produzidas em
pré e pos-colheita (Berthiller et al., 2007; Hermanns et al., 2006). Definidas
inicialmente por Benett (1987) como “veneno de fungo” (em traducao livre do inglés
fungal poison), em termos técnicos a defini¢do de micotoxinas, assim como sua
classificagdo, ndo ¢ facil. Todas as micotoxinas sao moléculas de baixo peso molecular
produzidas pelo metabolismo secundéario de fungos filamentosos e causam danos a
seres humanos e animais em concentragoes infimas. Sao substancias muito estaveis,
quimica e termicamente, por isso resistem as técnicas de processamento utilizadas na
industria e ao trato intestinal dos animais. Sendo assim, os produtos manufaturados e
géneros de origem animal como carne, leite e ovos chegam contaminados ao
consumidor final (Soldati, 2010).

As micotoxinas apresentam uma grande variedade de estruturas quimicas e
podem ser classificadas de diferentes maneiras dependendo do grupo que as estuda.
Sendo assim, clinicamente podem ser classificadas quanto ao 6rgao que ocasiona dano
(hepatotoxina, nefrotoxina, imunotoxina, neurotoxina) ou efeito sobre a maquinaria
celular (carcinogénica, teratogénica, alergénica, mutagé€nica), quimicamente
(dependendo do grupo quimico a que pertence) ou, quando objeto de estudos de
micologistas, associando-se ao género de fungos que as produzem (Benett & Klich,
2003; Soldati, 2010).

As doencgas causadas por essas substancias sao denominadas micotoxicoses €
apresentam efeitos analogos a intoxicacdo com metais pesados e pesticidas. Sendo
assim, os sintomas estao diretamente relacionados a intensidade, tempo de exposicao
e fatores inerentes ao individuo como idade, biodtipo, estado de satde, sexo, estado
nutricional, dentre outros (Benett & Klich, 2003). Os danos ocasionados podem ser
cronicos, mais comuns, ou agudos, observados principalmente em populacdes de
animais. A maioria das pesquisas realizadas com animais, pois ¢ possivel demonstrar
a relagdo dose-resposta entre doenga e micotoxina. Em humanos, por motivos 6bvios,
o que se dispde ¢ de estudos epidemiologicos embasados por modelos desenvolvidos

em animais (Benett & Klich, 2003).



Dentre os fungos mais importantes na produ¢do de micotoxinas estdo varias
espécies do género Fusarium, associado a diversas doencas em plantas de milho no
mundo. As infec¢des nos graos podem atingir diferentes 6rgaos vegetais (sementes,
colmo, espiga) e ocorrer em todos os estddios de desenvolvimento da planta, ou
durante o armazenamento (Munkvold & Desjardins, 1997). As infecgdes podem
apresentar-se de trés formas: (i) assintomatica; (i7) presenga de listras brancas ou rosas
no grao de milho e; (iii) podridao generalizada do grao (Payne, 1999). Os danos
ocasionados pelas espécies de Fusarium podem ser divididos em dois grupos: (i) perda
em rendimento e qualidade, devido a reducao de massa, descoloracdao e necrose dos
graos e; (ii) producdo de micotoxinas, responsaveis por micotoxicoses em animais e
humanos (Julian ef al., 1995).

A colonizagao dos tecidos por Fusarium spp. diverge em infecgdes sintomaticas
e assintomaticas. Em infec¢des sintomaticas, tem-se crescimento do patdogeno nos
espacos inter e intracelular, enquanto que em infec¢des assintomaticas o crescimento
sO ocorre nos espagos intercelulares (Bacon et al., 1992; 2008; Bacon & Hinton, 1996).
Em anos de infec¢des severas, em um mesmo campo podem haver espigas com
diferentes tipos de sintoma, mesmo em hibridos geneticamente homogéneos. A luz dos
conhecimentos atuais, ainda nao se tem uma explicacdo para esse tipo de variagdo
(Presello et al., 2007). A espécie F. verticillioides, por exemplo, ¢ de natureza
sistémica, por isso a infec¢ao pode ser pontual, atingindo graos isolados, ou espalhada
por toda a espiga. (Bacon ef al., 2008).

Existe variagdo quanto ao tipo de micotoxina produzida entre as espécies de
Fusarium. F. graminearum e F. culmorum produzem os principais tricotecenos e
zearalenona, enquanto que F. verticilliodes e F. proliferatum podem produzir
fumonisinas em elevada quantidade (Parry et al., 1995; Miller, 2008; Rocha et al.,
2014). F. verticilliodes, F. proliferatum e F. subglutinans sdo frequentemente
associadas a podriddes em graos de milho e o dano mais expressivo ¢, em inumeras
vezes, a redugdo na qualidade de graos e sementes devido a producdo de fumonisinas
(Munkvold & Desjardins, 1997; Figueira et al., 2003).

As fumonisinas, reportadas primeiramente por Bezuidenhout et al. (1988), sdo o
grupo de micotoxinas de maior importincia para a cultura do milho (Munkvold &
Desjardins, 1997; Figueira et al., 2003; Stockmann-Juvala & Savolaine, 2008).
Estruturalmente, sdo similares a esfingolipidios intermediarios, tais como esfinganina

e esfingosina (Bezuidenhout ef al.,1988). Consequentemente, sua atuacdo estd
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relacionada a interrup¢do do metabolismo de esfingolipidios, através da inibigcdo da
ceramida sintase (Wang et al., 1991).

As fumonisinas podem ser categorizadas em 5 grupos estruturalmente correlatos
(A, AK, B, C e P). O Grupo B, entretanto, compreende a maioria das fumonisinas
encontradas em condi¢des de campo. A fumonisina Bl ¢ encontrada em grande
quantidade em milho, enquanto FB2 e FB3 ocorrem em pequenas quantidades.
(Stockmann-Juvala & Savolaine, 2008).

Em animais, as fumonisinas podem ocasionar diversos tipos de danos, como
edemas pulmonares e alteragdes fisioldgicas em suinos; problemas cardiovasculares e
leucoencefalomacia (LEM) em equinos; reducao no desenvolvimento corporal, perda
de peso e diarreia em aves; e, em condi¢des experimentais, cancer de rim e figado em
ratos (Howard et al., 2001; Figueira et al., 2003; Stockmann-Juvala & Savolaine,
2008). Em seres humanos, o metabolismo das fumonisinas ainda € pouco conhecido.
Todavia, estudos epidemiologicos mostraram uma correlagdo positiva entre cancer
esofagico e ocorréncia de F. verticillioides em milho ou trigo. Essa associagdo foi
verificada em diversos paises como Africa do Sul, China, Ird, Italia, Quénia,
Zimbabue, Estados Unidos e Brasil, em areas pobres onde a populagdo tem dietas
menos variadas. Ha alguns relatos de ma formagao do tubo neural de fetos na fronteira
entre Texas e México e em algumas regides africanas (Figueira et al., 2003;
Stockmann-Juvala & Savolaine, 2008).

Outras micotoxinas relevante ¢ a zearalenona, que ocorre principalmente no
milho contaminado por F. graminearum ¢ F. culmorum (Bennett & Klich, 2003). A
zearalenona ¢ mais comum em condigdes de elevada umidade e temperaturas mais
amenas. Por ser andlogo ao estrogeno, a zearalenona afeta a reprodu¢do, causando
hiperestrogenismo em suinos, reducdo da producdo de leite, alteragcdes na tireoide,
hipertrofia das glandulas mamarias, redu¢do do peso dos testiculos e producdo de
testosterona em machos, mudangas na puberdade infantil e ¢ um possivel agente
carcinogénico humano (Iamanaka et al., 2010; Peraica et al., 2014).

A biossintese de micotoxinas ocorre tanto em campo quanto no armazenamento
e pode estar relacionada a diferentes fatores (Lesllie & Summerell, 2006; Leslie &
Logrieco, 2014). Estresse hidrico, principalmente na fase apds colonizagio do tecido
hospedeiro (Jurado et al., 2008; Fanelli et al., 2013), habilidade toxigénica de
diferentes isolados do patdégeno (Nelson et al., 1991; Picot et al., 2010; Rocha et al.,
2011; Lanza et al., 2014) e temperatura (Jurado et al., 2008; Fanelli ef al., 2013).



Embora existam muitos esfor¢os em todo o mundo para desenvolver estratégias
de manejo que possam reduzir os danos e prejuizos causados, sejam eles no campo,
armazenamento ou processamento industrial (Leslie & Logrieco, 2014), muitas
dificuldades sdo encontradas no estudo das micotoxinas. Os métodos de detecgao sdo
onerosos e a distribui¢do irregular da contaminagdo em um mesmo lote traz muitos
problemas a analise de dados (Rensburg et al., 2011; Escriva et al., 2017). Grandes
variagdes sao observadas mesmo em ensaios laboratoriais sob condigdes controladas
(Marin et al., 2004). Sob condi¢cdes de campo ¢ ainda mais dificil devido a
complexidade das interagdes entre clima, hospedeiro, sistema de plantio, patdégeno e
biossintese (Torelli et al., 2012).

No Brasil, estima-se que cerca de 45% do milho é contaminado com micotoxinas
€ que os custos anuais entre manejo e analises para assegurar a qualidade dos graos
estejam na ordem de US$ 450 milhdes (Santurio, 2000). No 2007, de toda a produgdo
brasileira de milho, aproximadamente 13 milhdes de toneladas de grdos estavam
contaminadas com fungos toxigénicos, fato que gerou grandes perdas econdmicas para
o agronegocio (Lorini & Bacaltchuck, 2007).

Diante dos problemas sociais € econdmicos devido a contaminagdo por
micotoxinas, a legislagio mundial impde limites maximos tolerados — LMTs. No
Brasil, os niveis de micotoxinas ¢ regulamentado pela RDC N° 07, de 18 de fevereiro
de 2011 e entrou em vigor total em 1° de janeiro de 2017 (ANVISA, 2018). Para milho,
os valores aceitos para fumonisinas e zeralenonas em graos de milho sao 5000 ppm e
400 ppm, respectivamente.

Neste contexto, na tentativa de fornecer novas informag¢des sobre a ocorréncia
de fungos toxigénicos, fumonisinas e zearalenona nas principais regides produtoras de
milho no Brasil, os objetivos deste trabalho foram:

i.  Disponibilizar o panorama da distribuicdo geografica de fumonisinas e
zearalenona no Brasil;

ii.  Identificar associacdes entre os niveis de contaminac¢do por micotoxinas
e precipitagdo, caracteristicas de hibrido e sistemas de manejo adotados
nas principais regides produtoras do Brasil;

iii.  Determinar os percentuais de graos ardidos e sua correlacdo com a
intensidade de contaminagdo por fumonisinas e zearalenona em milho;

iv.  Identificar os principais géneros de fungos associados a graos ardidos

e sadios em milho;



v.  Avaliar o uso de Redes Neurais Artificiais pra prever o acumulo de
fumonisinas e zearalenona em milho nas principais regides produtoras

de milho do Brasil.
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ARTIGO 1

Fumonisina e zearalenona em graos de milho no Brasil: levantamento e
georreferenciamento sob diferentes sistemas de cultivos nas principais regioes
produtoras
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RESUMO

A ocorréncia de micotoxinas pode comprometer drasticamente a seguranga
alimentar do milho consumido por humanos e animais. Considerando os danos que
podem ocasionar a saude ¢ necessdrio que seus niveis sejam constantemente
monitorados a fim de otimizar as estratégias de manejo praticadas. O objetivo foi
caracterizar a distribuicdo geografica de fumonisina e zearalenona e associar sua
ocorréncia a precipitacdo e caracteristicas de hibrido e sistemas de manejo adotados
no cultivo do milho. Foram coletadas amostras de graos de milho nas principais regioes
produtoras do Brasil no periodo de 2015 a 2017. De um total de 989 amostras, 82,9%
foram positivas para fumonisinas dessas, apenas 12,6% estavam acima de 5000 pg kg
!, que é o Limite maximo tolerado — LMT, estabelecido pela legislacio brasileira. Das
652 amostras avaliadas para zearalenonas e dessas, observou-se 20,4% de
positividade, dos quais somente 4% apresentaram valores superiores ao LMT (400 pg
kg!). As fumonisinas apresentaram ampla distribuicdo no territorio brasileiro.
Enquanto a zealerona, embora ainda ocorra mais no Sul do pais, deve ser monitorada
a medida que a cultura do trigo se expande para a regido de cerrado. Somente em trés
amostras fumonisina e zearalenona co-ocorreram acima do LMT. Nao foi possivel
determinar um padrdo entre a intensidade de ocorréncia de fumonisinas e zearalenona
com precipitacao, textura de graos, presenca de tecnologia Bt, sistema de plantio e uso
de aplicagao de fungicida.

/
Palavras chave: alimento seguro; fumonisinas; zearalenona; Fusarium

verticillioides; Fusarium graminearum.
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ABSTRACT

The occurrence of mycotoxins can drastically compromise the food safety of
corn consumed by humans and animals. Considering the significant damages that can
cause health is necessary that their levels are constantly monitored in order to optimize
the management strategies practiced. The objective was to characterize the geographic
distribution of fumonisin and zearalenone and to associate their occurrence with the
precipitation and hybrid characteristics and management systems adopted in corn
cultivation. Samples were collected from maize grains in the main producing regions
of Brazil from 2015 to 2017. Of 989 samples, 82.9% were positive for fumonisins of
these, only 12.6% were above 5000 pg.kg- 1, which is the maximum tolerated limit -
LMT, established by Brazilian legislation. 652 samples were evaluated for
zearalenones and 20.4% positivity was observed, of which only 4% presented values
higher than LMT (400 pg.kg-1). Fumonisins were widely distributed in Brazil.
Zealerone, although still occurring more in the south of the country, should be
monitored as the wheat crop expands to the cerrado region. In only 3 samples
fumonisin and zearalenone co-occurred above the LMT. It was not possible to
determine a pattern between the intensity of occurrence of fumonisins and zearalenone
with precipitation, grain texture, presence of Bt technology, planting system and use

of fungicide application.

