"anpr‘omls

]
_y nal dos produtores de milho
o AW e - | h

S ’w
«,‘\ : o ) \ ‘ _F,_ .. ‘- a nociqq:ol
’ Q Vel:eﬂ aria, I.P ,

R R

"



Indice

071,

Identificacdo do projeto / 07

02.

Entidades que participam no projeto / 09

03.

Caracterizacao sumaria do projeto/ objetivos do projeto / 11

04.

Descricao das atividades desenvolvidas / 13

04.1. oOtimizacso das préticas agricolas / 13
04.2. Caraterizacso do milho a colheita e pos-colheita / 14

04.2.1. Identificagdo e quantificacdo das micotoxinas / 14
04.2.2. Caracterizagao micolégica / 15

04.3. Desenvolvimento de um sistema de apoio a decisdo / 15
04.4. Processos de demonstracéo, divulgacéo e disseminagdo/ 15



05.

Principais resultados obtidos / 17

05.1. Definicso dos parametros técnicos / 17
05.2. Caraterizacédo dos solos / 17

05.2.1. Analises fisico-quimicas / 18
05.2.2. Bioensaio com feijgo / 19

05.3. Caraterizagdo das colheitas / 22

05.3.1. Amostragem no campo para detegdo de fungos no gréo / 22
05.3.2. Detecédo dos fungos no grao / 24
05.3.3. Monitorizagdo das micotoxinas / 33

05.4. Ensaios de armazenagem / 35
05.5. Resultados de outros parametros de qualidade do grao / 38
05.6. Desenvolvimento de um sistema de monitorizagdo / 40

05.7. Desenvolvimento e implementacao de métodos rastreio de Fusarium / 44

Oé ‘ ,,r“:’ ' i 8 L. I 2

Objetivos atingidos / 46 . e
. - - * -
N S
X Dl s \'
v L .
X
) N X5, L N
Indicadores de realizacao fisica / 48 iyt G ":3.\‘.‘ %

-'.‘3." ‘) - ﬂ-ﬁif "-.1
E‘?.a.l_, .., ~ N ey I‘?f}
8 M < C)
P ! r’ 3 -__t#rﬁ;'.‘. ":‘l ‘

% - ¥
,;' "i‘.a‘ ! ry I _J."‘
Trabalhos publicados / 50 s SR VR ,ﬁ
¢ 1 w ¥
" a0
v 4
= 4. {
L qn
W o ‘-h




04 | QualiMilho

Indice de figuras

Figura 1. Representagdo gréfica do delineamento de amostragem de solo realizada em 2020 para ana-

lise quimica e bioensaios. / 17

Figura 2. Bioensaio com feijdo que evidencia a sanidade radicular das amostras de solos recolhidas em
2019 de 5 parcelas. / 19

Figura 3. Bioensaio com feijdo que evidencia a sanidade radicular das amostras de solos recolhidas em
2020 da Estagdo Experimental Anténio Teixeira e Quinta da Cholda. / 20

Figura 4. Resultados da analise micoldgica para Fusarium spp. das plantas de feijoeiro provenientes do

bioensaio de 2019 com solo das diferentes parcelas. / 21

Figura 5. Resultados da anélise micoldgica para Fusarium spp. as plantas de feijoeiro provenientes do
ensaio de 2020, por parcela da Quinta da Cholda e tipo de solo, num total de 12 pedagos de raiz ana-
lisados. / 22

Figura 6. Sonda de amostragem de grdo com 3 camaras. / 23

Figura 7. Delineamento experimental adotado na campanha de 2020. As trés modalidades de maior
comprimento foram efetuadas de acordo com o realizado em 2019; as modalidades transversais repre-

sentam os blocos casualizados. / 23

Figura 8. Numero de grdos contaminados com Fusarium spp. e respetiva distribuicdo de espécies por

modalidade e exploracgdo agricola, relativos a amostragem de 2018. / 26

Figura 9. Numero de grdos contaminados com Fusarium spp. e respetiva distribuicdo de espécies por
modalidade e exploragdo agricola, relativos as amostras retiradas apds 4 meses de armazenamento e
aquando do pico de CO2, em 2018./ 27

Figura 10. Resultados da campanha de 2018 sobre o efeito da fertilizagdo na percentagem de gréos
de milho contaminados com Fusarium spp. A — Resultados da fertilizagdo com azoto, fésforo e potéssio
(Nefusoil), em S.A. Sdo Jodo de Brito; B — Resultados da fertilizagdo com potéssio, magnésio e enxofre
(Patentkali), na S.A. Quinda da Labruja. / 27

Figura 11. Resultados da campanha de 2018 sobre o efeito da aplicagdo de F-BAC na percentagem de

graos de milho contaminados com Fusarium spp. / 28

Figura 12. Comparagdo da diversidade de espécies de Fusarium das amostras colhidas aquando da

colheita do milho e apdés 4 meses de armazenamento. / 29

Figura 13. Resultados da campanha de 2019 sobre o efeito da aplicagdo de F-BAC e Nefusoil na per-
centagem de graos de milho contaminados com Fusarium spp. e respetiva distribuicdo de espécies, na
Quinta da Cholda. / 30

Figura 14. Resultados da campanha de 2020 sobre o efeito da aplicagdo de F-BAC e Nefusoil na per-
centagem de grédos de milho contaminados com Fusarium spp. e respetiva distribuicdo de espécies, nas

parcelas comuns a 2019, na Quinta da Cholda. / 31

Figura 15. Resultados da campanha de 2020 sobre o efeito da aplicagdo de F-BAC e Nefusoil na per-
centagem de graos de milho contaminados com Fusarium spp. e respetiva distribuicdo de espécies, nos
blocos casualizados (BC), na Quinta da Cholda. / 32



Figura 16. Comparagédo dos resultados da campanha de 2019 e
2020 sobre o efeito da aplicagédo de F-BAC e Nefusoil na per-
centagem de gréos de milho contaminados com Fusarium spp.,
na Quinta da Cholda. / 33

Figura 17. Total de fumonisinas (FB1+FB2) no milho recolhido
em 8 ensaios conduzidos em exploragdes da regido do Vale do
Tejo (A, B, C) recolhidas na maturidade fisiolégica (1* data), apds
10 dias (2* data) a apds 20 dias (3* data). / 34

