FUNGOS E FUMONISINAS NO PERIODO PRE-COLHEITA DO MILHO!
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RESUMO

A contaminacao flingica e por micotoxinas no milho pode ocorrer antes mesmo da colheita, resultando em grandes perdas econémicas.
Fusarium spp. € o principal contaminante do milho no campo, e muitas espécies deste género sao responsaveis pela producao de
fumonisinas. As fumonisinas sao téxicas para animais e humanos, estando envolvidas na doenca da leucoencefalomalacea eqiiina e
associadas a sindrome de edema pulmonar em suinos e cancer de esofago em humanos. O objetivo deste trabalho foi identificar os
pontos criticos de contaminagao fliingica e a producéao de fumonisinas durante o periodo pré-colheita do milho. Os resultados mostraram
um crescimento fangico ja na fase de grao farinaceo, com nenhuma diferenca significativa nas fases seguintes: grao farinaceo duro
e maturacao fisiolégica. Fungos nao esporulados foram predominantes na fase de florescimento (100%) e na fase de grao farinaceo
(95%). Espécies saprofitas foram identificadas na fase de grao farinaceo duro (23,25%). Fusarium spp. ja foi evidente na fase de grao
farinaceo (5%), aumentando consideravelmente nas fases de grao farinaceo duro (62,5%) e maturacao fisiolégica (90%). Todas as cepas
de Fusarium spp. testadas mostraram-se potencialmente toxigénicas. Fumonisinas foram evidentes nas fases finais de desenvolvimento,
aumentando consideravelmente da fase de grao farinaceo duro (0,2 ppm) para a maturacao fisiolégica (2,5 ppm). Os autores sugerem
atencao especial e adocao de medidas preventivas na fase de grao farinaceo, onde Fusarium spp. comeca a ser evidente.
Palavras-chave: fungos, fumonisinas, pré-colheita.

SUMMARY

FUNGI AND FUMONISINS AT MAIZE'S PRE-HARVEST PERIOD. Fungal and mycotoxin contamination in maize can take place
even before harvest time, with large economic losses in consequence. Fusarium spp. is a ubiquitous contaminant of corn in the
field and several species of this genera are responsible for fumonisins production. Fumonisins are reported to be toxic to animals
and humans, implicated in equine leukoencephalomacia disease and associated with pulmonary edema syndrome in swine and
esophageal cancer in humans. The objective of this work was to identify critical points of fungal contamination and fumonisins
production during pre-harvest growth stage. Results showed fungal growth since the dough stage, with no significant difference at
both following stages: dent and physiological maturity. Non sporulated fungi were predominant at the silking stage (100%) and at
the dough stage (95%). Saprophytes species were identified at the dent stage (23.25%). Fusarium spp. was evident since the dough
stage (5%) increasing considerably through the dent stage (62.5%) to the physiological maturity (90%). All Fusarium spp. strains
tested showed toxigenic potential. Fumonisins were evident at the latest development stages increasing considerably from the dent
stage (0.2 ppm) to the physiological maturity (2.5 ppm). Authors suggest special attention and adopting preventive measures in

relation to the dough stage, from which Fusarium spp. begin to be evident.
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1 - INTRODUCAO

Assim como outros graos, o milho é constantemente
exposto a possiveis contaminagoes flingicas, as quais podem
se iniciar ainda no campo, durante o seu desenvolvimento.
Neste caso, a contaminacao pode ocorrer pela presenca de
esporos e fragmentos de micélio presentes no solo, de restos
de plantas e sementes, ou ainda serem transportados pelo
vento, chuva ou insetos (MILLS, 1989).

Os efeitos do crescimento fangico incluem diminui-
cao do poder de germinacao, emboloramento visivel,
descoloracao, odor desagradavel, perda de matéria seca,
aquecimento, mudangas quimicas e nutricionais, perda
de qualidade e producao de compostos téxicos — as mi-
cotoxinas (POMERANZ, 1982). Esta contaminac¢ao pode
fazer com que os graos tornem-se improéprios para o con-
sumo humano e animal, resultando em grandes perdas
econdémicas (PASTER & BULLERMAN, 1988).
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Dentre os fungos micotoxigénicos envolvidos na cadeia
alimentar humana destacam-se os géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, os quais sao responsaveis pela
grande maioria das micotoxinas até hoje conhecidas e es-
tudadas. Enquanto as espécies de Penicillium e Aspergillus
sao mais comumente encontradas como contaminantes de
produtos durante a secagem e armazenamento, as espécies
de Fusarium sao patégenos da planta, que produzem mico-
toxinas antes ou imediatamente apés a colheita (SWEENEY
& DOBSON, 1998).