Keywords: food safety; fumonisina; zearalenona; Fusarium verticillioides; Fusarium

graminearum.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) ¢ estratégica em programas de seguranga
alimentar. Em conjunto com o arroz ¢ o trigo, representa 30% das calorias ingeridas
diariamente por 4,5 bilhdes de pessoas, principalmente nos paises em desenvolvimento
(CIMMYT/CGIAR, 2014). Nos paises mais desenvolvidos, a maior parte do milho
produzido, entre 70 e 85%, ¢ destinado a ra¢do animal, interferindo diretamente sobre
a cadeia produtiva de carne, leite e ovos (Paes, 2006).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, na safra de 2016/17, com
area plantada de 17,6 milhdes de hectares, produziu cerca de 99 milhdes de toneladas
de graos (USDA, 2018). A produgdo no pais ¢ distribuida em duas épocas, a primeira
safra ou safra de verdo (plantio de agosto a novembro, dependendo da regido) e
segunda safra, também chamada de safra de inverno ou “safrinha” (plantio de janeiro
a abril, dependendo da regiao) (Galvao et al., 2015). Além da diferenca temporal, essas
safras apresentam nitida variagdo diferencial espaciais, enquanto na primeira safra a
producdo esta concentrada nas regides Sul e Sudeste, na safrinha, a produgdo esta
centrada na regido Centro-Oeste, com grande destaque para o estado do Mato Grosso
(Galvao et al., 2015). A segunda safra ¢ responsavel por produzir a maior parte do
milho brasileiro, aproximadamente 68,43% na safra 2016/17 (MAPA, 2016). Mais
recentemente, a regido Nordeste do Brasil adquiriu expressividade na produgdo de
milho. No Nordeste ¢ possivel cultivar o milho em toda a extensao sob diferentes tipos
de condi¢des edafoclimaticas e técnicas. A safra do Nordeste, no entanto, nao se
enquadra dentro do calendario agricola definido para primeira ¢ segunda safra, haja
vista que o plantio € realizado nos meses de janeiro e maio, dependendo de cada local
(Carvalho et al., 2000; 2015).

Devido ao seu elevado valor nutritivo, o milho, assim como outros cereais, €
muito suscetivel a incidéncia de fungos, sendo que algumas espécies sdo produtoras
de micotoxinas, dentre elas destaca-se o género Fusarium (Munkvold & Desjardins,
1997; Soldati, 2010). Esse género ¢ associado a diversas doencas em milho, as
infec¢des podem atingir diferentes 6rgaos vegetais (sementes, colmo, espiga) e ocorrer
em todos os estadios de desenvolvimento ou durante o armazenamento (Munkvold &
Desjardins, 1997). Os danos ocasionados pelas espécies de Fusarium podem ser

divididos em dois grupos: (i) perda em rendimento e qualidade, devido a redu¢do de
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massa, descoloragdo e necrose dos graos e; (ii) produ¢do de micotoxinas, responsaveis
por micotoxicoses em animais € humanos (Julian et al., 1995).

Dentre as espécies de Fusarium ha uma diferenca quanto ao tipo de micotoxina
produzida, F. graminearum e F. culmorum produzem os principais tricotecenos e
zearalenona, enquanto F. verticilliodes e F. proliferatum produzem fumonisinas em
elevada quantidade (Parry et al, 1995; Miller, 2008; Rocha et al., 2014). F.
verticilliodes, F. proliferatum e F. subglutinans sdo frequentemente associados a
podriddes em graos de milho e o dano mais expressivo €, em inumeras vezes, a reducao
na qualidade de graos e sementes devido a produ¢do de fumonisinas (Munkvold &
Desjardins, 1997; Figueira et al., 2003).

As fumonisinas podem ocasionar diversos tipos de danos a saide animal, como
edemas pulmonares e alteragdes fisioldgicas em suinos; problemas cardiovasculares e
leucoencefalomacia (LEM) em equinos; reducao no desenvolvimento corporal, perda
de peso e diarreia em aves e, em condigdes experimentais, cancer de rim e figado em
ratos (Figueira et al., 2003; Howard et al., 2001; Stockmann-Juvala & Savolaine,
2008). Em seres humanos, o metabolismo das fumonisinas ainda ¢ pouco conhecido.
Todavia, estudos epidemiologicos mostraram uma correlagao positiva entre cancer
esofagico e ocorréncia de F. verticillioides em milho ou trigo. Essa associagdo foi
verificada em diversos paises como Africa do Sul, China, Ird, Italia, Quénia,
Zimbabue, Estados Unidos e Brasil, em areas pobres onde a populagdao tem dietas
menos variadas. Ha alguns relatos de ma formagao do tubo neural de fetos na fronteira
entre Texas e México e em algumas regides africanas (Figueira et al., 2003;
Stockmann-Juvala & Savolaine, 2008).

As fumonisinas podem ser categorizadas em 5 grupos estruturalmente correlatos
(A, AK, B, C e P). O Grupo B ¢ o mais importante, pois compreende a maioria das
fumonisinas encontradas em condi¢gdes de campo, particularmente FB1, encontrada
em grande quantidade em milho, e FB2, que embora encontrada em menores
quantidades ¢ comum ocorrer simultaneamente (Nelson et al., 1993; Stockmann-
Juvala & Savolaine, 2008). As fumonisinas FB1 e FB2, ndo s6 ocorrem em maior
frequéncia, como também apresentam maior toxicidade (Seo & lee; 1999; Labuda et
al., 2003), por isso na legislagdo vigente no Brasil considera-se as fumonisinas totais,
ou seja, o somatorio de FB1 e FB2. O limite maximo tolerado (LMT) estabelecido pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) de (FB1+FB2) ¢ de 5.000 pg.kg
! em milho para posterior processamento (BRASIL, 2017).
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A zearalenona apresenta alta atividade bioldgica. Sua estrutura mimetiza o 7f3-
estradiol, horménio produzido normalmente pelos ovarios de fémeas, por isso ¢
corriqueiramente classificado como estrogénio ndo-esteroidal ou micoestrogénio
(Bennet & Klinch, 2003). Em intoxica¢des com zearalenona os sintomas mais comuns
sdo inflamagdes nos oOrgdos genitais de fémeas, atrofia testicular nos machos,
infertilidade em animais adultos e perda de peso (Soldati, 2010). Em seres humanos,
pode apresentar efeito hepatotdxico, afetar parametros hematologicos e imunologicos,
induzir a morte celular, inibir a sintese de DNA e proteinas, peroxidar lipidios e
ocasionar efeitos genotoxicos (Gao ef al., 2013). O limite maximo tolerado (LMT)
estabelecido pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) de zearalenona
é de 400 pg kg! em milho para posterior processamento (BRASIL, 2017).

Em consequéncia dos sérios danos causados a saide humana e animal, em
diversos paises foram criadas legislacdes especificas para as micotoxinas. Muitos
grupos de pesquisa dedicam-se a0 monitoramento, avaliagao de estratégias de manejo
e ecofisiologia de micotoxinas (Leslie & Logrieco, 2014; Marin et al., 2004). No
Brasil, diversos trabalhos de levantamento por Pozzi et al. (1995) e Orsi et al., (2000),
em Ribeirdo Preto, SP; Bento et al. (2012) no Mato Grosso; Queiroz et al. (2012) em
Minas Gerais; Stumpfi ef al. (2013) no Rio Grande do Sul; Valmorbida et al. (2018)
em Rondonia; Oliveira et al. (2017) na Regido Sul do Brasil evidenciam resultados
que se limitam a regides especificas com as particularidades proprias de cada situacao,
fato que dificulda as interpretagdes a uma escala nacional. No entanto, Lanza et al.
(2014) coletaram espigas com graos ardidos e assintomaticos em 15 pontos localizados
em 12 estados brasileiros (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio
de Janeiro, Minas Gerais, Goids, Mato Grosso, Bahia, Para e Roraima), pesquisa que
permitiu compreender em uma maior extensao a ocorréncia de Fusarium spp. €
micotoxinas na cultura do milho no Brasil.

Neste trabalho buscou-se oferecer o panorama da distribui¢do de fumonisinas e
zearalenona nas principais regioes produtoras do pais. Ao todo foram analisadas 989
amostras coletadas em 173 municipios, 11 estados e no Distrito Federal, em duas safras
e duas safrinhas no periodo entre 2015 ¢ 2017. O objetivo foi caracterizar a distribui¢do
geografica de fumonisina e zearalenona e associar sua ocorréncia a precipitagdo e

caracteristicas de hibrido e sistemas de manejo adotados no cultivo do milho.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos Laboratérios de Fitopatologia de Sanidade de
graos da EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, em uma parceria publico-
privada entre a EMBRAPA e Mars Brasil.

2.1 Coleta de amostras

As coletas de graos foram realizadas em duas safras de verdo (primeira safra),
2015 e 2016, e duas safrinhas (segunda safra) nos anos de 2015 e 2016. Além disso,
realizou-se uma coleta no ano de 2016 na “Safra do Nordeste”. Em todos os casos, as
amostragens foram realizadas no periodo de pico de colheita. Para cada ciclo de coletas
foram recolhidas informacdes relacionadas com as caracteristicas agrondmicas de cada
lugar (Tabela 1).

A escolha dos locais de amostragem foi realizada de acordo com os mapas de
distribuicao da produgdo de milho no Brasil na primeira e segunda safra. Os mapas
utilizados foram elaborados por Landau et al. (2013) e embasaram-se no banco de
dados disponibilizados pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). As
coletas referentes a primeira safra ocorreram nos estados de Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parand, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, regido Oeste da Bahia, Maranhao,
Piaui, Pernambuco e Sergipe. Na segunda safra foram realizadas coletas nos estados
do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana, Sdo Paulo, Goias e Minas Gerais e na
safra Nordeste, as amostragens foram realizadas na Bahia e Sergipe.

As amostras foram obtidas sob condi¢des de campo de duas maneiras: 1)
amostras de graos; ii) amostras de espigas. No momento da colheita foram retiradas
subamostras em varios pontos dos caminhdes. As amostras simples foram
homogeneizadas e uma amostra composta de 1 kg de graos foi subtraida. As coletas
de grios foram realizadas somente quando havia a certeza de que apenas um hibrido
seria colhido no talhdo. A amostragem de espigas se deu em ocasides em que a visita
a propriedade ndo coincidiu com o momento da colheita ou ndo se podia afirmar que
o milho no caminhdo pertencia a um Unico hibrido. As espigas, apds a maturacdo
fisioldgica, foram coletadas de forma aleatdria. O procedimento padrdo adotado nessas
circunstancias estabeleceu uma distdncia minima de seguranga de 50 m entre a

bordadura dos talhdes e os pontos de amostragem de espigas. Evitando-se a coleta em

16



areas sujeitas a interferéncia externas e buscando-se maior representatividade da area
em questdo. Em cada ponto, foram coletadas, no minimo 30 espigas por amostra. Apds
as coletas, as espigas foram debulhadas, os graos homogeneizados € uma amostra final
de 1 kg foi retirada.

As amostras obtidas em campo foram encaminhadas a Embrapa Milho e Sorgo,
e, quando necessario, submetidas a secagem até atingir 13% de umidade. Em seguida,
os graos foram novamente homogeneizados e separados em sub amostras de 0,5 kg. A
seguir, 0,5 kg das amostras foram encaminhadas para analise de micotoxinas em
laboratorios especializados e a outra parte foi encaminhada para o laboratério de
sanidade para isolamento e quantificacdo dos fungos.

Em cada ponto de coleta foram registradas as coordenadas geograficas (latitude
e longitude) com o auxilio de um GPS, para posterior correlacdo dos teores de
fumonisinas e zearalenona com os dados climéticos e confec¢do de mapas de
ocorréncia. Além disso, no momento da coleta de amostras foram aplicados
questionarios padronizados onde foram levantadas informagoes referentes a hibridos,
data de plantio, data de coleta, sistema de preparo do solo (plantio direto ou
convencional), espacamento, populacao de plantas, aplicacdo de fungicidas e outros

procedimentos adotados na lavoura

2.2 Analises de micotoxinas: fumonisinas e zearalenona

As andlises de fumonisinas (B1, B2 e totais) da safrinha 2015 foram realizadas
no Laboratério de Analises Micotoxicoldgicas (LAMIC), da Universidade Federal de
Santa Maria, em Santa Maria — RS. As demais analises foram realizadas no
Laboratorio Solugdes Analiticas Microbiologicas e Tecnologicas (SAMITEC), em
Santa Maria, RS.

As andlises foram realizadas por cromatografia liquida com deteccdo por
espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS) como descrito por Oliveira et al.
(2017). Os limites de quantificacdo (LQ) e os coeficientes de recuperagdo (%) para
FB1 foram de 125 ug kg e 101% e para FB2 de 125 ug kg™ € 96%. As estimativas
de incerteza foram: FB1 (+ 33,2 pug kg'!; K=2,18) e FB2 (* 35,2 pg kg''; K=2,52). O
fator K foi obtido a partir dos graus de liberdade efetivos da incerteza, e ¢ um fator
multiplicador adimensional (expresso por um niimero simples) da incerteza. Como a

legislacdo brasileira (BRASIL, 2011) ndo considera as fumonisinas separadamente, os
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valores de FB1 e FB2 foram somados para obtencdo do valor de fumonisinas totais
(FBT). Assim, para as analises subsequentes deste trabalho foram utilizados os valores
de FBT.

As analises de zearalenona foram realizadas nas amostras coletadas na safrinha
2015, safra 2015/16 e safrinha 2016. Neste caso, também foi utilizada a metodologia
LC-MS/MS descrita por Oliveira et al. (2017). O limite de deteccio foi de 20 ug kg™,

o coeficiente de recuperacio de 85,0% e a estimativa de incerteza de 20 ug kg (0,53

ng kg™

2.3 Obtencao de dados climaticos

Considerando o tempo que cada amostra permaneceu no campo (plantio a
coleta) e localizacdo georreferenciada de cada ponto de amostragem fez-se o
levantamento do indice pluviométrico por decéndio. Para isso utilizou-se a base de
dados CHIRPS - Climate Hazards Group InfraRed Precipitation with Station
(http://chg.geog.ucsb.edu/data/chirps/).

2.4 Mapas de ocorréncia de micotoxinas em milho

Para elaboracao dos mapas foram considerados os limites estaduais delimitados
pela malha municipal dos municipios brasileiros disponibilizados pelo IBGE (2015).
A eles foram correlacionadas as respectivas coordenadas geograficas obtidas em
campo, o teor de fumonisinas e zearalenona ¢ a area relativa média de milho plantada
nos anos de 2015 e 2016 (IBGE, 2016). No caso da zearalenona, os dados também
foram confrontados com a area relativa média de trigo plantada nos anos de 2015 a
2017 (IBGE, 2016). Em todos os mapas, a area relativa média da produ¢do de milho
ou trigo nos municipios foi descrita em escala variando de 0,1 a > 50% da area
cultivada.