Figura 18. Total de fumonisinas no milho proveniente de 3 en-
saios e de 2 exploragdes do Vale do Tejo determinadas na altura
da colheita, apds 4 e 6 meses de armazenamento em barricas.
JC3-fertilizagdo com macro e micronutrientes (N, P, Zn) e trata-
mento antifingico com F-BAC; JC4-sem tratamento; L2-fertili-

zagdo com macronutrientes (K, Mg, S) usando Patentkali. / 35

Figura 19. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio
de fertilizagdo com macro e micronutrientes (N, P, Zn) e F-BAC
tratado com mostarda e determinadas em 3 periodos de arma-

zenamento em barricas. / 36

Figura 20. Aflatoxinas (B1+B2+G1+G2) no milho proveniente
do ensaio de fertilizagdo com macro e micronutrientes (N, P, Zn)
e F-BAC tratado com mostarda e determinadas em 3 periodos

de armazenamento em barricas. / 36

Figura 21. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio
de campo testemunha fertilizagdo tratado com dleo de sémea
de arroz e determinadas em 3 periodos de armazenamento em
barricas. / 37

Figura 22. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio
com aplicacdo de Nefusoil e determinadas em 3 periodos de

armazenamento em barricas. / 37

Figura 23. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio
da exploragdo agricola Arminda Luz com aplicagdo de NOVI-
MOLD® CP98 e determinadas em 3 periodos de armazenamen-

to em barricas. / 38

Figura 24. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio
da Estacdo Anténio Teixeira da variedade V1 e determinadas

em 3 periodos de armazenamento em barricas. / 38

Figura 25. Sondas (TEKON's DUOS hygrotemp e CO2) utiliza-
das para monitorizagdo do CO2 no milho armazenado em bar-

ricas na Agromais. / 40

Relatério Final | 05

Figura 26. Representagdo grafica da monitorizagdo remota e em
tempo real da temperatura (°C), humidade (%) e concentragdo
de CO2 (ppm) através de sondas instaladas nas barricas de ar-

mazenamento de milho colocadas na Agromais. / 41
Figura 27. Home page da plataforma "MICOTOX ALERT". / 41

Figura 28. Distribuicdo das temperaturas (°C) e humidades (%)
durante o ciclo produgdo do milho registadas na estagdo mete-

reolégica de Lavra-Riachos. / 42

Figura 29. Sistemas de alertas gerados na plataforma “MICO-
TOX ALERT” através da recolha de dado das temperaturas (°C)
e humidades (%) registadas na estacdo metereoldgica de Lavra-
-Riachos. / 42

Figura 30. Representacgdo grafica da humidade relativa, tempe-
ratura e dados de CO2 registados pelas sondas colocadas em
barricas de durante o armazenamento do milho por seis meses.
(a) Milho da parcela JC3; (b) Milho da parcela JC4. A cor repre-
senta o nivel de CO2, de vermelho (5000 ppm) a azul (0 ppm).
/43

Figura 31. Sistemas de alertas gerados na plataforma “MICO-
TOX ALERT” através da recolha remota dos dados emitidos
pelos sensores colocados durante o armazenamento do milho.
/43

Figura 32. Resultados do PCR em tempo-real, com temperatura
de annealing de 60°C especifico para Fusarium subglutinans. A.

Resultados de amplificagéo. B. Resultados do Melt. / 44

Figura 33. Resultados do PCR em tempo-real, com temperatura
de annealing de 62°C especifico para Fusarium verticillioides.

A. Resultados de amplificagéo. B. Resultados do Melt. / 45

Figura 34. Resultados do PCR em tempo-real, com temperatu-
ra de annealing de 62°C especifico para Fusarium proliferatum.

A. Resultados de amplificagdo. B. Resultados do Melt. /45



06 | QualiMilho

Indice de tabelas

Tabela 1. Resultados das anélises fisico-quimicas de amostras de solo recolhidas de 5 parcelas de 4
exploragdes agricolas: Estagdo Anténio Teixeira; Quinta da Cholda (Testemunha), Quinta da Cholda
(F-BAC), Arminda da Luz e S.A. Quinta da Labruja. / 18

Tabela 2. Resultados das anélises fisico-quimicas das 10 amostras de solo recolhidas nas parcelas em
estudo na Quinta da Cholda (Onias 1-9) e do caminho da Estagdo Anténio Teixeira (EEAT). Onias 01 -
Testemunha franco; Onias 02 - Nefusoil franco; Onias 03 - Nefusoil argiloso; Onias 04 - F-Bac franco;
Onias 05 - F-Bac argiloso; Onias 06 - Blocos casualizados franco; Onias 07 - Blocos casualizados

argiloso; Onias 08 - Testemunha arenoso; Onias 09 - Blocos casualizados arenoso. / 19
Tabela 3. Condigbes de PCR para amplificagdo de um fragmento do gene TEF em Fusarium spp. / 25

Tabela 4. Valores médios (n=9) das micotoxinas fumonisinas B1 (Fum B1), B2 (Fum B2) e desoxiniva-
lenol (DON) em pg/kg no milho recolhido em 2020 e correspondente aos ensaios com aplicagdo de

F-BAC, Testemunha e Nefusoil, nas parcelas comuns a 2019, na Quinta da Cholda. / 34

Tabela 5. Valores médios (n=9) das micotoxinas fumonisinas B1 (Fum B1), B2 (Fum B2) e desoxiniva-
lenol (DON) em pg/kg no milho recolhido em 2020 e correspondente aos ensaios com aplicagdo de
F-BAC, Testemunha e Nefusoil, nos blocos casualizados (BC), na Quinta da Cholda. / 34

Tabela 6. Valores médios (n=6) das micotoxinas fumonisinas B1 (Fum B1), B2 (Fum B2) e desoxini-
valenol (DON) em pg/kg no milho recolhido em 2020 de 5 variedades semeadas em Coruche e na

Golegé com 3 repeti¢des de campo. / 35

Tabela 7. Médias dos resultados (n=6) da composicado quimica bésica (%) e carotendides expressos
em luteina (ppm) do gréo de milho de 5 variedades recolhido em 2020 e proveniente dos ensaios

realizados em Coruche e na Golega. / 39

Tabela 8. Médias dos resultados (n=6) do perfil de viscosidades (cP) das farinhas de 5 variedades

recolhidas em 2020 e proveniente dos ensaios realizados em Coruche e na Golega. / 39