Dentro do género Fusarium, as espécies fingicas mais
comuns no campo sao F. verticilioides e F. subglutinans,
freqiientemente responsaveis pelo apodrecimento de graos
individuais ou de areas localizadas da espiga de milho e
conseqiiente producao de fumonisinas.

Frente ao exposto, o presente trabalho objetivou identi-
ficar os pontos criticos de crescimento fangico e producao
de fumonisinas durante o periodo pré-colheita.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostragem

No periodo pré-colheita, durante o desenvolvimen-
to fenolégico da planta, foram coletadas amostras de
milho de cinco diferentes estadios: florescimento, grao
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leitoso/pastoso, grao farinaceo, grao farinaceo duro e
maturacao fisioldgica.

A fim de se obter uma maior representatividade da
lavoura, a mesma foi dividida em quatro quadrantes,
constituidos por oito fileiras de milho e 14 m de com-
primento. A coleta das amostras foi realizada de forma
aleatéria dentro de cada quadrante, em um espaco de
2 m de comprimento, deixando-se sempre duas fileiras
de bordadura de cada lado. A cada nova coleta, corres-
pondente a um novo estadio de desenvolvimento, avanca-
vam-se dois metros dentro de cada quadrante. Um total
de dez espigas foi coletado por quadrante, perfazendo
um total de quarenta espigas amostradas. As espigas
foram acondicionadas em sacos de algodao previamente
identificados e encaminhadas ao laboratério de analises
micotoxicolégicas do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos (ICTA).

2.2 - Metodologia

As amostras em espiga provenientes do campo foram
previamente desinfetadas superficialmente com hipoclorito
de s6dio 1%. Em seguida, procedeu-se a retirada da palha
e o debulhamento das espigas, de forma manual e assép-
tica. Os graos foram entao homogeneizados em recipiente
desinfetado com alcool 70%, e a amostra total, dividida em
sub-amostras para analise micolégica, analise de umidade,
atividade de agua (aw) e analise de micotoxinas.

A anélise micoldgica foi realizada dentro de 24 h ap6s
a coleta das amostras. Uma contraprova foi armazenada
em vidro estéril, sob congelamento.

As sub-amostras para andlise de umidade, atividade
de 4gua e micotoxinas foram moidas em moinho de facas,
sendo a analise de umidade realizada dentro de 24 h ap6s
a coleta. As amostras moidas para micotoxinas e aw foram
armazenadas em freezer até o momento da analise.

A umidade das amostras de milho foi determinada em-
pregando o método de secagem em estufa a 105°C, por trés
horas, segundo IAL - INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

A determinacao da atividade de agua foi realizada
em equipamento TESTO 150, préprio para medicao da
aw, com controle de temperatura das amostras feita em
estufa a 25°C.

A enumeracao de bolores e leveduras presentes nas
amostras de milho foi realizada, em duplicata, por meio da
técnica de plaqueamento em superficie (ABNT, 1987). Ap6s
a contagem das placas, a fim de se obter uma estimativa do
percentual de fungos presentes, realizou-se o isolamento
das coldnias fungicas em tubos de agar sabouraud dextro-
se inclinado (LACAZ, 1991). A identificacdo dos géneros
predominantes foi realizada com a técnica de microcultivo
segundo RIBEIRO & SOARES (1993) e classificacao segundo
BARNETT & HUNTER (1998).