Para fumonisinas foram gerados cinco mapas considerando a ocorréncia de
fumonisinas totais, sendo eles: ocorréncia geral no Brasil no periodo entre 2015 e
2017, na safrinha 2015, na safra 2015/16, Safra Nordeste de 2016, safrinha 2016 e
safra 2016/17. Foram aplicadas escalas de cores variando de 0 - 2500; 2500 - 5.000;
5.000 - 7.500; 7.500 - 10.000 e > 10.000 pug.kg'. A escala foi baseada no nivel de
5.000 pg.kg™, limite méximo tolerado para graos de milho no Brasil (BRASIL, 2017).
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Para zearalenonas, foram gerados cinco mapas. Quatro desses mapas foram
correlacionados a produgdo de milho no Brasil e um a producdo de trigo. Os mapas
correlacionados a produgdo de milho foram: ocorréncia geral e os demais para
ocorréncia na safrinha 2015, safra 2015/16 e safrinha 2016. Foi aplicada escala de cor
variando de 0 - 100; - 100 - 200; 200 - 400; 400 - 800; > 800 ug kg'. A escala foi
baseada no nivel de 400 pg kg™, limite maximo tolerado para grios de milho no Brasil
(BRASIL, 2017). O mapa correlacionado a produgao de trigo no Brasil considerou

somente a incidéncia geral e utilizou a mesma escala que os anteriores.

2.5 Analises estatisticas

Além da elaboracdo de mapas utilizou-se também andlise exploratoria de
dados, utilizou-se a ferramenta estatistica boxplot buscando uma maior visualizagao
das medidas de tendéncia central quanto ao nivel de contaminagdo por micotoxinas.

Na analise exploratoria foram contemplados os niveis de contaminagdo por
fumonisinas e zearalenona em associa¢do com duas variaveis relacionas ao hibrido
(textura dos graos e presenca de tecnologia Bt) e duas varidveis relacionadas ao manejo
da cultura do (sistema de plantio e numero de aplicacdes de fungicida). Os dados de
precipitacdo também foram submetidos a essa analise. O objetivo foi identificar os
tipos de padrdes entre esses fatores e a intensidade de contaminagdo por micotoxinas.
Devido a alta variabilidade relatada nos niveis de contaminagdo por micotoxinas
(Coker et al., 1995; Escriva et al., 2017; Rensburg et al., 2011), optou-se por manter

os outliers. As analises com boxplot foram feitas com Minitab® Statistical Software.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fumonisinas totais no Brasil

Ao todo, foram analisadas 989 amostras de graos de milho, das quais 82,9%
foram positivas para fumonisinas em 17,1% apresentaram valores < LQ. No entanto,
deve-se ressaltar que a ndo-detec¢do ndo garante a auséncia de micotoxina, pois a
metodologia utilizada tem um LQ, que para fumonisinas em LC-MS/MS ¢ de 125 ng
kg!. Das amostras contaminadas, 87,3% apresentaram indice de contaminagio inferior
a0 LMT de 5.000 pg kg™ e 12,7% valores superiores ao LMT. Entre as amostras com
teores de fumonisinas acima do LMT, 3,5% apresentaram valores acima de 10.000 pg
kg!. Cerca de 74% das amostras que superaram o LMT pertenciam a cinco estados,
em ordem decrescente: Sao Paulo (17,3%), Parana (17,3%), Goias (13,5), Minas
Gerais (13,5%) e Bahia (12,5%).

No periodo em que foram realizadas as amostragens, entre janeiro de 2015 a
julho 2017, em todas as épocas e estados brasileiros as fumonisinas totais apresentaram
ampla distribuicao, embora ocorram diferentes niveis de contaminagdo. Na Figura 1,
observa-se a distribui¢cao da ocorréncia de fumonisinas e sua intensidade (demonstrada
pelos icones na escala de cor entre tons de verde e vermelho), os valores de
fumonisinas variaram de 125 pg kg (>LQ) (em 25 municipios distribuidos em todos
os estados avaliados) a 54.348,50 pg kg™ (Unai, MG). No mapa, a escala de cinza
variando de cinza claro a cinza escuro, mostra a area cultivada de milho no periodo,
sendo as menores ¢ maiores areas relativas médias por municipio, variando entre 0,01
e 50%, respectivamente.

A safra Nordeste apresentou a menor média para fumonisinas 732,2 ug kg™!.
Para os demais periodos, quando comparados os valores médios da taxa de
fumonisinas totais observou-se que nao houve uma relacao entre a safra ou a safrinha
em termos de ocorréncia ou intensidade de contaminacao. Na safrinha de 2015 e na
safra de 2016 os teores médios de fumonisinas foram préximos, 1864,45 pg kg™ e
1407,76 pg kg', respectivamente. Enquanto os valores encontrados para a safrinha
2016 (2687,03 pg kg') e a safra de 2015 (2712,89 ng kg') foram similares. Ao
analisar o percentual de amostras cujos teores de fumonisinas totais superaram o limite

maximo tolerado (LMT) (Figura 2), o mesmo comportamento ¢ observado.
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O menor valor na safra Nordeste (1,8%), percentuais intermediarios na safrinha
de 2015 (9,9%) e a safra de 2016/2017 (5,7%) e o maiores valores na safrinha 2016
(14,4%) e safra 2015/2016 (15,9%). Essas porcentagens mostram que primeira e
segunda safra podem apresentar perfis similares em relagdo a ocorréncia de
micotoxinas, dependendo do ano avaliado. Na figura 3 tem-se o mapeamento por
época de amostragem.

Os resultados encontrados corroboram com dados obtidos anteriormente por
outros autores. Segundo Rodriguez-Amaya & Sabino (2002) altos indices de
fumonisinas foram encontrados no Brasil na década de 90 e dentre os trabalhos
realizados nesse periodo, os teores de fumonisinas totais variaram entre 150 e 78.470
ng.kg™! no milho ndo processado e, de 50 a 6.320 ug kg™! em produtos a base de milho.
Maziero & Bersot (2010) compilaram resultados de trabalhos desenvolvidos na década
de 2000 e verificaram a ocorréncia de diferentes taxas de contaminac¢do por
micotoxinas em basicamente todos os cereais cultivados, sendo as fumonisinas mais
preocupantes em milho. Assim como neste trabalho, outros estudos mostraram que
mesmo a contaminacao por fumonisinas sendo muito frequente, na maioria dos casos,
a taxa de contaminacao esta abaixo do LMT estabelecido pela legislagao brasileira em
vigor (Orsi et al., 2000; Martins et al., 2012; Queiroz et al., 2012; Oliveira et al., 2017).

A dispersao das fumonisinas no Brasil pode ser explicada pela ocorréncia
massiva de F. verticillioides. As fumonisinas podem ser sintetizadas por diferentes
espécies de Fusarium, todavia a producao de altas concentracdes dessa toxina ¢
realizada pelas espécies Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum (Leslie &
Logrieco, 2014). F. verticillioides tem uma relacdo patogénica muito estreita com o
milho, sendo encontrada em todas as areas de cultivo (Leslie & Summerell, 2008), e ¢
relatada em diversos locais do mundo como a principal espécie associada a graos de
milho (Gatch & Munkvold, 2002; Fandohan et al., 2003; Rahjoo et al., 2008; Venturini
et al., 2011; Madania et al., 2013; Fu et al., 2015). Situagdo similar ocorre no Brasil,
Rocha et al. (2011) avaliaram 100 isolados obtidos em graos de milho em quatro
estados, desses 96 isolados foram identificados como F. verticillioides. Lanza et al.
(2014) avaliaram 230 isolados obtidos em espigas de milho de 12 estados brasileiros
e identificaram que 99% dos isolados pertenciam a espécie F. verticillioides.

F. verticillioides, assim como outros fungos toxicogénicos, pode crescer na

faixa de temperatura entre 10 °C e 40 °C (Leslie & Logrieco, 2014) embora o
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desenvolvimento 6timo se dé em 25°C (Leslie & Summerell, 2008). Quanto a umidade,
o desenvolvimento 6timo se dd acima de 20% (Leslie & Logrieco, 2014). Para a
produgdo de fumonisinas a faixa de temperatura 6tima estd entre 20 °C e 30 °C e
associado a elevada umidade nos grios, atividade de dgua 0,99 (Marin et al., 2004).
Embora o desenvolvimento do fungo e a biossintese de fumonisinas requeiram
condi¢des similares de temperatura e umidade, principalmente sob condi¢des de
campo ndo ha obrigatoriamente uma correlagdo positiva entre crescimento de F.
verticillioides e producdo de fumonisinas (Leslie & Logrieco, 2014; Leslie &
Summerell, 2008).

Os fatores ambientais podem interferir consideravelmente sobre a biossintese
de fumonisinas. Jurado et al. (2008) através de ensaios cinéticos demonstraram que o
estresse hidrico pode ser um fator relevante para acumulacdo de fumonisinas,
principalmente nas fases que sucedem a colonizagdo do tecido do hospedeiro.
Resultados semelhantes foram encontrados por Fanelli et al. (2013), Marin et al.
(2004) e Jurado et al. (2008). Em situagdo de campo, Ono et al. (1999) verificaram
que a precipitacdo no més anterior a colheita influenciou significativamente a

ocorréncia de fumonisinas em amostras de milho obtidas no estado do Parana.

Os dados de precipitagdo obtidos para cada area foram submetidos a analise de
boxplot. Foram feitos boxplots para os dados de precipitacao na floracao (entre o 5° e
0 9° decéndio) e no més que antecedeu a colheita para dois grupos de amostras em
todos os periodos avaliados: i) teor de fumonisinas totais menor que o limite
quantificavel (LQ = 125 pg kg); ii) teor de fumonisinas totais maior do que o limite
méaximo tolerado (LMT = 5.000 ug kg™!). De acordo com os graficos observa-se que o
padrdo da precipitagdo ¢ muito semelhante para ambos os grupos associados a época
(Figura 4). Ao analisé-los separadamente em cada periodo, mesmo que se verifique
algumas divergéncias quanto a amplitude das precipitacdes, ao analisar o segundo
quarto (mediana) e o terceiro quarto, ndo ¢ possivel encontrar diferengas expressivas
que permitam realizar inferéncias sobre a biossintese de fumonisinas.

Os demais fatores avaliados com boxplots estdo na figura 5. As varidveis
presenca de tecnologia Bt, textura dos graos, sistema de plantio e niimero de aplicagdes

de fungicidas, também nao permitiram visualizar algum tipo de tendéncia de maneira
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assertiva. A grande quantidade de outliers impede a identificagdo de um padrio claro
de distribuigdo para os teores de fumonisinas totais.

A ocorréncia de valores muito discrepantes de micotoxinas mesmo em lotes de
graos muito parecidos ¢ comum (Coker ef al., 1995; Rensburg et al., 2011; Escriva et
al., 2017). Cada etapa do processo de deteccdo (amostragem, conservagdo e
preparacao das amostras e a metodologia de deteccdo e quantificagdao) contém um erro
embutido e diversas vezes ¢ dificil identificar em qual etapa houve algum problema
(Shepard et al., 2012). Whitaker ef al. (1998) identificou que o coeficiente de variagdo
para diferentes metodologias na determinacdo de fumonisinas totais estava na ordem
45%, em contraponto Mallmann et al. (2013) observaram que uma amostragem bem
feita e o uso de amostras processadas tornam a quantificacdo de micotoxinas mais
acurada.

A despeito do grande niimero do grande volume de amostras obtidas em
diversos locais do Brasil, através de uma analise exploratoria ndo foi possivel afirmar
quais variaveis atuam de maneira mais significativa sobre a ocorréncia de fumonisinas.
Os teores obtidos nas amostras sao muito varidveis mesmo para as amostras de mesma

regido ou onde houve o mesmo padrao de precipitagao.
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A producdo de micotoxinas € complexa e envolve uma série de fatores
inerentes ao ambiente, ao hospedeiro e ao patégeno (Leslie & Logrieco, 2014). Uma
das explicagdes para grande variagdo nos teores de micotoxina nas amostras analisadas
pode estar na variabilidade presente entre diferentes isolados de F. verticillioides
quanto ao potencial toxicogénico ja demonstrado por varios autores (Lanza et al.,

2014; Nelson ef al., 1991; Picot et al., 2010; Rocha et al., 2011).

3.2 Zearalenona

Os teores de zearalenona foram avaliados em trés épocas de plantio, nas
Safrinhas de 2015 € 2016 e na Safra de 2015/2016, em 652 amostras. Dessas, detectou-
se zearalenona em 20,4% das amostras, sendo que em 4% foram encontrados valores
acima de 400 pg kg!, LMT determinado pela ANVISA (BRASIL, 2017). Em 1,4%

das amostras, os teores de zearalenona foram acima de 800 pg kg™

A distribuicao espacial de zearalenona no Brasil estd descrita na figura 6. Entre
os doze estados onde foram realizadas amostragens, em oito foram detectou-se
zearalenona: Parana, Rio grande do Sul, Santa Catarina, Sao Paulo, Minas Gerais,
Mato Grosso; Mato Grosso do Sul e Goiés. Entre os pontos de amostragem, cujo teor
de zearalenona encontrava-se acima do LMT, 34,6% foram encontrados no Rio
Grande do Sul, 26,9% em Sao Paulo e Parana, 7,7% em Goias e 3,9% no Mato Grosso
do Sul. Valores acima de 800 pg.kg™ foram encontrados no Rio Grande do Sul e Sdo
Paulo (36,7% cada), Parana (18,2%) e Goias (9,1%).

Em relagdo a épocas de semeadura, a intensidade média de contaminagao por
zearalenona nas amostras foi de: 24,8% na safrinha 2015; 25,7% na Safra 2015; 10,7%
na Safrinha 2016. Destas, indices de contaminagdo acima do LMT foram detectados
em 23,6% das amostras na Safrinha de 2015, 18,2% na Safra 2015 e 13,0% na Safrinha
de 2015 (Figura 7).