Tabela 9. Valores médios (n=6) da composicdo quimica basica (%) do grdo de milho recolhido em
2020 e correspondente aos ensaios com aplicagédo de F-BAC, Testemunha e Nefusoil, nas parcelas
comuns a 2019, na Quinta da Cholda. / 39

Tabela 10. Valores médios (n=6) da composicdo quimica basica (%) do gréo de milho recolhido em
2020 e correspondente aos ensaios com aplicagdo de F-BAC, Testemunha e Nefusoil, nos blocos
casualizados (BC), na Quinta da Cholda. / 39

Tabela 11. Composigdo quimica basica (% média + desvio padrdo de 2 réplicas) do grdo de milho no

final do ensaio de armazenamento. / 40

Tabela 12 Indicadores de realizagdo do Grupo Operacional QualiMilho. / 49




Relatério Final | 07

Designagao do plano de acéo:
“QualiMilho - Novas estratégias de integracdo sustentaveis
que garantam a qualidade e seguranca na fileira do milho naciona

|II

Data de inicio do plano de agéo:
01/ 03/ 2017

Data de concluséo do plano de acao:
31/12/2021

N° do grupo operacional:
PDR2020 - 101-031291 (Lider)

Parceria n.° 34 / Iniciativa n.° 52






Relatério Final | 09
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O Grupo Operacional QualiMilho analisou a problemética das micotoxinas
na fileira do milho e os riscos de contaminagdo antes e apés a colheita,
através de uma abordagem sistémica (praticas agricolas, quantificacao e
caraterizagdo dos fungos presentes, micotoxinas no armazenamento, entre
outros) e visando a implementagdo de uma estratégia de apoio a decisao.

O plano de acao
do Qualimilho

contemplou os seguintes objetivos:

1. Identificar fungos potencialmente produtores de micotoxinas que ocorrem nos campos de
milho e nos gréos armazenados para comercializagdo em Portugal.
2. Detetar e identificar as micotoxinas associadas aos fungos previamente identificados.

3. Determinar a frequéncia das micotoxinas mais relevantes.

4. Desenvolver, testar e demonstrar novos sistemas agricolas que limitem a presenca dos
fungos produtores de micotoxinas.

Especificos:

5. Implementar um sistema de monitorizagdo de temperatura e teor de humidade durante a
conservagao do milho.

6. Implementar e validar métodos répidos de rastreio de micotoxinas em algumas fases da
produgdo ou armazenamento de milho.

7. Adaptar e implementar métodos de detegdo e identificagdo das principais espécies de
Fusarium.

8. Desenvolver modelos de previsdo e um novo processo de apoio a decisdo, o MICOTOX
ALERT, que integra as etapas antes e apds a colheita para orientar precocemente a valori-
zagdo dos lotes de milho, em funcdo da qualidade do gréo e dos niveis de contaminagéo,
garantindo que a sua introdugdo na cadeia alimentar humana e animal é segura.
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foi implementado durante 3 campanhas de
milho (2018, 2019, 2020 e 2021) e contemplou
4 atividades:

01. 03.

Otimizagao das praticas agricolas; Desenvolvimento de um sistema de
02 apoio a decisdo;

Caracterizagdo dos fungos e 04 .

micotoxinas presentes no gréo a Atividades de demonstracéo,
colheita e durante a conservagédo divulgacdo e disseminag3o.

(pds-colheita);

Otimizagao das praticas agricolas
A otimizagdo das praticas agricolas foi articulada com os diversos parceiros, nomeadamente

no que se refere a escolha das variedades de milho a semear, o tipo de adubo e fitofarmacos
a implementar.

No dmbito desta atividade realizaram-se as seguintes tarefas:
i) Avaliagdo e caracterizagdo do local de instalagdo dos ensaios: delineamento de ensaio

em blocos casualizados na Quinta da Cholda, georreferenciacdo, recolha e anélises (quimi-
cas e bioensaios) de solos.

i) Definicdo dos pardmetros técnicos (aplicagdes de inseticida, fungicidas,

adubacdo de K e N).

iii) Definigdo dos pardmetros qualitativos (espécies de fungos e micotoxinas) a avaliar.
v) Monitorizagdo da cultura no campo.

vi) Monitorizagdo da temperatura e humidade durante a maturagéo gréo.
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Caraterizacao do milho a colheita
e pos-colheita

A caraterizacdo do milho focou-se na detecdo e identificacdo de fungos do género Fusarium e na iden-
tificagdo e quantificagdo das micotoxinas por estes sintetizadas.

Para a caraterizagdo a colheita, o QualiMilho beneficiou das amostras colhidas nas exploragdes agrico-
las dos 5 parceiros do projeto e, ainda das obtidas nos ensaios realizados no Centro de Competéncias
InovMilho localizado na Estagdo Experimental Anténio Teixeira, em Coruche. A caraterizagéo nos dife-
rentes momentos poés-colheita foi feita nas amostras do estudo do processo de armazenagem nos silos
da Agromais.

|dentificacdo e quantificacao
das micotoxinas

No ambito da caraterizacdo da contaminacido com micotoxinas realizaram-se as seguintes tarefas:

i) Selegdo das micotoxinas a avaliar entre as que se encontram listadas para milho ou cereais
no anexo do Reg. (CE) N.° 1881/2006: aflatoxina B1, aflatoxina B2, aflatoxina G1, aflatoxina
G2, ocratoxina A, desoxinivalenol, zearalenona, fumoninsina B1, fumonisina B2, toxina T2.

ii) Definicdo do plano e método de amostragem. No dmbito do QualiMilho, adotdmos o
Método 64-70.02 da AACC para a recolha de tomas tendo em vista a constituicdo de uma
amostra final de 5 kg que devera ser moida na integra antes de ser analisada, processo esse
que é o recomendado pelo método AACC 45-01.01.

iii) Definigdo dos pontos de recolha das amostras e da periodicidade da amostragem duran-
te o armazenamento do gro.

iv) Desenvolvimento, implementagéo e validagdo de uma metodologia multicomposto para
a determinagdo quantitativa simultdnea das varias micotoxinas, por recurso a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS).