Cepas de Fusarium spp. foram escolhidas aleatoria-
mente e testadas quanto a sua capacidade de producgao

de fumonisinas, em cultivo semi-sélido, utilizando como
substrato graos de milho esterilizados e isentos destas
micotoxinas. A isencado de fumonisinas foi determinada
pela analise dos graos com kits ELISA (BACON & NEL-
SON, 1994; WARFIELD & GILCHRIST, 1999). A partir
de cada uma das cepas selecionadas, uma suspensao
de esporos foi preparada em agua peptonada 0,1%. Os
esporos foram contados em Camara de Neubauer, € o
volume necessario para obter-se 2,5 x 10°¢ esporos, foi
inoculado em erlenmeyers com 50 g de meio estéril (mi-
1ho em grao a 43% de umidade). Estes foram tampados
com algodao e incubados em estufa DBO a 25°C por
30 dias Apos este periodo, 250 mL de metanol 70% foi
adicionado nos erlenmeyers e as toxinas extraidas, sob
agitacao a 125 rpm por 15 min (BACON & NELSON,
1994; WARFIELD & GILCHRIST, 1999). Uma aliquota de
10 mL foi coletada para analise de fumonisinas por meio
da utilizacao de kits de imunoensaio Elisa-Competitivo
Indireto quantitativo, indicando as cepas potencialmente
produtoras destas micotoxinas.

A analise de fumonisinas presentes nos graos foi tam-
bém realizada com a utilizacao de kits de imunoensaio
Elisa-Competitivo Indireto quantitativo, servindo como
triagem preliminar da contaminacgao dos graos no periodo
pré-colheita.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sao apresentados os valores do teor de umi-
dade das diferentes fases de desenvolvimento do milho.

TABELA 1 - Teor de umidade do milho colhido em diferentes
fases de desenvolvimento

Fase de desenvolvimento Umidade (%)

Florescimento 88,1232
Gréo Leitoso/Pastoso 70,656°
Grao farinaceo 48,274¢
Gréo farinaceo-Duro 34,295¢
Maturagao fisiolégica 24,719

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem, significantemente, pelo teste
de Tukey a 5%

Pela analise de variancia verificaram-se diferencas
significativas entre as fases (p<0,0001), mas nao entre os
quadrantes (p=0,65). A comparacao de médias nas fases
de desenvolvimento foi realizada empregando o teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro, que demonstrou
haver diferenca significativa para umidade entre todas as
fases de desenvolvimento (Tabela 1).

Os valores de aw obtidos para os graos de milho nas
diferentes fases de desenvolvimento demonstram que
este parametro manteve-se praticamente constante (0,92)
nas fases intermediarias. O valor maximo foi observado
na fase de florescimento (0,95) e o minimo na fase de
maturacao fisiologica.

Na Tabela 2, sao apresentados os valores do crescimento
de bolores e leveduras nas fases de desenvolvimento.
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TABELA 2 - Contagem de bolores e leveduras durante as fases
de desenvolvimento da planta

Contagem de Contagem de

Fase de desenvolvimento bolores leveduras
log (UFC/g) log (UFC/g)
Florescimento <2 1,0000°
Grao Leitoso/Pastoso 1,0000° 5,7275°
Grao farinaceo 5,46002 6,4975°
Grao farinaceo Duro 5,37002 5,84502
Maturagao fisiologica 5,9325° 5,77002

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem, significativamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade de erro

Como pode ser constatado na Tabela 2, o crescimento
de bolores foi menor na fase de florescimento log<2 UFC/g,
ou seja, praticamente nao houve crescimento de bolores.
O crescimento de leveduras também nao ocorreu nesta
fase (log=1). Na fase de grao leitoso/pastoso, em que a aw
é alta, em torno de 0,92, o crescimento restringiu-se as
leveduras, que necessitam de teores mais elevados de 4gua
disponivel para se desenvolver (TANIWAKI & SILVA, 1996).
A quantidade e a qualidade de nutrientes existentes nesta
fase, constituidos basicamente de agticares fermentesciveis,
também podem ter conduzido a maior predominancia de
leveduras. Nas fases de grao farinaceo e grao farinaceo
duro, a concentracao destes aciicares diminui e a sintese
de amido e proteinas aumenta gradativamente até atingir
niveis maximos na maturacao fisiolégica, o que propicia
o desenvolvimento de bolores, cujo metabolismo ¢ mais
adaptado a substratos ricos em carboidratos complexos
(WARFIELD & GILCHRIST, 1999). Apesar das mudancas
na composicao de nutrientes favorecer o desenvolvimento
de bolores, os altos valores de aw verificados nas fases
entre grao farinaceo e maturacao fisiolégica continuaram
proporcionando o crescimento de leveduras.