Ao se comparar as precipitagdes para as amostras de zearalenona com teores
abaixo do limite quantificavel (LQ= 20 pg kg') e acima do limite méaximo tolerado
pela legislagdo (LMT = 400 ug kg!), observa-se novamente a mesmas tendéncias que

para fumonisina quanto ao segundo e terceiros quartis dos boxes em cada periodo
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analisado (Figura 8). Assim, para zearalenona a andlise exploratéria também ndo
identificou nenhum padrio contundente quanto a precipitagdo. Ao se analisar as
variaveis relacionadas aos hibridos (textura de grdos e tecnologia Bt) e ao sistema de
cultivo (sistema de plantio e nimero de aplicagdes de fungicida) também nao ¢
possivel identificar nenhuma tendéncia. H4 um grande nimero de amostras em que
ndo ocorreu zearalenona e basicamente todas as amostras positivas apresentam
comportamento outlier (Figura 9). Para o sistema de plantio convencional observa-se
que ndo ocorreu zearalenona. Mesmo que existam trabalhos afirmando que a adogao
do plantio direto tenha aumentado a incidéncia de alguns patégenos como Fusarium
(Del Ponte et al., 2004; Toledo-Souza et al., 2012), a base do box mostra que a
quantidade de amostras analisadas em plantios convencional ¢ pequena, nao
permitindo maiores explanagoes.

A ocorréncia de zearalenona foi associada a area plantada de trigo no Brasil.
Dentre as espécies produtoras de zearalenona a espécie F. graminearum predomina no
territorio no territorio brasileiro nos locais onde se cultiva o trigo (Del Ponte ef al.,
2004). O trigo e F. graminearum apresentam uma estreita relagao advinda de um longo
periodo coevoluttivo (Mesterhazy, 1995). Uma vez que F. graminearum também ¢
patogeno de outras poaceas como aveia, cevada e milho (Leslie & Summerell, 2008)
os teores de zearalenona deste estudo foram interpolados com a disposicao da cultura
do trigo no pais (figura 10).

Na regiao Sul do Brasil a fusariose da espiga ou giberela em trigo ocorre em
epidemias severas, causando muitas perdas em produtividade e qualidade de graos
(Del Ponte et al., 2004; Maziero & Bersot, 2010; Almeida-Ferreira et al., 2013;).
Devido as suas condi¢des ambientais e ao cultivo intensivo do trigo e outros cereais
de inverno no estado do Rio Grande do Sul sdo encontrados as maiores taxas de
incidéncia da doenga, bem como elevados teores de micotoxinas produzidas por essa
espécie, tricotecenos e zearalenona (Sabino et al., 1989).

Todavia, a medida que a cultura do trigo se expande para as regides Sudeste e
Centro-Oeste, poderd aumentar a ocorréncia de zearalenona na cultura do milho. Este
fato pode ser exemplificado pelo que ocorreu em uma amostra do municipio de
Mineiros, Goias, que apresentou concentragio de 841 pg kg™ De acordo com a base
historica de dados do IBGE, constata-se que este local ¢ pioneiro no cultivo do trigo
em larga escala na regido do cerrado, os primeiros plantios datando da década de 1990.

J& na regido de Santa Catarina o cendrio ¢ oposto, embora faga parte da regido Sul,
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tradicional no cultivo cereais de inverno, ndo foram encontradas concentragoes de
zearalenona acima do LMT, infere-se que uma das possiveis razdes ¢ a area muito

modesta destinada ao cultivo do trigo (Figura 10).

3.3 Infeccoes mistas

Ao se comparar isoladamente as micotoxinas, os graos de milho do Brasil
podem ser classificados, em sua maior parte como seguros. Os resultados obtidos neste
trabalho estdo de acordo com outro da literatura. A contaminag¢do por fumonisina €
muito frequente, mas na maioria dos casos contaminacdo estd abaixo do LMT
estabelecido pela legislacdo em vigor (Orsi ef al., 2000; Martins ef al., 2012; Queiroz
et al., 2012; Oliveira et al., 2017). A contaminagdo por zearalenona, nao s6 € menos
comum em milho, mas também, entre as amostras positivas uma pequena quantidade
esta acima do LMT (Maziero & Bersot, 2010; Queiroz et al., 2012; Oliveira et al.,
2017). Todavia, dois pontos importantes devem ser considerados, os efeitos de
infeccdes por multiplas micotoxinas e o efeito cumulativo das micotoxinas no
organismo.

Ao analisar o dano causado pelas micotoxinas individualmente pode-se
subestimar os danos causados a saude de seres humanos e animais, pois existem efeitos
sinérgicos ou aditivos, ainda que, em alguns casos também ocorram efeitos
antagdnicos entre micotoxinas (Bracarense et al., 2012). Alguns levantamentos
indicam a co-ocorréncia de micotoxinas, em cereais utilizados para alimentagao
humana e animal, principalmente das biossintetizadas por Fusarium spp. e Aspergillus
spp. (Ali et al., 1998; Schothorst & Egmond, 2004; Kawashima & Soares, 2006;
Binder et al., 2007; Queriroz et al., 2012; Oliveira et al., 2017). Oliveira et al. (2017)
ao estudar 148 amostras obtidas nos estados Rio Grande do Sul, Parana e Santa
Catarina observaram co-contaminacao de fumonisinas totais ¢ zearalenona em 73,6%
das amostras. Existem poucas pesquisas sobre infeccdes cronicas por micotoxinas e
esse numero ¢ ainda menor quando se trata de contaminagdes por micotoxinas
combinadas. Os dados disponiveis mostram que a longo prazo muitas toxinas estdo
associadas principalmente a ocorréncia de cancer (Fung et al., 2004; Cortinovis ef al.,

2014; Pereira et al., 2015).
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4. CONCLUSAO

As fumonisinas estdo disseminadas por todas as principais regides
produtoras de milho no Brasil, porém somente em 13% das 989 amostras estavam
acima do LMT;

A zearalenona esta concentrada na regido Sul e sudeste do estado de Sao
Paulo, porém a medida que a cultura do trigo se expande por outras regides do pais,
a contaminagao por zearalenona tende a aumentar;

Das 652 amostras avaliadas, 4% presentaram teores de zearalenona acima
do LMT;

Trés amostras fumonisina e zearalenona co-ocorreram acima do LMT.
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Tabela 1. Formulario de coleta de informagdes agrondmicas aplicado para a obtengao

de amostras

Formulario de coleta de informacgoes

AMOSTRAS DE GRAOS DE MILHO PARA ANALISE DE MICOTOXINA, 2017.

Amostra numero

Dados georeferenciados

Local (Municipio/Estado)

Cultivar plantado

Data de plantio

Data de colheita

Plantio direto: Sim ou ndo

Espacamento x densidade de plantas

Aplicacdo de fungicidas: sim ou ndo. qual?
Dose? Modo de aplicagdo?

Observagao
Umidade:

Amostra numero

Dados georeferenciados

Local (Municipio/Estado)

Cultivar plantado

Data de plantio

Data de colheita

Plantio direto: Sim ou nio

Espagamento x densidade de plantas

Aplicacdo de fungicidas: sim ou ndo. qual?
Dose? Modo de aplicagdo?

Observagéo
Umidade:

Amostra numero

Dados georeferenciados

Local (Municipio/Estado)

Cultivar plantado

Data de plantio

Data de colheita

Plantio direto: Sim ou nio

Espagamento x densidade de plantas

Aplicacdo de fungicidas: sim ou ndo. qual?
Dose? Modo de aplicagdo?

Observagao
Umidade:

Amostra naumero

Dados georeferenciados

Local (Municipio/Estado)

Cultivar plantado

Data de plantio

Data de colheita

Plantio direto: Sim ou ndo

Espacamento x densidade de plantas

Aplicagdo de fungicidas: sim ou ndo. qual?
Dose? Modo de aplicagdo?

Observagao
Umidade:

33




15°8
20°S
25°8S
60°W 3500/
LEGENDA 0 200 400 600 800 1000 km
[ ] Estado do Brasil Area relativa média do
c tacas d municipio plantada com Embrapa e Royal Canin do Brasil Ind.e Com.Ltda.
F:;Ziri‘sz:gzotota?s milho em 2015 e 2016 (%): -§ 0° Elaboragéo cartografica: E. C. Landau,
(FB1+FB2) (ug/kg): | ] > 50,00 D. P. Guimarées.
9/Kg): [ 25,00 - 50,00 Amostragens: R. V. da Costa, L. V. Cota,
[ ] . 500> 11%%%% * 5,00 - 25,00 D.D.da Silva, J.R.de A.Machado,
@ 7.500 - 10.000 + 4
5.000- 7.500 * 0.04+ 500
2.500 - 5.000

L. B. P. Mendonga, A. F. da Silva,
F. D. Tardin, W. F. Meirelles.

Fonte dos dados: IBGE (2018), dados originais
Datum: WGS84

a 0- 2500

Figura 1. Ocorréncia de fumonisinas totais no Brasil de janeiro de 2015 a julho de
2017.
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Figura 3. Ocorréncia de fumonisinas totais no Brasil por época de plantio. A) Safrinha
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ARTIGO 2

Ocorréncia de fungos, graos ardidos, fumonisinas e zearalenona associados ao
milho no brasil
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RESUMO

A incidéncia de graos ardidos afeta o rendimento e a qualidade dos graos de milho,
ndo s6 devido a alteragdes fisiologicas, mas também pela ocorréncia de micotoxinas.
Neste trabalho, foram determinados os percentuais de graos ardidos, a incidéncia de
fungos associados aos graos e os teores de fumonisinas e zearalenona em 591 amostras
de milho coletadas em 12 estados do Brasil, durante a safrinhas de 2015, a safra de
2015/16 e safrinha de 2016. Somente 11,84% das amostras ndo apresentaram
incidéncia de graos ardidos. Entre as amostras positivas para graos ardidos, 89,44%
estavam abaixo do limite tolerado pela industria, 6%. Ao classificar os graos em tipos,
de acordo com a legislacao em vigor, a incidéncia de graos ardidos na safra 2015/16
apresentou perfil diferente do encontrado nas duas safrinhas. Nas safrinhas de 2015 e
2016 encontrou-se comportamento muito similar quanto a incidéncia de graos ardidos,
o percentual de graos ardidos por extrato em cada época ndo variou mais do que 0,93%
e em média 95% das amostras apresentaram incidéncia inferior a 6% de graos ardidos.
Na safra 2015/16 nos extratos tipo 1, tipo2, tipo 3 e fora de tipo foram classificadas,
respectivamente, 81,91%, 5,48%, 4,52% e 2,25% das amostras. Pela analise de
sanidade dos graos identificou-se os géneros Fusarium, Penicillium e Aspergillus
como os trés principais. Quanto a incidéncia relativa, os géneros Fusarium e
Penicillium foram os mais importantes. Nas analises de cluster, realizadas
separadamente para fumonisinas e zearalenona, foram obtidos 4 clusters a 55% de
similaridade. Em ambos os casos observou-se que a ocorréncia de micotoxina esta
correlacionada a incidéncia do patdégeno em graos ardidos, porém ndo tem correlagdo
direta com o percentual de graos ardidos na amostra. Também ndo apresentou relagdo
com os dados de precipitacdao. A analise de c/uster mostrou ainda a correlagdo entre o
peso de 1000 graos e o local de plantio e entre precipitagdo e incidéncia de graos
ardidos. Conclui-se que o milho brasileiro apresenta boa qualidade em relagdo ao

percentual de graos ardidos e teores de fumonisina e zearalenona.

Palavras chave: graos ardidos; Fusarium spp.; micotoxinas; fumonisinas;

zearalenona.
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ABSTRACT

The incidence of burned grains affects the yield and quality of corn grains, not only
due to physiological changes, but also due to the incidence of mycotoxins. In this work,
the percentages of burned grains, the incidence of fungi associated with grains and the
levels of fumonisins and zearalenone were determined in 591 maize samples collected
in 12 Brazilian states, during the safrinhas of 2015, the harvest of 2015/16 and only
11.84% of the samples had no incidence of burned grains. Entre as amostras positivas
para graos ardidos, 89,44% estavam abaixo do limite tolerado pela industria, 6%. Ao
classificar os graos em tipos, de acordo com a legislacdo em vigor, a incidéncia de
graos ardidos na safra 2015/16 apresentou perfil diferente do encontrado nas duas
safrinhas. In the safrinhas of 2015 and 2016 was very similar behavior regarding the
incidence of burned grains, the percentage of grains burnt per extract in each season
did not vary more than 0.93% and on average 95% of the samples presented incidence
less than 6 % of burned grains. In the 2015/16 harvest, 81.91%, 5.48%, 4.52% and
2.25% of the samples were classified in the extracts type 1, type 2, type 3 and out of
type. Pela analise de sanidade dos graos identificou-se os géneros Fusarium,
Penicillium e Aspergillus como os trés principais. Quanto a incidéncia relativa, os
géneros Fusarium ¢ Penicillium foram os mais importantes. In the cluster analyzes,
performed separately for fumonisins and zearalenone, 4 clusters were obtained at 55%
of similarity. In both cases it was observed that the occurrence of mycotoxin is
correlated to the incidence of the pathogen in burned grains, but it does not have direct
correlation with the percentage of grains burned in the sample. Também ndo
apresentou relagdo com os dados de precipitagdo. A analise de cluster mostrou ainda
a correlacdo entre o peso de 1000 graos e o local de plantio e entre precipitagdo e
incidéncia de graos ardidos. Conclui-se que o milho brasileiro apresenta boa qualidade

em relagdo ao percentual de graos ardidos e teores de fumonisina e zearalenona.

Keywords: burned grains; Fusarium spp; mycotoxins; fumonisins; zearalenone.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de doencas ¢ um dos fatores que limitam ou até mesmo
inviabilizam a produg¢ao de milho (Pereira, 1997). Dentre as principais doengas, além
das foliares, citam-se as podriddes de colmo e espiga que, via de regra, sdo causadas
pelo mesmo grupo de patogenos (Reis et al., 2004). No Brasil, as principais espécies
de fungos causadores de podridio em espigas sdo Stenocarpella maydis ¢
Stenocarpella macrospora, que ocasionam a podridao branca da espiga, e espécies do
género Fusarium, F. verticilliodes, F. subglutinans, F. graminearum, F.
sporotrichioides e F. proliferatum, agentes causais da podridao rosada. Com menor
frequéncia, as podridoes também podem ser causadas por Penicillium spp. e
Aspergillus spp. (Casela et al., 2006).