v) Implementagdo e validagdo de métodos répidos de rastreio de micotoxinas (imunoensaio
por quimiluminescéncia) com limites de detegdo inferiores aos limites méximos estabeleci-
dos na legislagéo e com capacidade de obtengdo de resultados qualitativos e quantitativos.

vi) Determinagdo da humidade por intermédio de varios métodos de referéncia e expeditos.
Participagdo no circuito inter-laboratorial organizado pelo BIPEA para a revisdo da ISO 6540
‘Maize - Determination of moisture content (on milled grains and on whole grains)'.

vii) Determinagdo de outros pardmetros da qualidade gréo (composi¢do quimica basica,
carotenoides, perfis de viscosidade).
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Caracterizagao micoldgica

No ambito da caracterizagdo da contaminagdo micolégica dos grdos de milho realizaram-se
as seguintes tarefas:

i) selegdo do género a prospetar face & composi¢do da contaminagdo em micotoxinas (Fu-
sarium).

ii) Delineamento experimental dos ensaios a realizar em campo.

iii) Delineamento e implementacdo do protocolo para isolamento de espécies do género
Fusarium e sua identificacdo.

iv) Depdsito de isolados caracterizados na Colegdo do INIAV (MEAN).

v) Selecédo, adaptacédo e implementagdo de métodos de rt-PCR com SybrGreen para detegéo
rapida e precoce de espécies de Fusarium.

Desenvolvimento de um sistema
de apoio a decisao
No ambito da atividade relacionada com o apoio a tomada de decisdo realizaram-se as seguintes
tarefas:

i) Colocagéo de sensores de temperatura e humidade com comunicagéo wireless para mo-
nitorizagdo do milho armazenado. Os dados foram obtidos remotamente em tempo real e
operacionalizou-se a sua consulta em forma gréfica.

ii) Desenvolvimento da base de dados e o front-end da plataforma “MICOTOX ALERT”, com
classificagao de diferentes tipologias de usuarios, produtores (exploragéo agricola) e agrupa-
mento de produtores (armazenamento).

Processos de demonstracao, divulgacao
e disseminacao
No ambito da atividade relacionada com a demonstracdo, divulgacio e disseminacao realizaram-se
as seguintes tarefas:

i) Instalagdo de campos de demostragdo (InovMilho, Quinta da Cholda).

ii) Realizacdo de dias abertos no InovMilho.

iii) Realizagdo de reunides de grupo focais com os parceiros do consércio.

iv) Publicacbes técnicas (Vida Rural, Agriterra) e cientificas.

v) Apresentacdo de poster’s em encontros cientificos.

vi) Organizagdo do Coléquio do Milho.

vii) Elaboragéo de panfleto de divulgagao.

viii) Divulgagdo do projeto e dos contetidos gerados na pagina Web do INIAV
https://www.iniav.pt/projetos/qualimilho e na plataforma da Rede Rural.
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05.7. Definicdo dos parametros técnicos

Com base na informacéo disponibilizada pelos agricultores e da pesquisa de solu¢des
comerciais foram selecionados os seguintes tratamentos:

// Fertilizagdo com macro e micronutrientes (N, P e Zn)

// Fertilizagdo com macronutrientes (K, Mg e S) usando Patentkali, (K + S Minerals
and Agriculture GmbH, Alemanha).

// Aplicagdo do bioestimulante F-BAC (EIBOL lIbérica, S. L. Valencia, Espanha)
a base de N, P e Zn (com efeito semelhante a antifingico).

// Aplicagdo do bioestimulante Nefusoil (EIBOL Ibérica, S. L. Valencia, Espanha)
a base de N, P e K no solo.

// Variedades de milho: V1, V2, V3, V4, V5, Vé.

05.2. Caraterizacao dos solos

Em 2019 tomaram-se 5 amostras representativas de parcelas de 3 exploragdes agricolas: Es-
tacdo Anténio Teixeira; Quinta da Cholda (Testemunha); Quinta da Cholda (F-BAC); Arminda
da Luz e S.A. Quinda da Labruja. Com base na informacéao disponivel sobre as caracteristicas
pedolégicas dos solos, identificou-se uma parcela, objeto de estudo na Quinta da Cholda,
para a instalagdo de ensaios em 2019 e 2020.

Em 2020 tomaram-se 9 amostras de solos representativas da diversidade pedolégica e dos
tratamentos realizados na parcela da Quinta da Cholda (Figura 1). Os resultados obtidos
foram comparados com uma amostra de solo de um caminho da Estagdo Experimental An-
ténio Teixeira. A qualidade quimica e sanitéria dos solos foi avaliada através de anélises
fisico-quimicas e de um bioensaio com feijdo, respetivamente.

CEa (mS/m)
[0 >=1 Areia Grossa

C1-5  AreiaFina

I 5-15 Franco-arenoso

B 15-25 Franco .

m>25  Amgiloso Figura 1.

Legenda Representacéo grafica do delineamento
e Amostras de terra

2*recolha de amostragem de solo realizada em
2020 para analise quimica e bioensaios.
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Analises fisico-quimicas

Os resultados das andlises fisico-quimicas dos solos amostrados em 2019 s&o apresentados
na Tabela 1.

Os resultados das anélises dos solos amostrados na parcela da Quinta da Cholda revelam
maiores teores de matéria organica e niveis de macro e nutrientes superiores aos amostrados
nas parcelas das restantes exploragdes.

Os resultados das andlises fisico-quimicas dos solos amostrados em 2020 s&o apresentados
na Tabela 2.

As amostras de solos da Quinta Cholda (Onias 1-9) revelam niveis de macro e nutrientes mui-
to superiores (excetuando o zinco) aos da amostra do caminho da Estagdo Anténio Teixeira.
Sobretudo no solo arenoso da Quinta da Cholda, os niveis de fosforo extraivel detetados
foram muito elevados. Este resultado é extremamente relevante para o agricultor. Tendo em
conta que o F-BAC é um fertilizante rico em fésforo, revela-se desaconselhavel o seu uso
nestes tipos de solo.