A enumeracao de bolores e leveduras durante o perio-
do de desenvolvimento do milho na lavoura demonstrou
concordancia com outros trabalhos em que o crescimento
de fungos inicia-se antes mesmo da colheita (CHULZE, et
al., 1996). Em relacao a identificacao dos fungos observou-
se haver predominancia dos nao esporulados na fase de
florescimento (100%) e na fase de grao farinaceo (95%),
continuando a ocorrer, mas em menor proporcao, nas fases
de grao farinaceo duro (14,25%) e maturacao fisiolégica (5%).
Fungos saproéfitas como Cladosporium, Helminthosporium
e Alternaria, aqui classificados como outros, estiveram
presentes na fase de grao farinaceo duro (23,25%). Na fase
de grao farinaceo, na qual a aw ainda € alta 0,92, 6tima
para o desenvolvimento de fungos de campo (TANIWAKI
& SILVA, 1996), e a constituicao do grao € basicamente
amido e proteinas, indispensavel para o metabolismo de
bolores (WARFIELD e GILCHRIST, 1999), o género Fusa-
rium spp. (Figuras 1 e 2) comecou a se desenvolver (5%),
aumentando consideravelmente nas fases de grao farinaceo
duro (62,5%) e maturacao fisiolégica (90%).

Observa-se, pelo teste de Tukey a 5%, que nao ha di-
ferenca significativa entre as fases de grao farinaceo, grao
farinaceo duro e maturacao fisiologica para a variavel

contagem de bolores. Pode-se inferir desta analise que a
fase de grao farinaceo constitui-se, nas condigoes do experi-
mento, em um ponto critico de controle no que diz respeito
ao crescimento de bolores, uma vez que a contaminacao
que ocorre nesta fase nao muda significativamente nas
fases subseqiientes, tornando-se assim necessario adotar
medidas que controlem a contaminacao flingica a partir
desta etapa.

oL - ke
FIGURA 2 - Microcultivo de Fusarium spp. aumento de 800 X.
Utilizando milho como substrato, cepas de Fusarium
spp. foram testadas quanto a capacidade de produzir mi-
cotoxinas. Os resultados obtidos por kits de imunoensaios
quantitativos ELISA-Competitivo Indireto, revelaram que
100% das cepas testadas possuiam a capacidade de pro-
duzir fumonisinas. A média de producao encontrada para
as cepas isoladas das trés fases de desenvolvimento, onde
Fusarium spp. se mostrou presente (grao farinaceo, grao
farinaceo-duro e maturacao fisiolégica) foi de 11 ppm.

A presenca de fumonisinas nao foi detectada nas fases
iniciais de desenvolvimento. Este resultado esta de acordo
com o encontrado por MACHINSKI & SOARES (2000), que
néo verificaram contaminagao por fumonisinas B, € B,, em
amostras de milho verde em espigas (caracteristico da fase
de grao leitoso/pastoso).

Os resultados obtidos mostram a presenca de fumonisi-
nas nas fases finais do desenvolvimento, com um aumento
consideravel da fase de grao farinaceo-duro (0,2 ppm)
para a maturacao fisiolégica (2,5 ppm), conforme mostra
a Figura 3. Estes dados estao de acordo com os obtidos
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por CHULZE et al (1996) e por WARFIELD & GILCHIRIST
(1999), que também detectaram uma maior producao de
fumonisinas na fase de maturacao fisiolégica e em milho
recém-colhido.
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FIGURA 3 - Producao de fumonisinas durante o desenvolvimento
do milho

Apesar dos resultados obtidos neste experimento indi-
carem a presenca de fumonisinas nas tultimas duas fases de
desenvolvimento, a identificacdo de cepas potencialmente
toxigénicas na fase de grio farinaceo serve de alerta para
a necessidade de medidas preventivas, ja nesta fase. Fica
evidenciado assim que esta fase pode ser indicada como
um ponto critico de controle, do ponto de vista micotoxi-
colégico, por constituir-se no marco inicial da produgao
de fumonisinas.

4 - CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos conclui-se que a fase
de grao farinaceo constitui-se, nas condicoes deste experi-
mento, em um ponto critico de controle no que diz respeito
ao crescimento de bolores e a producao de fumonisinas,
servindo de alerta para a necessidade da adocao de medidas
preventivas do ponto de vista micotoxicoldgico.
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