A infecgdo das espigas pode acontecer em pré ou pos-colheita. No campo, a
infeccdo pode ocorrer através do estigma, quando o esporo do patdgeno germina e
desenvolve seu tubo germinativo até atingir o ovario; através de penetragdo direta na
base ou na ponta da espiga; e sistemicamente no periodo de formacao da espiga e dos
graos através da planta mae (Reis et al.,, 2004). Em pos-colheita, as infecc¢des
acontecem quando as condigdes ambientais (temperatura, umidade, concentragdo de
CO2 e Oy) sdo favoraveis e associadas principalmente a danos mecanicos ou injurias
ocasionadas por insetos (Magan et al., 2003). Os graos afetados apresentam
descoloragdo e, como resultado do processo de fermentacao realizado pelo fungo, sua
coloragdo pode variar de marrom claro a roxo, ou de vermelho claro a intenso (Athié
et al., 1998; Reis et al., 2004; Pinto, 2005). Os graos que apresentam descoloragdo em
ao menos um quarto de sua superficie, sdo definidos como graos ardidos (Pinto, 2005;
BRASIL, 2011a).

Atualmente, o Brasil dispde de legislacdo especifica para o percentual de graos
ardidos presentes no lote (BRASIL, 2011a) e para os teores admissiveis para as
principais micotoxinas (BRASIL, 2011b; BRASIL, 2017). Quanto a tolerincia para
graos ardidos, o milho pode ser classificado como Tipo 1, Tipo 2 e Tipo 3, que
respectivamente, admitem 6%, 10% e 15% de graos ardidos (BRASIL, 2011a). Acima
de 20%, o lote ¢ considerado desclassificado ou Fora de Tipo. Todavia, como padrdo
de qualidade, muitas indistrias ndo admitem lotes que ndo pertencam a classificag¢ao
Tipo 1, ou seja, lotes com percentual de graos ardidos superiores a 6% sdo rejeitados

(EMBRAPA, 2007).
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Um fator muito importante relacionado com os fungos nos grios ¢ a
contaminagdo por micotoxinas, metabolitos secundarios toxicos a satide humana e
animal (Santos et al., 2002), sendo que as espécies de patdgenos associadas as
podriddes de espiga podem ser classificadas em micotoxigénicas (Pinto, 2005). A
incidéncia de fungos toxigénicos afeta todos os segmentos da cadeia produtiva, desde
areducdo na produtividade no campo até a comercializagdo, pois o teor de micotoxinas
¢ uma importante barreira fitossanitaria para exportacdo de graos (Figueira et al.,
2003).

Entre os principais fungos produtores de micotoxinas, os géneros Fusarium,
Aspergillus, Penicillium e Alternaria destacam-se (Pitt & Miller, 2016; Freyman et al.,
2017). No Brasil, os géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium prevalecem em graos
de milho. Em todos os levantamentos, o género Fusarium apresenta maior incidéncia
no milho brasileiro, caracterizando-se como o principal patdgeno em graos dessa
cultura (Pozzi et al., 1995; Orsi et al., 2000; Bento et al., 2012; Catao et al., 2013;
Valmorbida et al., 2018).

Dentre as espécies de Fusarium ha uma diferenca quanto ao tipo de micotoxina
produzida. F. graminearum e F. culmorum produzem zearalenona e os principais
tricotecenos, enquanto que F. verticilliodes e F. proliferatum produzem fumonisinas
em elevada quantidade (Parry et al., 1995; Miller, 2008). F. verticilliodes, F.
proliferatum e F. subglutinans sdo frequentemente associadas a podriddoes em graos
de milho e o dano mais expressivo €, em inumeras vezes, a redugdo na qualidade de
graos e sementes devido a producao de micotoxinas (Munkvold & Desjardins, 1997,
Figueira et al., 2003).

A zearalenona mimetiza o estrogénio, um hormoénio reprodutivo feminino
(Bennet & Klinch, 2003), em animais os sintomas mais comuns de intoxicagdo sao
inflamacdo dos 6rgdos sexuais em fémeas e atrofia em machos, infertilidade e perda
de peso (Soldati, 2010). Em seres humanos, além de alteragdes hormonais também sdo
observados efeitos hepatotoxicos, modificagdo em parametros hematoldgicos e
imunoldgicos, morte celular, inibi¢do da sintese de DNA e proteinas e peroxidacdo de
lipidios (Gao et al., 2013). Por sua vez, as fumonisinas estdo relacionadas a diversos
tipos de danos a saide animal, edemas pulmonares, problemas cardiovasculares e
alteracdes fisioldgicas em suinos; perda de peso e score corporal em aves;
leucoencefalomacia (LEM) em equinos; cancer em figado e rins em ratos (Howard et

al., 2001; Figueira et al., 2003; Stockmann-Juvala & Savolaine, 2008). Em seres
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humanos estudos epidemioldgicos em diversos paises do mundo, inclusive no Brasil,
demonstraram existir uma correlagdo positiva entre fumonisinas e cancer de esofago.
Ha ainda relatos de efeitos teratogénicos em algumas regides africanas e na fronteira
entre Estados Unidos e México (Figueira et al., 2003; Stockmann-Juvala & Savolaine,
2008).

Até o momento, todos os trabalhos realizados apontaram Fusarium
verticillioides como a espécie causadora de podridao de espigas predominante no
Brasil, todavia estas pesquisas contemplaram uma quantidade limitada de amostras e
regioes amostradas (Pozzi et al., 1995; Orsi et al., 2000; Bento et al., 2012; Catdo et
al., 2013; Stumpf et al., 2013; Lanza et al. 2014; Valmorbida et al., 2018). Este
trabalho teve por objetivo determinar os percentuais de graos ardidos, fungos
associados a graos e os teores de fumonisina e zearalenona em amostras de milho

coletadas nas principais regioes produtoras do Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nos Laboratorios de Fitopatologia e Sanidade de
graos da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, em uma parceria publico-privada
entre a EMBRAPA e Mars Brasil. Foram analisadas 591 amostras de graos de milho
obtidas em 12 estados nas safrinhas de 2015 (190 amostras), safrinha de 2016 (202
amostras) e na safra 2015/16 (199 amostras).

A escolha dos locais de amostragem foi realizada de acordo com a distribuicao
da producao de milho no Brasil na primeira e segunda safra. Nas safrinhas, as amostras
foram coletadas em Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Goias, Mato Grosso ¢ Mato
Grosso do Sul; e na safra, na regido oeste da Bahia, Maranhao, Piaui, Minas Gerais,
Rio Grande do Sul, Parana, Goias, Santa Catarina, Sdo Paulo e Distrito Federal.

As amostras foram obtidas sob condi¢des de campo de duas maneiras: 1)
amostras de graos; ii) amostras de espigas. No momento da colheita foram retiradas
no minimo cinco subamostras em diferentes pontos dos caminhdes. As amostras
simples foram homogeneizadas e uma amostra composta de 1 kg de graos foi
subtraida. As coletas de graos foram realizadas somente quando havia a certeza de que
apenas um hibrido seria colhido no talhdo. A amostragem de espigas se deu em
ocasides em que a visita a propriedade ndo coincidiu com o momento da colheita ou

ndo se podia afirmar que o milho no caminhdo pertencia a um Unico hibrido. As
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espigas, ap6s a maturagdo fisiologica, foram coletadas de forma aleatoria. O
procedimento padrao adotado nessas circunstancias estabeleceu uma distancia minima
de seguranca de 50 m entre a bordadura dos talhdes e os pontos de amostragem de
espigas. Evitando-se a coleta em areas sujeitas a interferéncia externas e buscando-se
maior representatividade da area em questdo. Em cada ponto, foram coletadas, no
minimo 30 espigas por amostra. Apés as coletas, as espigas foram debulhadas, os graos
homogeneizados e uma amostra final de 1 kg fo1 retirada.

As amostras obtidas foram encaminhadas a Embrapa Milho e Sorgo e, quando
necessario, submetidas a secagem até atingir 13% de umidade. Em seguida, os graos
foram novamente homogeneizados e separados em subamostras de 0,5 kg. Uma
subamostra foi encaminhada aos Laboratorios de Fitopatologia e Sanidade de Graos
enquanto a outra amostra foi encaminhada a um laboratério especializado para
determinacdo dos teores de fumonisinas e zearalenona. As amostras foram
acondicionadas em freezer a -20 °C até o momento da avaliagao.

Com um GPS, foram registradas as coordenadas geograficas de localizagao
(latitude e longitude) de cada ponto de coleta para posterior correlagao dos teores de
fumonisinas e zearalenona e da incidéncia de fungos com os dados climéaticos em nivel
local. Além disso, no momento da coleta de amostras levantadas informacdes

referentes a data de plantio.

2.1 Determinacao do percentual de graos ardidos

A primeira varidvel determinada foi o peso de 1000 graos, utilizando-se para
isso a metodologia preconizada pelas Regras Para Anélise de Sementes (MAPA,
2009). Mensurou-se a umidade e a massa total de cada amostra e, na sequéncia, foram
separadas oito repeticdes de 100 graos (selecionados ao acaso, ndo havendo distingdo
entre graos sadios e ardidos), cuja massa foi expressa em gramas. Calculou-se a média
das oito repeti¢des e o valor obtido foi multiplicado por 10 para obter o peso de 1000
graos.

A incidéncia de graos ardidos foi feita pela separacdo visual de todos os graos
que apresentaram descoloracdo em no minimo 25% de sua superficie (matiz variando
de marrom claro a roxo ou, de vermelho-claro a vermelho-intenso), de acordo com os

critérios estabelecidos pela legislagdo (BRASIL, 2011a). Apdés a determinacdo da
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massa em gramas de grios ardidos presente em cada amostra, determinou-se o

percentual em funcdo da massa total da amostra inicial.

2.2 Analise de patologia de graos

Para analise de patologia, foi determinada a incidéncia de fungos em dois
extratos diferentes: graos ardidos e assintomaticos. Em amostras onde o ntimero de
graos ardidos foi inferior a cem graos, todos os graos foram analisados e, nas amostras
com valores acima, 100 graos ardidos foram analisados. Para cada extrato foram
avaliados 100 graos aparentemente sadios que foram distribuidos em (quatro
repeticoes com 25 graos cada.

A metodologia utilizada foi a incubagao em papel de filtro com congelamento
(Blotter Test) (MAPA, 2009). Os graos foram desinfestados com hipoclorito de sodio
a 2% por 5 min e distribuidos em caixa gerbox contendo duas folhas de papel mata
borrao estéril e embebido em agar-agar a 0,5%. As caixas foram mantidas sob luz
continua e temperatura ambiente por 24h (para estimular o inicio do processo
germinativo). Apos esse periodo, as caixas foram incubadas a -20 °C por 24h (para
inibir a germinagao e evitar a contaminacao cruzada entre os graos). Por fim, o material
foi transferido para camaras de crescimento sob temperatura constante de 25 °C e
fotoperiodo de 12h por 10 dias. Apods esse periodo, os graos foram avaliados
individualmente com microscopio estereoscopico para identificacdo de Fusarium spp.
(Complexo Giberella fujikuroi) e Fusarium graminearum, além da quantificagao dos

demais géneros fingicos presentes na amostra.

2.3 Analise de micotoxinas

As andlises de fumonisinas (totais) da safrinha 2015 foram realizadas no
Laboratorio de Analises Micotoxicologicas (LAMIC), da Universidade Federal de
Santa Maria (RS). As demais andlises foram realizadas no laboratério Solugdes
Analiticas Microbioldgicas e Tecnologicas (SAMITEC) em Santa Maria, RS.

As andlises foram realizadas por cromatografia liquida com detec¢do por
espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS) como descrito por Oliveira et al.
(2017). Os limites de quantificagcdo (LQ) e os coeficientes de recuperagdo (%) para

FB1 foram de 125 pg kg ™' € 101% e para FB2 de 125 ug kg ™' € 96%. As estimativas
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de incerteza foram FBI1 (+ 33,2 pg kg'; K=2,18) e FB2 (+ 35,2 pg kg !; K=2,52).
Como a legislagdo brasileira (BRASIL, 2011) n3o considera as fumonisinas
separadamente, os valores de FB1 e FB2 foram somados para obten¢do do valor de
fumonisinas totais (FBT). Assim, para as analises subsequentes deste trabalho foram
utilizados os valores de FBT.

As analises de zearalenona foram realizadas nas amostras coletadas na safrinha
2015, safra 2015/16 e safrinha 2016. Neste caso também foi utilizada a metodologia
LC-MS/MS descrita por Oliveira et al. (2017). O limite de detecgdo de 20 pg kg™,
coeficiente de recuperagio de 85% e, estimativa de incerteza de 20 pg kg™ (0,53 pg kg

_])'

2.4 Obtencao de dados climaticos

Utilizou-se a base de dados CHIRPS - Climate Hazards Group InfraRed
Precipitation with Station (http://chg.geog.ucsb.edu/data/chirps/) para fazer o
levantamento do indice pluviométrico de cada ponto amostrado. Os dados foram

agrupados em periodos de 10 dias (decéndios).

2.5 Analise dos dados

O calculo de rendimento de graos, percentual de graos ardidos em fungao do
peso total da amostra, incidéncia relativa de cada fungo e a confec¢dao dos graficos
foram realizados no software Microsoft Excel.

As amostras foram classificadas de acordo com o percentual de graos ardidos
conforme estabelecido pela Instru¢do Normativa n° 60, de 22 de dezembro de 2011
(Brasil, 2011a) em tipo 1 (incidéncia <6%), tipo 2 (incidéncia de graos ardidos <10%)),
tipo 3 (incidéncia de graos ardidos <15%), e fora de tipo (incidéncia de graos ardidos
<20%). As amostras que ndo estavam dentro dos critérios da legislacdo compuseram
uma quarta categoria (incidéncia acima de 20%).

Realizou-se uma andlise multivariada (método de clusters) com o intuito de
avaliar a relacdo entre os teores de micotoxinas, o percentual de grios ardidos,
precipitagdo, incidéncia relativa de Fusarium spp. e época de plantio. Através de
procedimentos hierdrquicos, o método forma agrupamentos entre varidveis

correlacionadas. As analises de cluster foram feitas com Minitab® Statistical
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Software, utilizando-se o método de ligagdo completo e similaridade de 55%. Para
facilitar a interpretagdo dos dados, fumonisinas totais e zearalenona foram analisadas
individualmente. Ao todo foram utilizadas 11 varidveis: época de plantio (safrinhas
2015 e 2016 e safra 2015/2016), porcentagem de Fusarium spp. ou Fusarium
graminearum em graos sadios; umidade nos grdos, em porcentagem; estado;
rendimento (peso de 1000 graos, em gramas); teor de fumonisinas totais ou teor de
zearalenona expressos em pg/Kg™'; porcentagem de Fusarium spp. ou Fusarium
graminearum em graos ardidos; precipitacdo (em mm) na floragdo; precipitagdo total

(mm); precipitagdo no més anterior a colheita, em; e percentual de graos ardidos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Percentual de graos ardidos

Entre as 591 amostras analisadas, somente 11,8% nao apresentaram incidéncia
de graos ardidos. Das amostras positivas para presenca de graos ardidos, 89,4%;
5,66%; e 3,52% foram classificados respectivamente como tipo 1, tipo 2 e tipo 3. Oito
amostras (1,35 %) apresentaram nivel de incidéncia igual ou superior a 20% de graos
ardidos.