TABELA 1

Amostra Textura pH Mat. Org. Fésforo Potassio Mgext. Feext. Mnext. Znext. Cuext. Boroext.
(%) ext. (P,0,, ext. (K,0, (mg/ kg) (mg/ kg) (mg/ kg) (mg/ kg) (mg/ kg) (mg/ kg)

mg/ kg) mg/ kg)

Estacao Grosseira 1,55 130 12 14 <0,20

Antonio Teixeira

Quinta da Fina 1,60 283 278 4,5 0,71

Cholda (Test)

Quinta da Fina 1,73 283 344 8,3 0,70

Cholda (FB)

Arminda Luz Fina 1,60 259 294 4,9 0,51

S.A. Quinta Média 1,03 151 109 2,5 <0,20

da Labruja

Tabela 1. Resultados das andlises fisico-quimicas de amostras de solo recolhidas de 5 parcelas de 4 exploragées agricolas: Estacdo Antdnio Teixeira;
Quinta da Cholda (Testemunha), Quinta da Cholda (F-BAC), Arminda da Luz e S.A. Quinta da Labruja.
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TABELA 2
Amostra Textura pH Mat. Org. Fésforo  Potassio Mg ext. Fe ext. Mnext. Znext. Cuext. Boro ext.
(%) ext. (P,0, ext. (K0, (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
mg/ kg) mg/ kg)
Onias 01 Fina 8,0 1,15 565 204 195 219 >110 6,9 19,5 0,66
Onias 02 Fina 8,2 1,10 440 199 202 181 >110 4,2 18,2 0,62
Onias 03 Fina 8,1 1,10 399 283 178 188 >110 4,3 14,5 0,63
Onias 04 Fina 8,3 1,65 599 283 280 210 >110 2,0 1.1 0,71
Onias 05 Fina 8,1 1,40 518 331 285 175 >110 3,8 11,6 0,71
Onias 06 Fina 7,9 1,40 411 331 277 332 >110 2,8 14,3 0,77
Onias 07 Fina 8,1 1,65 620 427 273 259 >110 4,5 13,3 0,79
Onias 08 Fina 8,0 1,40 881 283 191 231 >110 57 17,0 0,59
Onias 09 Fina 7,6 1,50 457 427 180 389 91 3,3 14,0 0,73
EEAT Grosseira 5,7 1,55 250 130 92 12 76 14 1,8 <0,20

Tabela 2. Resultados das andlises fisico-quimicas das 10 amostras de solo recolhidas nas parcelas em estudo na Quinta da Cholda (Onias 1-9) e do
caminho da Estacdo Antdnio Teixeira (EEAT). Onias 01 - Testemunha franco; Onias 02 - Nefusoil franco; Onias 03 - Nefusoil argiloso; Onias 04 - F-Bac
franco; Onias 05 - F-Bac argiloso; Onias 06 - Blocos casualizados franco; Onias 07 - Blocos casualizados argiloso; Onias 08 - Testemunha arenoso;
Onias 09 - Blocos casualizados arenoso.

Bioensaio com feijao

O teste de bioensaio para avaliar a sanidade radicular é uma medida do grau dos sintomas
que as raizes de plantas sensiveis apresentam quando cultivadas por um determinado perio-
do em condiges controladas. E avaliado por inspecdo visual apés a lavagem das raizes, pelo
tamanho da raiz, cor, textura e presenca ou auséncia de danos potencialmente causados
por organismos patogénicos radiculares. A presséo patogénica é classificada de 2. a 9 e os
nimeros mais altos indicam um maior dano induzido por organismos patogénicos, como o
Fusarium. Uma elevada pressdo patogénica indica que os organismos causadores de doen-
cas estdo presentes sem que outros organismos sejam capazes de os suprimir, revelando um
desequilibrio do microbioma do solo.

Figura 2.

Estagio Quinta da Cholda  Quinta da Cholda SA. Arminda ; ) o . ) . .
Anténio Teixeira (Test) (FB) Quinta da Labruja Luz Bioensaio com feijdo que evidencia a sanidade radicular

das amostras de solos recolhidas em 2019 de 5 parcelas.
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O bioensaio com o feijdo foi adotado para avaliar a qualidade do solo. O protocolo adotado
foi o do Soil Health Laboratory, University of Cornell, USA (adaptado de Abawi, et al, 2004') em
que aproximadamente 200 mL de solo fresco de cada uma das 5 amostras (2019) e 10 amos-
tras (2020) provenientes das parcelas foram colocados em vasos. Cada amostra de solo foi
ensaiada em 5 vasos e em cada vaso foi plantada uma semente de feijao (Phaseolus vulgaris,
variedade Wyatt de Harris-Moran, USA). As plantas foram mantidas em estufa sob condi¢ées
controladas e regadas regularmente durante 4 semanas. As plantas foram posteriormente re-
movidas dos seus recipientes e as raizes lavadas e classificadas como descrito no protocolo.

Os resultados obtidos em 2019 mostraram que as raizes das plantas de feijdo cultivadas nos
solos amostrados da Estagdo Anténio Teixeira e Quinta da Cholda (Testemunha) apresentam
textura branca grossa e aspeto saudavel. Em contrapartida, as raizes das plantas cultivadas
nos solos das parcelas da S.A. Quinta da Labruja e Arminda da Luz apresentam lesdes e sin-
tomas de presencga de organismos patogénicos (Figura 2).

Os resultados obtidos em 2020 mostraram que as raizes das plantas cultivadas nos solos das
parcelas da Estagdo Experimental Anténio Teixeira e Quinta da Cholda- Onias 02, 05, 01, 06
e 04 apresentam textura branca grossa e aspeto saudavel. Em contrapartida, as raizes das
plantas cultivadas nos solos das parcelas Onias 09, 07, 08, 03 apresentam lesGes e sintomas
de presencga de organismos patogénicos (Figura 3).
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Figura 3. Bioensaio com feijdo que evidencia a sanidade radicular das amostras de solos recolhidas em 2020
da Estacao Experimental Anténio Teixeira e Quinta da Cholda.

" Abawi, G.S., J.W. Ludwig, C.H. Petzoldt. 2004. Assessing root health by a soil bioassay with beans
as an indicator of soil health. Phytopathology 94:(Suppl.): S1
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Detecao de Fusarium spp.

Para além da anélise das raizes dos feijoeiros, foi feita a dete¢do de Fusarium spp. e respetiva
identificagdo.

Em 2019, cortou-se e plagqueou-se 10 fragmentos das raizes e 5 dos caules de cada amos-
tra de feijoeiros, seguindo-se 0 mesmo procedimento definido para a anélise dos gréos de
milho (ver ponto 05.3.2.). Nestas amostras apenas foi feita identificagdo morfoldgica, tendo
sido identificadas as espécies F. verticillioides e F. oxysporum (Figura 4).