Ao analisar as épocas de cultivo quanto a ocorréncia de graos ardidos, verifica-
se um comportamento similar entre as duas safrinhas. A porcentagem de graos por
extrato em cada época ndo varia mais do que 0,93%, sendo que em média 95% das
amostras apresentaram incidéncia inferior a 6% de graos ardidos. Nas amostras da
safra, maiores valores foram observados para graos classificados como tipo 2, tipo 3 e

fora de tipo na ordem de 5,48%, 4,52% e 2,25% respectivamente (Figura 1).

3.2 Fungos associados a graos de milho

A incidéncia de fungos associados ao milho foi avaliada separadamente em
graos ardidos e sadios. Para cada tipo foram encontrados perfis diferentes quanto a
distribuicdo e as espécies. Foram encontrados 15 géneros de fungos em graos sadios:
Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Stenocarpella, Chaetomium, Curvularia,

Bipolaris, Rhizoctonia, Cladosporium, Phoma, Trichoderma, Nigrospora, Rhizopus,
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Alternaria e Pestalotia. Em graos ardidos, a excecdo do género Pestalotia, todos os
géneros também ocorreram.

Ao analisar individualmente a safra 2015/16 e as safrinhas de 2015 e de 2016,
quanto a presenca ou auséncia nas amostras, observa-se que ha diferencgas ndo so6 na
incidencia de fungos nos graos ardidos e sadios, mas também em cada periodo. Dentre
os 15 géneros de fungos encontrados foram selecionados aqueles que ocorreram em
mais de 5% das amostras analisadas (Figura 1).

Em todos os cendrios analisados houve trés géneros que se destacaram quanto
a frequéncia em fun¢do do numero total de amostras, Fusarium, Penicillium e
Aspergillus, respectivamente. Os géneros Fusarium e Penicillium apareceram em um
grupo maior de amostras, independente da variavel (tipos de grao e épocas de
amostragem). Para Fusarium, a ocorréncia variou de 70,53% a 90,59% em graos
ardidos e de 98,2% a 100% em graos sadios. A frequéncia de amostras contaminadas
com Penicillium variou entre 30,53% a 62,31% na por¢do de graos ardidos e de
80,53% a 83,42% de graos sadios. A ocorréncia de Fusarium spp. e Penicillium spp.
em graos sadios foi maior do que a observada em graos ardidos para todas as épocas.
Aspergillus foi o terceiro género a apresentar maior frequéncia em relacdo ao numero
de amostras (variando de 24,21% a 71,86%), exceto na safrinha de 2015, onde a
terceira posicao foi ocupada pelo género Stenocarpella (Figura 1).

Na literatura ha referéncias de fungos com menor expressao ocorrendo em
graos de milho: Nigrospora, Cladosporium, Rhizoctonia, Rhizopus ¢ Curvularia
(White, 1999; Medi¢-Pap et al., 2011; Bento et al., 2012). Os resultados deste trabalho
estdo em sintonia com trabalhos realizados anteriormente em que os géneros
Fusarium, Penicillium e Aspergillus sdo os principais fungos associados a graos de
milho no Brasil, sendo que os trabalhos sao unanimes em identificar Fusarium spp.
como o mais importante em termos de ocorréncia em milho (Pozzi et al., 1995; Dilkin
et al., 2000; Orsi et al., 2000; Almeida ef al., 2003; Marques et al., 2009; Bento ef al.,
2012; Catdo et al., 2013; Valmorbida et al., 2018). Por sua vez, Aspergillus e
Penicillium ora ocupam a segunda, ora a terceira colocacdo. Estes resultados estdao de
acordo com os obtidos por Orsi et al. (2000) e Pozzi et al. (1995), onde Penicillium
spp. apresentou maior incidéncia que Aspergillus spp.

Embora aparega em um grupo menor de amostras nas safrinhas de 2015 e na
safra de 2015/16 (além de ter apresentado incidéncia inferior a 5% na safrinha de

2016), a presenca de Stenocarpella spp. também deve ser destacada. Stenocarpella ¢
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caracterizado como importante patdgeno na cultura do milho, ja que duas de suas
espécies, S. maydis e S. macrospora, sao causadoras de podridao branca da espiga.
Ao analisar a incidéncia relativa média (IRm), ou seja, a incidéncia de cada
fungo em funcdo do total de graos ardidos ou sadios avaliados em média para cada
safra, Fusarium e Penicillium destacam-se novamente. Por sua vez, Aspergillus

apresenta valores de IRm menores (Tabela 3).

A frequéncia e a IRm de Fusarium sdo altas para graos ardidos e sadios,
resultados semelhantes aos obtidos por Bento ef al. (2012). Isso se deve a natureza do
patogeno que pode desenvolver diferentes tipos de associagdo com a planta. As
infeccdes podem ser sintomaticas, quando o fungo cresce no espago inter e
intracelular; e assintomaticas, quando o crescimento s6 ocorre no espago intercelular
(Bacon et al., 2008; Munkvold et al., 1997). Em anos de infec¢des severas, em um
mesmo campo pode haver espigas com diferentes tipos de sintoma, mesmo em

hibridos geneticamente homogéneos (Presello ef al., 2007).
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3.2.1 Determinacao das espécies de Fusarium spp.

Diversas espécies de Fusarium podem estar associadas a incidéncia de graos
ardidos em milho, porém com maior frequéncia sdo encontradas as espécies F.
subglutinans, F. verticillioides e F. graminearum. De acordo com o trabalho de Lanza
et al. (2014) no Brasil, a espécie de maior incidéncia ¢ F. verticillioides. Porém, devido
a dificuldade em separar as espécies Fusarium de mesmo complexo utilizando
somente caracteres morfologicos, sao necessarias ferramentas adicionais como
analises moleculares (Leslie & Summerell, 2008).

As espécies, F. verticillioides F. proliferatum e F. subglutinans pertencem ao
complexo de espécies Giberella fujikuroi. Nos trabalhos realizados por Querales
(2010) e Lanza et al. (2014) no Brasil, observou-se que isolados inicialmente
classificados como F. proliferatum através de caracteres morfologicos, apds analises
génicas mostraram-se pertencentes a espécie F. verticillioides.

Quando os isolados pertencem a complexos diferentes, € possivel caracteriza-
los com base em caracteres morfologicos como coloragao, tipo de esporo, presenca ou
auséncia de clamidoésporo, dentre outros (Leslie & Summerell, 2008). Dessa forma,
fungos do género Fusarium encontrados nas amostras foram determinados, com base
em caracteres morfologicos (Leslie & Summerell, 2008), em Fusarium spp.
(pertencentes ao complexo G. fujikoroi) e em Fusarium graminearum. 9,77% das
amostras de graos ardidos e 10,66% das amostras de graos sadios foram consideradas
positivas para incidéncia de Fusarium graminearum. Em todos os casos, as infecgoes

foram mistas com Fusarium spp.

3.3 Analise de clusters

Em 591 amostras analisadas, 86,6% foram positivas para fumonisinas e¢ 14,6%
ndo se detectou a presenca. No entanto, deve-se ressaltar que a ndo-detec¢do ndo
garante a auséncia de micotoxina, pois a metodologia utilizada tem um limite minimo
de quantificagdo (LQ), que para fumonisinas em LC-MS/MS ¢é de 125 pg.kg'. Das
amostras contaminadas, 87,32% apresentaram indice de contaminagdo inferior ao
LMT de 5.000 pgkg' determinado pela ANVISA (BRASIL, 2017), 15,2% valores

superiores ao LMT.
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A anadlise de cluster contemplando 11 varidveis resultou no dendrograma da
figura 4. Os dados foram agrupados em quatro clusters, através do método completo e
considerando similaridade de 55%. Ao analisar os clusters isoladamente é possivel
entender melhor a correlacdo entre as variaveis. O primeiro cluster agrupou a época de
cultivo, o percentual de Fusarium spp. no grao sadio com 65,82% de similaridade; ja
a umidade no grao relaciona-se a esses dois com 55,1%. Sendo assim, 65,82% da
variacdo relacionada a incidéncia de Fusarium nos graos esta relacionada a época em
que o milho foi cultivado. Essa associacdo estd de acordo com os resultados
observados anteriormente neste trabalho quanto a incidéncia relativa média e também
com os resultados de Bento ef al. (2012). A umidade no grao, por sua vez, influencia
diretamente a incidéncia Fusarium spp. nos graos, sendo que valores proximos a 20%
sdo as mais adequadas (Leslie & Logrieco; 2014). Em média, os valores de umidade
nos graos foram de 13,82%, mas em 21% das amostras os teores variaram em 15 e
18%.

No segundo cluster visualiza-se similaridade de 58,31% entre os estados e o
rendimento de grao. O milho ¢ cultivado em todas as regides brasileiras sob diversas
condigdes climaticas e sistemas agrondmicos, por isso em alguns locais sao observadas
produtividades muito superiores (Galvao ef al., 2015). Atualmente, 70% do milho do
Brasil € produzido na safrinha, basicamente na regiao Centro-Oeste, embora o plantio
na safrinha represente alto risco em func¢do das variagoes climaticas (Cruz et al., 2011;
Galvao et al., 2015). Os estados Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e o Distrito
Federal produzem 68% do milho safrinha e detém as maiores produtividades do pais
(CONAB, 2018) resultado do uso massivo de alta tecnologia (Galvao et al., 2015). Ja
na primeira safra, a producdo estd concentrada nas regides Sul e Sudeste devido as
condi¢des climaticas mais favoraveis ao desenvolvimento da cultura (Galvao et al.,
2015).

No terceiro cluster, a incidéncia de Fusarium spp. em graos ardidos apresentou
similaridade de 56% com os teores de fumonisinas totais. Os teores de fumonisinas
totais apresentaram baixa similaridade (< 55%) com o percentual de graos ardidos e
com as precipitagdes na floragdo, no més anterior a colheita ou total. Isso diverge com
resultados de trabalhos realizados anteriormente, que mostraram maiores correlagdes
entre periodos de seca antes da floracdo e de alta pluviosidade no més que antecede a
colheita (Ono et al., 1999). A correlacdo de 60,3% entre as chuvas e a incidéncia de

graos ardidos (cluster 4) corrobora com a literatura, haja vista que as podridoes de
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espiga causadas por Fusarium spp., sdo encontradas em todas as regides produtoras de
milho no Brasil e ambas precisam de alta umidade para ocorrer (Cota et al., 2015).

Em 591 amostras de graos de milho, detectou-se zearalenona em 19,8%, das
quais 22,2% encontravam-se acima de 400 pg kg!, LMT determinado pela ANVISA
(BRASIL, 2017). Um 80,2% das amostras estavam abaixo do LQ, que para
zearalenona em LC-MS/MS ¢ de 20 pg kg™!.

A andlise de cluster para zearalenona contemplou as seguintes variaveis: época
de plantio (safrinhas 2015 e 2016 e safra 2015/2016), porcentagem de Fusarium
graminearum em graos sadios; umidade nos graos, em porcentagem; estado;
rendimento (peso de 1000 graos, em gramas); teor de fumonisinas totais (somatorio de
FBI1 e FB2), expresso em pug kg'!; porcentagem de Fusarium graminearum em grios
sadios; precipitacdo na floragdo, em mm; precipitacdo total, em mm; precipitacdo no
més anterior a colheita, em; e percentual de graos ardidos. A 55% de similaridade,
também foram obtidos 4 clusters. Embora com algumas diferengas, observa-se que a
ocorréncia de zearalenona estd correlacionada a incidéncia de F. graminearum em
graos ardidos a 55,91%, porém ndo tem similaridade maior ou igual a 55% em relacao
ao percentual de graos ardidos na amostra, assim como se observado para Fusarium

spp. € fumonisinas totais.

A Dbiossintese de micotoxinas ocorre tanto em campo quanto no
armazenamento e pode estar relacionada a diferentes fatores (Lesllie & Summerell,
2008; Leslie & Longrieco, 2014). Dentre os fatores ambientais que podem favorecer a
biossintese esta o estresse hidrico, principalmente na fase apos colonizagao do tecido
hospedeiro (Ono et al., 1999; Marin et al., 2004; Jurado et al., 2008; Fanelli et al.,
2013), habilidade toxigénica de diferentes isolados do patogeno (Lanza ef al., 2014;
Nelson et al., 1991; Picot et al., 2010; Rocha et al., 2011) e temperatura (Marin et al.,
2004; Jurado et al., 2008; Fanelli et al., 2013).

Neste trabalho foi analisada um grande niumero de amostras se comparado aos
trabalhos de levantamento realizados anteriormente (Pozzi et al., 1995; Orsi et al.,
2000; Bento et al., 2012; Catdo et al., 2013; Stumpf et al., 2013; Lanza et al. 2014;
Valmorbida et al., 2018) sendo todas as principais regides produtoras contempladas.
Contudo, através do método utilizado ndo foi possivel estabelecer uma relagao clara
entre os teores de fumonisinas e zearalenona e a precipitagdo. A grande variabilidade

nos teores de micotoxinas mesmo em amostras de lotes muito similares (Coker et al.,
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1995; Rensburg et al., 2011; Escriva et al., 2017) torna muito dificil a obteng¢do de um
modelo matematico que explique a variagdo de maneira eficiente (Del Ponte, 2004;

Torelli et al., 2012;).

4 CONCLUSOES

Embora o nimero de amostras com graos ardidos e micotoxinas seja elevado,
o milho brasileiro pode ser considerado de boa qualidade, ja que a maior parte das
amostras esta abaixo dos limites estabelecidos pela legislagdo quanto a contaminagao
por graos ardidos, fumonisinas totais e zearalenona.

Os géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium foram os mais frequentes em

graos de milho nas regides brasileiras amostradas.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1 — Incidéncia relativa média (IRm) por época de cultivo dos trés géneros
de maior ocorréncia em fun¢do do ntimero total de amostras em graos ardidos

(GAR) e assintomaticos (GAS)

Fusarium spp. Penicillium spp.  Aspergillus spp.

Epoca
GAR GAS GAR GAS GAR GAS

Safrinha 2015 65,58% 78,82% 11,03% 10,37% 0,33% 0,91%
Safra 2015/16  64,34% 60,72% 14,74% 15,80% 10,67% 7,60%
Safrinha 2016  84,85% 84,82% 9,01% 10,38% 1,86%  5,61%
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Figura 1. Classificacdo das amostras de milho quanto ao percentual de graos ardidos

nas safrinhas de 2015 e 2016 e na safra de 2015/2016 nas principais regioes produtoras

do Brasil. Classificacdo em func¢do do percentual de graos ardidos: Tipo 1: < 6%; Tipo

2: <10%; Tipo 3: <15%; Fora de tipo: <20%.
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Figura 2. Incidéncia de fungos associados a graos ardidos e sadios em amostras de

milho obtidas nas principais regides produtoras do Brasil na safrinha de 2015 ¢ de

2016 e na safra de 2015/16.
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Figura 3. Dendrograma: Analise de cluster pelo método completo a 55% de
similaridade. Variaveis: Epoca de plantio (Epc), safrinha 2015 e 2016 e safra
2015/2016; Porcentagem de Fusarium spp. em graos sadios (FvGS); umidade nos
graos (UG), em porcentagem; estado (UF); rendimento, dado por peso de 1000 graos
em gramas (PMQG); teor de fumonisinas totais, somatério de FB1 e¢ FB2 (FBT)
expresso em pg/Kg-1; Porcentagem de Fusarium spp. em graos sadios (FvGA);
precipitacdo na floragcao (PFlor), mm; Precipitagdo total (PT), mm; Precipitacdo no

més anterior a colheita (PMAC), mm; percentual de graos ardidos (GA).
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Figura 4. Dendrograma zearalenona: Analise de c/uster pelo método completo a 55%
de similaridade. Varidveis: Epoca de plantio (Epc), safrinha 2015 e 2016 ¢ safra
2015/2016; Porcentagem de F. graminearum em graos sadios (FgGS); umidade nos
graos (UG), em porcentagem; estado (UF); rendimento, dado por peso de 1000 graos
em gramas (PMQG); teor de fumonisinas totais, somatério de FB1 ¢ FB2 (FBT)
expresso em ug/Kg-1; Porcentagem de F. graminearum em graos sadios (FgGA);
precipitacdo na floragcao (PFlor), mm; Precipitagdo total (PT), mm; Precipitacdo no

més anterior a colheita (PMAC), mm; percentual de graos ardidos (GA)
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ARTIGO 3

Uso de redes neurais artificiais na predicao da contaminacio por fumonisinas e
zearalenona em milho
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RESUMO

As fumoninas e zearalenona sdo micotoxinas de ampla ocorréncia produzidas por
Fusarium spp. e que podem ocasionar sérios danos a satide humana e animal. Existem
poucos estudos visando explicar a interagdo em campo entre micotoxinas,
caracteristicas agronomicas ¢ clima. O objetivo deste trabalho foi identificar a
possibilidade de se utilizar Redes Neurais Artificiais para predizer a acumulagdo de
fumonisinas e zearalenona em milho nas principais regidoes produtoras de milho do
Brasil. A arquitetura utilizada para a rede foi a FeedFoward Perceptron com
multicamadas, com uma camada oculta de neurdnios. Devido a natureza nao linear dos
dados de fumonisina e zearalenona, utilizou-se a funcdo de ativagdo sigmoide. Para
1sso os dados de fumonisinas e zearalenona foram convertidos para uma matriz binaria
0 e 1, sendo os valores abaixo do limite maximo tolerado (LMT) pela legislacao
brasileira transformados em 0 e os valores acima do LMT transformados em 1. Para
fumonisina o LMT é 5,000 ug kg™! e para zearalenona 400 pg kg™'. Ndo foram obtidos
modelos satisfatorios para ambas as micotoxinas com arquitetura de redes neurais
artificiais testada neste trabalho. A ocorréncia de zearalenona em altas concentracdes
ainda ¢ muito limitada a regido sul do Brasil, por isso o ideal ¢ que primeiramente seja

desenvolvido um modelo para essa regiao.

Palavras chave: redes neurais artificias; arquitetura Perceptron multicamada;

funcdo de ativagdo sigmoide; fumonisina; zearalenona.
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ABSTRACT

As fumoninas e zearalenona sdo micotoxinas de ampla ocorréncia produzidas por
Fusarium spp. e que podem ocasionar sérios danos a satide humana e animal. Existem
poucos estudos visando explicar a interagdo em campo entre micotoxinas,
caracteristicas agronomicas ¢ clima. O objetivo deste trabalho foi identificar a
possibilidade de se utilizar Redes Neurais Artificiais para predizer a acumulagdo de
fumonisinas e zearalenona em milho nas principais regidoes produtoras de milho do
Brasil. A arquitetura utilizada para a rede foi a FeedFoward Perceptron com
multicamadas, com uma camada oculta de neurdnios. Devido a natureza nao linear dos
dados de fumonisina e zearalenona, utilizou-se a func¢do de ativagdo sigmoide. Para
1sso os dados de fumonisinas e zearalenona foram convertidos para uma matriz binaria
0 e 1, sendo os valores abaixo do limite maximo tolerado (LMT) pela legislacao
brasileira transformados em 0 e os valores acima do LMT transformados em 1. Para
fumonisina o LMT é 5000 pg kg'!' e para zearalenona 400 ug kg'!. Nao foram obtidos
modelos satisfatorios para ambas as micotoxinas com arquitetura de redes neurais
artificiais testada neste trabalho. A ocorréncia de zearalenona em altas concentracdes
ainda ¢ muito limitada a regido sul do Brasil, por isso o ideal ¢ que primeiramente seja

desenvolvido um modelo para essa regiao.

Keywords: artificial neural network; multilayer perceptron; sigmoid activation

function; fumonisin; zearalenone.
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas s2o metabolitos secundarios produzidos por algumas espécies
de fungos, comumente encontrados em alimentos e racdo. As micotoxinas causam
danos agudos e cronicos a saude animal e humana em baixissimas concentragdes
(Benett; Klich, 2003). Sdo moléculas de baixo peso molecular produzidas durante
metabolismo secundario de fungos filamentosos, muito estaveis quimica e
termicamente, por isso resistem as técnicas de processamento industrial e a degradacao
no trato intestinal dos animais (Soldati, 2010). A sintese pode ocorrer em pré- ou pds-
colheita (Berthiller ef al., 2007; Hermanns et al., 2006).

Devido a seu elevado valor biologico, o milho ¢ muito suscetivel a incidéncia
de fungos micotoxicogénicos (Soldati, 2010). E comum que uma ou mais espécies
estejam ocorrendo no mesmo grao, resultando em contaminagdes mistas por
micotoxinas (Ali et al., 1998; Schothorst & Egmond, 2004; Kawashima & Soares,
2006; Binder et al., 2007; Queiroz et al., 2012; Oliveira et al.; 2017). No Brasil, cerca
de 45% do milho produzido estd contaminado com micotoxinas € estima-se que 0s
gastos para manejo e, principalmente, com analises para assegurar a qualidade dos
graos sejam de aproximadamente US$ 450 milhdes ao ano (Santurio, 2009).

As micotoxinas produzidas por Fusarium spp. sao de grande importancia no
mundo todo. As diferentes espécies do género apresentam capacidade distinta de
produzir tipos especificos de micotoxinas (Leslie & Longrieco, 2014). As espécies F.
verticilliodes e F. proliferatum sao as maiores produtoras de fumonisina, enquanto F.
graminearum ¢ F. culmorum se destacam na producao de zearalenona e dos principais
tricotecenos (Parry et al., 1995; Miller, 2008; Rocha et al., 2014; Leslie & Longrieco,
2014).

Sob condi¢des de campo, a produ¢do de micotoxinas ¢ influenciada pelos
mesmos fatores que regem o desenvolvimento dos fungos: temperatura, umidade e
injuria ocasionada por insetos (Bosco & Mollea, 2012). Todavia, alguns trabalhos
demonstraram que a quantidade de micélio formado durante o processo de infec¢ao
nem sempre esta correlacionada com os sintomas da doenca e, principalmente, a
produg¢do de micotoxinas (Brunner et al., 2009; Schlang & Duveiller, 2011). Isso pode
ser explicado pelos diferentes tipos de relacdo que Fusarium ssp. estabelece com o
hospedeiro. As infec¢des assintomaticas por vezes sdo mais comuns (Headrick &

Patakay, 1991; Munkvold et al., 1997; Bacon et al., 2008;).
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Muitos estudos avaliaram os fatores que afetam a biossintese de fumonisinas e
zearalenona sob condigdes controladas (Marin et al., 2004). Porém, sob condigoes de
campo, € necessario que se coordene informagdes agrondmicas e fatores que possam
influenciar a varia¢do nos teores de micotoxinas. Para isso, o uso de ferramentas
estatistica preditivas podem ser muito tuteis. Alguns sistemas de previsao para o risco
de ocorréncia de fumonisinas em milho obtiveram sucesso em pequenas areas na Italia
(Battilani et al., 2008; Maiorano et al., 2009). Também na Italia, foram obtidos
resultados promissores na predi¢ao de zearalenona em trigo (Rossi et al., 2003).

As Redes Neurais Artificiais (RNAs) s3o modelos matematicos
computacionais que se baseiam no método de aprendizagem de seres inteligentes para
aprender através da experiéncia. Dentro das caracteristicas importantes das redes
neurais encontram-se: robustez, flexibilidade, paralelismo e alta capacidade de
processar informacgdes incertas (Specht, 1991; Capobianco, 2000; Chen & Manning,
2014; Zahara et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi identificar utilizar RNAs para predizer a
acumula¢do de fumonisinas e zearalenona em milho nas principais regides produtoras

do Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nos Laboratérios de Fitopatologia e Sanidade de
graos da EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, em uma parceria publico-
privada. Foram analisadas 591 amostras de graos de milho obtidas em 12 estados nas
safrinhas de 2015 (190 amostras) e 2016 (202 amostras), ¢ na safra 2015/2016 (199
amostras).

A escolha dos locais de amostragem foi realizada de acordo com a distribui¢ao
da producao de milho no Brasil na primeira e segunda safra. Nas safrinhas, as amostras
foram coletadas em Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Goias, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul; e na safra, na regido oeste da Bahia, Maranhao, Piaui, Minas Gerais,
Rio Grande do Sul, Parana, Goias, Santa Catarina, Sao Paulo e Distrito Federal.

As amostras foram obtidas sob condi¢des de campo de duas maneiras: 1)
amostras de grdos e ii) amostras de espigas. Grande parte do material coletado foi
obtida na forma de amostras de grdos. No momento da colheita, foram retiradas

subamostras em varios pontos dos caminhdes. As subamostras foram homogeneizadas
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e uma amostra composta de 1 kg de graos foi subtraida. As coletas de graos foram
realizadas somente quando havia a certeza de que apenas um hibrido foi colhido no
talhdo. A amostragem de espigas se deu em ocasides em que a visita a propriedade ndo
coincidiu com o momento da colheita, ou ndo se podia afirmar que o milho no
caminhdo pertencia a um unico hibrido. As espigas, apds a maturacdo fisiologica,
foram coletadas de forma aleatéria. O procedimento padrio adotado nessas
circunstancias estabeleceu uma distancia minima de seguranga de 50 m entre a
bordadura dos talhdes e os pontos de amostragem de espigas, evitando-se a coleta em
areas sujeitas a interferéncia externas e buscando-se maior representatividade da area
em questdo. Em cada ponto, foram coletadas no minimo 30 espigas por amostra. Apos
as coletas, as espigas foram debulhadas, os graos homogeneizados, obtendo-se uma
amostra final de 1 kg.

As amostras obtidas em campo foram encaminhadas a Embrapa Milho e Sorgo
e, quando necessario, submetidas a secagem até atingir 13% de umidade. Em seguida,
os graos foram novamente homogeneizados e separados em subamostras de 0.5 kg.
Uma subamostra foi encaminhada aos Laboratdrios de Fitopatologia e Sanidade de
Graos enquanto a outra amostra foi encaminhada a um laboratério especializado para
determinacdo dos teores de fumonisinas e zearalenona. As amostras foram
acondicionadas em freezer a -20°C até o momento da avaliagao.

Com um GPS, foram registradas as coordenadas geograficas de localizagao
(latitude e longitude) de cada ponto de coleta para posterior correlacao dos teores de
fumonisinas e zearalenona e da incidéncia de fungos com os dados climaticos a nivel
local. Além disso, no momento da coleta de amostras levantadas informacoes

referentes a data de plantio.

2.1 Determinacao do percentual de graos ardidos

A primeira varidvel determinada foi o rendimento de grdos (peso de 1000
graos), utilizando-se para isso a metodologia preconizada pelas Regras Para Anélise
de Sementes (MAPA, 2009). Mensurou-se a umidade ¢ a massa total de cada amostra
e, na sequéncia, foram separadas oito repeticdes de 100 graos (selecionados ao acaso,
ndo havendo distingdo entre graos sadios e ardidos), cuja massa foi expressa em

gramas.
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A incidéncia de graos ardidos foi feita pela separagdo visual de todos os graos
com descoloragao em no minimo 25% de sua superficie (variando de marrom claro a
roxo ou, de vermelho-claro a vermelho-intenso), conforme os critérios estabelecidos

pela legislacao (BRASIL, 2011a). Os graos ardidos foram contados e pesados.

2.2 Analise de patologia de graos

Considerando-se a importancia do género Fusarium para o milho e que suas
infeccdes podem ser sintomaticas ou ndo, foi determinada a incidéncia de fungos em
dois extratos diferentes: grdos ardidos e assintomaticos. Para cada extrato foram
avaliados 100 graos (quatro repeticoes de 25). Em amostras onde o numero de graos
ardidos foi inferior a 100, todos foram analisados.