As plantas das quais foi possivel obter mais isolados de Fusarium foram as provenientes do
solo da Quinta da Cholda. Por outro lado, as plantas provenientes de S.A. Sdo Jo&do de Brito
foram as que resultaram num menor nimero de isolados de Fusarium spp. (Figura 4). Estes
resultados quantitativos, no entanto, ndo sdo extrapolaveis, atendendo a que o nimero de
plantas de feijoeiro recebidas ndo foi o mesmo para todas as parcelas e ndo foram feitos
nem controlos nem réplicas que nos permitam compreender o significado e veracidade dos
resultados obtidos. Desta forma, em 2020 fez-se o melhoramento do método e repetiu-se o
bionsaio, com novas amostras de diferentes tipos de solo provenientes da Quinta da Cholda.

Em 2020, a detegédo de Fusarium spp. foi realizada apenas nas raizes dos feijoeiros. Cortou-
-se e plaqueou-se 3 fragmentos das raizes de cada planta de feijoeiro. Para cada tipo de solo
amostrado, realizou-se o ensaio com 4 plantas, totalizando 12 pedagos de raizes analisados
por cada tipo de solo de cada parcela. Na anélise das raizes seguiu-se 0 mesmo procedimen-
to definido para a analise dos gréos de milho (ver ponto 05.3.2.). Nestas amostras apenas
foi feita identificagdo morfolégica, tendo sido identificadas F. solani e F. oxysporum. Estas
espécies em condigdes normais ndo tém implicagdes relevantes para a produgdo de milho
sendo que sdo fungos saprdfitas e estdo naturalmente presentes no solo. Na parcela tratada
com Nefusoil, os feijoeiros em que mais isolados de Fusarium foram detetados foram os que
cresceram em solo franco, enquanto nos blocos casualizados foram os que cresceram em
solo arenoso (Figura 5).
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04

02

00
Quinta Quinta Estacdo S.A. S.A.
da Cholda da Cholda Anténio Quinta S&o Jodo
(F-BAC) (testemunha) Teixeira da Labruja de Brito

(EEAT)
F. verticilliodes F. oxysporum Fusarium spp.
Figura 4.

Resultados da anélise micolégica para Fusarium spp. das plantas de feijoeiro provenientes do bioensaio de
2019 com solo das diferentes parcelas.
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Nefusoil Testemunha

Na parcela da testemunha, os feijoeiros apresentaram elevados nimeros de isolados em
ambos os tipos de solo (franco e arenoso). O solo argiloso foi o que, em média, menos
isolados de Fusarium apresentou. Contudo, tendo em conta que diferentes culturas tendem
a ter maior propensédo para diferentes tipos de fungos, o facto de nao se ter usado milho
para fazer a anélise micolégica pode ndo permitir o isolamento das espécies de Fusarium
presentes no solo que tendem a infetar o milho e contamina-lo com fumonisinas. Desta
forma, a diversidade e distribuigdo das espécies de Fusarium encontradas nestes feijoeiros
podem ndo ser extrapolaveis para o milho. Alids, atendendo a elevada contaminagdo dos
gréos de milho com F. verticillioides e F. subglutinans, e sabendo que a entrada dos fungos
patogénicos no milho se da essencialmente pela raiz, seria de esperar que fossem essas as
espécies mais comumente isoladas nos feijoeiros. Uma vez que tal ndo se verificou, podemos
concluir que o bioensaio com feijoeiros é Util para avaliar a qualidade das caracteristicas do
solo, porém pode nao ser adequado a pesquisa de fungos potencialmente patogénicos de
outras culturas como o milho.

Caraterizacao das colheitas

O plano de amostragem do grao para caraterizagdo das colheitas de 2018, 2019 e 2020
incidiu em diferentes modalidades dos ensaios conduzidos em Coruche, na Estagdo Experi-
mental Anténio Teixeira (EEAT), na Golegd e na Quinta da Cholda.

Amostragem no campo para detegao
de fungos no grao

Em 2018, a amostragem de milho foi feita na S.A. Sdo Jodo de Brito, na S.A. Quinta da
Labruja e na Quinta da Cholda. Em todas as explora¢des agricolas foi amostrada a parcela
com o tratamento e a respetiva testemunha sendo que na S.A. Sédo Jodo de Brito foram usa-
dos Nefusoil e F-BAC, na S.A. Quinta da Labruja foi usado somente Patentkali e na Quinta
da Cholda foi aplicado o F-BAC. De cada modalidade foi retirada uma amostra de 10 Kg,
aquando da colheita do campo, por um método 3-D. Dos grdos colhidos foram também
analisadas subamostras apds 4 e 6 meses de armazenamento em barricas, simulando as con-
digbes do silo. Cada subamostra consistiu em 5 Kg de gréos e foi colhida por um método 3-D

Franco
Média

Arenoso Argiloso

Figura 5.

Resultados da anélise
micolégica para Fusarium
spp. as plantas de feijoeiro
provenientes do ensaio de
2020, por parcela da Quinta
da Cholda e tipo de solo,
num total de 12 pedacos de
raiz analisados.



apds a mistura do grao contido na barrica. Depois de 4 meses de armazenamento,
foram retiradas para anélise micoldgica as amostras correspondentes as analisadas
aquando da colheita de milho, enquanto que apds os 6 meses (quando foi detetado
um pico de CO2) apenas foram retiradas para analise micolégica as amostras: F-BAC
e testemunha da Quinta da Cholda e Patentkali da S.A. Quinta da Labruja. Uma vez
que esta metodologia mostrou ter falhas ao nivel da representatividade dos campos,
em 2019 fez-se um aprimoramento ao método.

Nos anos 2019 e 2020, a amostragem de grdos de milho para analise micoldgica foi
feita apenas na Quinta da Cholda, aquando da colheita. As modalidades na Quinta da
Cholda incluiram o tratamento com F-BAC, com Nefusoil e a respetiva testemunha.
O gréo foi amostrado diretamente da tremonha ou reboque do trator, com recurso a
uma sonda de amostragem vertical segmentada (com 7 cdmaras), como a represen-
tada na Figura 6.

Este tipo de sonda permitiu a recolha aos varios niveis de profundidade, permitindo
uma amostragem mais representativa da heterogeneidade do campo.