A metodologia utilizada foi a incubacao em papel de filtro com congelamento
(Blotter Test) (MAPA, 2009). Os graos foram desinfestados com hipoclorito de sddio
a 2% por 5 min e distribuidos em caixa gerbox contendo duas folhas de papel mata
borrao estéril e embebido em agar-agar a 0,5%. As caixas foram mantidas sob luz
continua e temperatura ambiente por 24h (para estimular o inicio do processo
germinativo). ApoOs esse periodo, foram incubadas a -20°C por 24h (para inibir a
germinagdo e evitar a contaminacao cruzada entre os graos). Por fim, o material foi
incubado em camaras sob temperatura constante de 25°C e fotoperiodo de 12h por 10
dias. Apos esse periodo, os graos foram avaliados individualmente com microscéopio
estereoscopico para identificagdo e quantificagdo de Fusarium spp. (complexo G.

Sfujikuroi) e F. Graminearum através de caracteres morfologicos.

2.3 Analise de micotoxinas

As analises de fumonisinas (B1, B2 e totais) da safrinha 2015 foram realizadas
no Laboratério de Anélises Micotoxicologicas (LAMIC), da Universidade Federal de
Santa Maria (RS). As demais andlises foram realizadas no laboratério Solugdes
Analiticas Microbioldgicas e Tecnologicas (SAMITEC) em Santa Maria, RS.

As analises foram realizadas por cromatografia liquida com detec¢do por
espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS) como descrito por Oliveira et al.
(2017). Os limites de quantificagcdo (LQ) e os coeficientes de recuperagdo (%) para

FB1 foram de 125 pug kg - 101% e para FB2 de 125 ug kg - 96%. As estimativas de
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incerteza foram FB1 (+ 33,2 pug kg'; K=2,18) ¢ FB2 (+ 35,2 pug kg'!; K=2,52). Como
a legislacdo brasileira (BRASIL, 2011) ndo considera as fumonisinas separadamente,
os valores de FB1 e FB2 foram somados para obtencdo do valor de fumonisinas totais
(FBT). Assim, para as analises subsequentes deste trabalho foram utilizados os valores
de FBT.

As analises de zearalenona foram realizadas nas amostras coletadas na safrinha
2015, safra 2015/16 e safrinha 2016. Neste caso também foi utilizada a metodologia
LC-MS/MS descrita por Oliveira et al. (2017). O limite de deteccao de 20 pg/kg,

coeficiente de recuperacio de 85% e, estimativa de incerteza de 20 nug kg (0,53 g

kg™).

2.5 Obtencao de dados climaticos

Utilizou-se a base de dados CHIRPS - Climate Hazards Group InfraRed
Precipitation with Station (http://chg.geog.ucsb.edu/data/chirps/) para fazer o
levantamento do indice pluviométrico de cada ponto amostrado. Os dados foram

agrupados em periodos de 10 dias (decéndios).

2.6 Analise dos dados

Foram realizados dois treinamentos de Redes Neurais Artificiais (RNA) para
explicar a variabilidade de ocorréncia de fumonisinas e zearalenona em plantagdes de
milho no Brasil. Os treinamentos foram feitos no software Tiberius Data Mining. A
arquitetura utilizada para a rede foi a FeedFoward Perceptron com multicamadas.
Neste caso uma camada oculta de neurénios. Devido a natureza nao linear dos dados
de fumonisina e zearalenona, utilizou-se a fun¢do de ativacao sigmoide. Para isso, os
dados de fumonisinas e zearalenona foram convertidos para uma matriz bindria O e 1,
sendo os valores abaixo do limite maximo tolerado (LMT) pela legislagdo brasileira
transformados em 0 ¢ os valores acima do LMT transformados em 1. Para fumonisina,
o LMT ¢ 5000 pg kg™ e para zearalenona, 400 ug kg™

Inicialmente foi utilizada uma camada com 17 neurdnios de entrada (variaveis
de entrada ou input): dois neurdnios referentes ao periodo de cultivo (época e ano);
seis neurdnios referentes ao local (latitude, longitude, chuva durante a floracao, chuva

no més anterior a colheita, chuva no tltimo decéndio e chuva total); dois neurénios
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relativos a caracteristicas do hibrido (textura de graos e presenga de tecnologia Bt);
trés neurdnios referentes a caracteristicas do sistema de manejo (sistema, densidade de
plantio e niimero de aplicagdes de fungicida); dois neurdnios referentes a qualidade de
graos (peso de 1000 graos e porcentual de grios ardidos); e dois neuronios
relacionados ao patégeno (para fumonisinas, incidéncia de Fusarium spp. em graos
sadios e em graos ardidos; para zearalenona, incidéncia de Fusarium graminearum em

graos sadios e em graos ardidos).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Redes neurais artificiais na previsao dos niveis de contaminacio por
fumonisinas

Inicialmente, foram treinadas redes com os dados brutos de fumonisinas, com
arquitetura Perceptron multicamadas, com cinco neuronios ocultos, um linear e 4 nao
lineares. O processo de modelagem nao conseguiu explicar a variabilidade na
ocorréncia de fumonisinas com base nos 17 neurdnios de entrada, que explicaram
somente 20% da variacdo. Na figura 1 observa-se que a variabilidade ndo ¢ explicada,
ja que os valores estimados tendem a ficar proximos a média.

A RNA tende a definir a ocorréncia de micotoxina como outlier, por isso nao
houve nenhuma associacao robusta entre as variaveis de input e a variavel de output
que conseguisse explicar o evento em funcdo do conjunto de dados. Conhecida a
natureza variavel dos dados de micotoxinas (Coker et al., 1995; Escriva et al., 2017,
Rensburg et al., 2011), foram treinadas novas RNAs substituindo-se a funcdo de
ativacdo (na tentativa de identificar um modelo que explique a incidéncia de
fumonisinas em elevadas concentragdes). Para utilizar a funcdo de ativacdo sigmoide,
os dados de fumonisina foram transformados em uma matriz binaria (0= valores <5000
ug kg'; 1=>5000 pg kg™).

Novamente diversas combinagdes entre neurdnios de entrada e neurdnios de
segunda camada foram utilizadas, todavia, os modelos gerados também ndo foram
eficientes. A rede com arquitetura Perceptron multicamadas com fun¢do de ativagdo
sigmoide que conseguiu explicar 86% da variagdo de fumonisina demandou 14

variaveis de input e 6 neurdnios (Figura 2).

76



Os modelos obtidos conseguiram explicar de 42 a 86% da variagdo, porém,
mesmo os modelos mais eficientes ndo apresentaram associacdo robusta entre a
incidéncia de fumonisinas e as variaveis de input. O acréscimo ou a retirada de um
neurénio modificava substancialmente o desempenho global da rede, afetando
seriamente a importancia relativa das variaveis testadas e eficiéncia do modelo. A
retirada de um neuronio reduziu a eficiéncia do modelo em até 30%. Além disso, a
tentativa de simplificar a rede retirando-se variaveis associadas a menos de 20% da
variacao também resultou em alteracdes significativas do modelo.

E sabido que existem diferencas significativas da biossintese de fumonisina
mesmo em laboratorio sob condi¢gdes controladas (Marin et al., 2004). O insucesso em
se estabelecer um modelo preditivo através de RNAs pode estar relacionada a
complexidade da interagdo entre todos os fatores que de alguma maneira podem
interferir na producdo de fumonisinas. Existem diversas referéncias na literatura
quanto a grande variabilidade associada a habilidade toxigénica de diferentes isolados
de F. verticillioides (Nelson et al., 1991; Picot et al., 2010; Rocha et al., 2011; Lanza
et al., 2014;), principal espécie produtora de fumonisinas associadas a grao de milho
no Brasil (Lanza et al., 2014). A producao de fumonisinas ¢ codificada por um cluster
de 16 genes e estudos recentes mostraram que a biossintese pode ser fortemente
regulada a nivel de transcri¢ao através de varias vias (Blacutt et al., 2018).

O percentual de graos ardidos na amostra também nao ¢ determinante para a
presenca de fumonisinas. A ocorréncia de graos ardidos pode estar associada a outros
géneros de fungos que ndo produzem fumonisinas, como Stenocarpella, Aspergillus e
Penicillium (Casela et al., 2006). Além disso, Fusarium spp. podem produzir
micotoxinas mesmo em graos considerados sadios, pois colonizam os tecidos do
hospedeiro de diferentes maneiras e as infec¢des podem ser sintomaticas ou nao,
pontuais ou espalhadas por toda a espiga (Bacon et al., 1992; 1996; 2008; Headrick &
Munkvold et al., 1997).

Existem poucos estudos correlacionando a incidéncia de fumonisinas a
genoétipos de milho nas regides tropicais, inviabilizando uma anélise mais detalhada
(Munhoz et al., 2015). Quanto a constituicdo do grao, Dalla’as et al. (2012)
observaram que a ocorréncia de fumonisinas era maior em graos com maior teor de

acido linoleico.
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Por muito tempo, o plantio de hibrido com tecnologia Bt foi apontado como
uma das estratégias de manejo a ser utilizada no controle de fumonisinas (Munkvold
et al., 1999; Bruns et al., 2003; Hammond ef al., 2004; De La Campa et al., 2005;
Abbas et al., 2007; Barroso et al., 2017). Porém, em trabalho recente realizado por
Barroso et al. (2017), observou-se maiores niveis de contaminagdo pela micotoxina
em trés hibridos Bt do que com em seus isogénicos ndo-transgénicos, sugerindo que
outros parametros estdo correlacionados a produgdo de micotoxina.

O uso de fungicidas no controle de fumonisinas em milho também ¢ um assunto
controverso. Muitos estudos mostram que os fungicidas reduzem o crescimento do
micélio, porém ha um incremento na producao de micotoxinas (Moss & Frank, 1985;
Doohan et al., 1999; Falcao et al., 2011; Miguel et al.,2015). Mennet et al. (2010)
observaram reducdo no crescimento de F. verticillioides, mas nenhum efeito sobre a
producao de fumonisinas. Marin ef al. (2013) observaram que o uso do tebuconazole
reduz o crescimento do micélio de F. verticillioides e F. proliferatum e a producao de
fumonisinas, no entanto, a eficiéncia do fungicida ¢ altamente condicionada a
atividade de agua e temperatura.

A biossintese de fumonisinas pode ser afetada por fatores ambientais. Ensaios
cinéticos demonstraram que o estresse hidrico pode ser um fator relevante para
acumulagdo de fumonisina, principalmente nas fases que sucedem a colonizacao do
tecido do hospedeiro (Marin et al., 2004; Jurado et al.; 2008; Fanelli et al.; 2013). Sob
condigdes de campo, Ono et al. (1999) verificaram que elevada precipitacdo no més
anterior a colheita influenciou significativamente a ocorréncia de fumonisinas.
Entretanto, ao longo do desenvolvimento da cultura a ocorréncia de estresse hidrico
contribui positivamente para o acimulo de fumonisinas (Torelli ez al., 2012).

Torelli et al. (2012) também tentaram desenvolver um sistema preditivo para
fumonisinas em uma pequena regido no nordeste da Itdlia e, assim como neste
trabalho, também ndo obtiveram sucesso. O sistema envolvendo o clima, hospedeiro,
sistema de plantio, patégeno e biossintese de fumonisinas ¢ muito complexo e, a luz

da andlise realizada, ndo pdde ser explicado utilizando RNAs.

3.2 Redes neurais artificiais na previsiao dos niveis de contaminacio por
zearalenona
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As RNAs com arquitetura Perceptron multicamadas com fun¢do de ativagdo
sigmoide, treinadas para explicar a os niveis de contaminacdo por zearalenona
conseguiram explicar de 95 a 98% da variacdo, independentemente da quantidade de
neurdnios em segunda camada ou variaveis de input. Porém, nenhum dos modelos
obtido pode ser considerado eficiente, pois a variagdo basicamente foi explicada pela
latitude. O padrao observado pode ser explicado pela distribui¢do da zearalenona no
Brasil, concentrada na regido Sul, principalmente no Rio Grande do Sul, onde sdo
encontradas as maiores taxas de incidéncia de F. graminearum (Sabino et al., 1989).
Assim, para elaboracdo de um modelo mais eficiente deve ser realizado um estudo
isolando algumas regides onde a ocorréncia de zearalenona € mais expressiva € 0s

niveis de contamina¢ao mais altas.

4 CONCLUSOES

A partir da metodologia utilizada ndo foi possivel definir um modelo de
previsdo para fumonisina e zearalenona.

A interacdo entre fumonisina, sistema de plantio, hospedeiro e clima ¢
extremamente complexo.

A ocorréncia de zearalenona em altas concentracdes ainda ¢ muito limitada a
regido sul do Brasil. Por isso, o ideal ¢ que primeiramente seja desenvolvido um

modelo para essa regiao.
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FIGURAS

Figura 1. Ajuste do modelo de RNA aos 590 dados de input. A linha vermelha mostra
os valores estimados pelo modelo, enquanto a linha preta indica os valores reais de

fumonisinas totais presentes nas amostras.

Figura 2. Rede Neural Artificial Perceptron multicamada com seis neuronios nio

lineares utilizada para analisar a ocorréncia de fumonisinas nas principais regides

produtoras de milho do Brasil.
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1.

CONCLUSOES GERAIS

As fumonisinas estdo disseminadas por todas as principais regides produtoras
de milho no Brasil, enquanto a zearalenona esta concentrada na regido Sul; a
medida que o cultivo do trigo se expande para outras regides do pais a
contaminagdo por zearalenona também tende a aumentar; o milho brasileiro
pode ser considerado de elevada qualidade quanto aos teores de fumonisina e
zearalenona, dado que a maioria das amostras se encontram abaixo do limite
maximo tolerado (LMT) estipulado pela legislagdo e sdao muito raros os casos

de co-contaminagdo em que ambas apresentam-se acima do LMT.

Embora o nimero de amostras com graos ardidos e micotoxinas seja elevado,
o milho brasileiro pode ser considerado de boa qualidade, j4 que a maior parte
das amostras esta abaixo dos limites estabelecidos pela legislagdo quanto a
contaminagdo por grdos ardidos; os géneros Fusarium, Aspergillus e
Penicillium foram os mais frequentes em graos de milho nas regides brasileiras
amostradas; ha correlacao entre o rendimento de graos e o estado em que as

amostras foram coletadas e entre a precipitacao e incidéncia de graos ardidos.

A partir da metodologia utilizada ndo foi possivel definir um modelo de
previsdo para fumonisina e zearalenona utilizando-se redes neurais artificiais;
a interacao entre fumonisina, sistema de plantio, hospedeiro e clima ¢
extremamente complexo; a ocorréncia de zearalenona em altas concentracoes
ainda ¢ muito limitada a regido sul do Brasil; por isso, o ideal ¢ que

primeiramente seja desenvolvido um modelo para essa regido.
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