Cada modalidade do ensaio de 2019 e da sua repeti¢do de 2020, composta por 48
linhas, foi dividida em quatro porgdes de 12 linhas. No fim da colheita de 12 linhas
de milho foi feita uma amostragem, o que corresponde a 4 réplicas por cada modali-
dade. Cada amostra compds-se de 10 incrementos, permitindo em cada um retirar 7
tomas representativas da profundidade do atrelado, totalizando 70 tomas por réplica
(5 Kg), ou seja, 280 tomas por modalidade (20 Kg). A realizagdo de réplicas, para
além de nos permitir avaliar a heterogeneidade dos campos, também nos possibilita
fazer uma anélise estatistica dos resultados obtidos, resultando numa avaliagdo mais
coerente e realista, facilitando a tomada de decisdes futuras.

Em 2020, foi feito também um novo ensaio, noutra parcela da mesma exploragdo
agricola (Quinta da Cholda), em blocos casualizados (Figura 7).

Cada modalidade foi feita aleatoriamente em 3 blocos, de 12 linhas cada, contem-
plando diferentes tipos de solo. Este ensaio visou validar os resultados obtidos nas
parcelas comuns a 2019 e 2020 (Figura 7). A amostragem do gréo foi feita da mesma
forma, totalizando 70 tomas (5 Kg) por cada bloco casualizado, ou seja, 210 tomas (15
Kg) por cada modalidade.

Onias

CEa (mS/m)

M 15-25 Franco

Quinta da Cholda

[1>=1 Areia Grossa
d1-5 Areia Fina
M 5-15 Franco-arenoso

W >25 Argiloso
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Figura 6
Sonda de amostragem
de grdo com 3 cdmaras.

Figura 7. Delineamento experimental
adotado na campanha de 2020. As trés
modalidades de maior comprimento foram
efetuadas de acordo com o realizado

em 2019; as modalidades transversais
representam os blocos casualizados.
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Detecao dos fungos no grao

Uma vez que as micotoxinas que apresentaram valores mais elevados foram as Fumonisinas
B1 e B2, produzidas essencialmente por espécies do género Fusarium, a pesquisa de fungos
no gréo foi direcionada as espécies que pertencem a este género. Assim, foram desenvolvi-
das e implementadas metodologias para a dete¢do e identificagdo de Fusarium spp.

A detecdo das espécies de Fusarium presentes nos graos de milho foi feita recorrendo aos
métodos de micologia classica por plaqueamento de 50 grdos de cada amostra, previa-
mente desinfetados superficialmente, no meio de cultura seletivo MGA (Malachite Green
Agar). A desinfegdo superficial foi feita com NaOCI (hipoclorito de sédio) a 1,5%, durante 5
minutos, seguida de trés lavagens com agua destilada esterilizada e secagem ao ar, dentro
da camara de fluxo em papel de filtro estéril. O plaqueamento dos gréos foi feito segundo o
esquema de um grdo no centro e um grdo por quadrante, totalizando 5 gréos por placa de
MGA e 10 placas por amostra. As placas foram incubadas a 27°C durante 7 dias, com 12h de
luz e 12h de escuriddo. Apds os 7 dias de incubacgéo, as placas foram observadas e as colé-
nias de Fusarium spp. foram quantificadas e repicadas pela técnica de “esporo Unico” para
placas de PDA (Potato Dextrose Agar). Estas placas foram também incubadas durante 7 dias,
sob as mesmas condigdes, acima referidas e, apds os 7 dias, as culturas foram observadas,
agrupadas em morfotipos e novamente repicadas.

A identificagdo das culturas foi feita por observagdo das caracteristicas macro e microscépi-
cas desenvolvidas ap6s repicagem para CLA (Carnation Leaf-piece Agar) e SNA (Spezieller
Néhrstoffarmer Agar) e incubagdo durante 10 dias, sob as condigdes acima referidas. Apos
esses 10 dias, os isolados foram analisados e identificados até a espécie. Sempre que ne-
cessario, essa identificagdo foi confirmada por técnicas de biologia molecular, como a am-
plificagdo por PCR convencional e sequenciagdo do gene TEF-Ta (Translation elongation
factor-1a). Para além disso, para controlo interno da qualidade das identificagdes morfolé-
gicas, foram selecionados, ao acaso e regularmente, alguns isolados para sua confirmagao
por biologia molecular.

Para realizar as técnicas de Biologia Molecular acima referidas, foi necessario otimizar um
método rapido de extragdo de DNA flngico, usando 200 a 400 pL de Chelex a 5% e esfe-
ras de vidro. Este método consiste no rebentamento das membranas celulares dos fungos
por fricgdo com esferas de vidro quando agitadas a elevada frequéncia (30 Hz durante 30
segundos). A incubacéo a elevada temperatura (95°C durante 20 minutos) resulta na expo-
sicdo do DNA. Este é depois purificado por gradiente de densidade. Ap6s a separagdo de
fases (15000 rpm durante 1 minuto) recolhe-se o sobrenadante que contém o DNA. A PCR
convencional decorreu no volume final de 25 pL de mix dos quais 3 pL eram de DNA. A mix
consistiu em 5 pL de tampéo da enzima (5x), 1,5 pL dos primers EF1-728F e EF1-986R (10
pM), 1,5 pL de dNTPs (10 mM), 2,5uL de MgCI2 (25 mM), 0,3 L da enzima GoTaq G2Flexi
(5 U/uL) e 9,7 pL de agua ultrapura com qualidade molecular. O ciclo térmico a que se fez a
PCR encontra-se descritas na Tabela 3.

Apds a PCR, foi necessério confirmar a amplificagdo do fragmento alvo, purifica-lo e sequen-
cid-lo. A confirmagéao foi feita por eletroforese em gel de agarose 2% (m/v) e a purificagédo foi
feita usando 2 pL de EXOSTAR por cada 5 plL de produto PCR e incubando a 37°C e 80°C
durante 15 minutos cada. A sequenciagéo foi feita usando o método de Sanger e os mesmos
primers que na PCR.
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TABELA 3

Desnaturacdo inicial 94°C 5 min. 1x
94°C 45 seg.
52°C 30 seg. 39x
72°C 90 seg.

Extensao final 72°C 7 min. 1x

A anélise das sequéncias obtidas foi feita utilizando o software Chromas 2.6.6, seguindo-se
a comparagdo destas com a base de dados do NCBI e posterior obtengdo do resultado da
identificacdo de cada isolado & espécie.

Em 2019, fez-se também a pesquisa de Fusarium spp. em sementes de milho do lote utili-
zado na Quinta da Cholda. Uma vez que as sementes tém um revestimento constituido, em
parte, por fungicidas e antibidticos, antes de proceder ao normal protocolo, foi necessario
fazer duas lavagens em &gua destilada esterilizada, em agitagdo durante 28 horas. Apds a
pré-lavagem, as sementes foram deixadas a secar ao ar, dentro da cdmara de fluxo laminar,
durante a noite. Apds a secagem, procedeu-se ao mesmo protocolo acima descrito para a
pesquisa de Fusarium spp. em graos.

As anélises estatisticas relativas aos dados obtidos com as anélises micoldgicas foram rea-
lizadas com recurso ao software Past 4.03). Primeiramente, foram realizados os testes de
homogeneidade (teste de Levene), homocedasticidade (Teste F) e normalidade (Teste Sha-
piro-Wilk). Quando os trés testes resultaram, simultaneamente, em p-values superiores a
0,05, foi aplicado o teste ANOVA, enquanto o teste Kruskal-Wallis foi aplicado quando pelo
menos um dos p-values foi inferior a 0,05. Para p-values superiores a 0,05 nos testes de
ANOVA ou Kruskal-Wallis, considerou-se que as amostras analisadas ndo eram estatistica-
mente diferentes.
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Resultados das amostras
da campanha de 2018

Nas amostras colhidas na campanha de 2018, verificou-se um aumento da percenta-
gem de grédos contaminados com Fusarium spp. sempre que foram aplicados trata-
mentos, comparando com as respetivas testemunhas (Figura 8).

A aplicagdo de F-BAC foi o tratamento que apresentou menor aumento de gréos
contaminados, com uma diferenga de apenas 4 gréos na Quinta da Cholda e 5 na
S.A. S&o Jodo de Brito, relativamente as respetivas testemunhas. A aplicagdo de Ne-
fusoil e Patentkali resultou em valores de contaminagdo com Fusarium spp. muito
semelhantes, com 98 e 92% dos gréos contaminados, respetivamente. A distribuigdo
das espécies encontradas, do género Fusarium, foi semelhante entre as amostras
com uma predominancia evidente de F. verticillioides, seguindo-se F. subglutinans.
Apenas a amostra tratada com Nefusoil (S.A. SIB) apresentou uma espécie predomi-
nante diferente, com 57% dos grdos contaminados por F. subglutinans e 43% por F.
verticillioides. Relativamente a diversidade de espécies, detetou-se F. verticillioides
(em todas as amostras), F. subglutinans (em F-BAC na Q.Cholda, Nefusoil em S.A. SJB
e Patentkali e testemunha da S.A. Quinta da Labruja), . graminearum (na testemunha
da Q.Cholda) e F. proliferatum (na testemunha de S.A. SJB).

Nas amostras retiradas apds 4 meses de armazenamento, verificou-se novamente um
aumento do nimero de gréos contaminados com Fusarium spp. nos tratados relati-
vamente as respetivas testemunhas (Figura 9).
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Da mesma forma, aquando do pico de CO: (apds 6 meses de armazenamento), foi
possivel verificar um aumento do niimero de gréos contaminados com Fusarium spp. na
amostra tratada com F-BAC (Quinta da Cholda) relativamente a testemunha. A distribui-
¢do das espécies encontradas, permaneceu com a predominancia de F. verticillioides,
seguindo-se F. subglutinans. Relativamente a diversidade de espécies, detetou-se F. ver-
ticillioides e F. subglutinans (em todas as amostras), F. proliferatum (Nefusoil de S.A. Séo
Jo&o de Brito e Patentkali na S.A. Quinta da Labruja), F. graminearum (Patentkali da S.A.
Quinta da Labruja) e F. oxysporum (F-BAC de S.A. SIB). Contudo, aquando do pico de
COz, apenas foi possivel detetar F. verticillioides e F. subglutinans, sendo F. verticillioides
a espécie predominante nas 3 amostras.

No total, da campanha de 2018, cinco dos isolados perderam viabilidade antes de ser
possivel identifica-los até a espécie, pelo que o resultado foi reportado como Fusarium spp.

Comparando os resultados obtidos nas amostras aquando da colheita de milho e apds
o armazenamento, é possivel verificar que quando o tratamento foi o reforgo da fertili-
zagdo com Nefusoil (N, P K) ou Patentkali (K, Mg S), a percentagem de gréos contami-
nados com Fusarium spp. diminuiu drasticamente dentro da barrica (Figura 10). Porém,
também a testemunha colhida na propriedade da S.A. Quinta da Labruja apresentou
uma diminuigdo drastica da percentagem de grdos contaminados com Fusarium spp.,
de forma muito semelhante ao milho tratado com Patentkali (Figura 10. B).

Desta forma, é possivel que o uso de Patentkali ndo acrescente qualquer efeito benéfico
nestes terrenos da S.A. Quinta da Labruja, antes pelo contrério, atendendo a elevada
percentagem de gréos contaminados com Fusarium spp. Na S.A. Sdo Jodo de Brito, por
outro lado, parece ser possivel observar o efeito da fertilizagdgo com Nefusoil na presen-
ca de Fusarium spp. nos grdos de milho, no entanto contrario ao que seria desejado
(Figura 10. A). Contudo, dada a falta de réplicas e outros dados, ndo é possivel afirmar
que a relagdo detetada entre o tratamento e a presenca de Fusarium spp. no milho seja
consistente.

A diminuicdo de grdos contaminados com Fusarium spp. apds o seu armazenamen-
to ndo significa, no entanto, necessariamente, uma diminuicdo dos metabolitos destas
espécies, ou seja, do teor de micotoxinas. Apds a colheita, a alteragdo das condigbes
ambientais e do teor de humidade do grdo pode levar a um aumento, por um lado, do
stress exercido sobre as espécies de Fusarium spp. e, por outro, da suscetibilidade do
grdo. Assim, as estirpes de Fusarium capazes de produzir fumonisinas podem ser mo-
tivadas a produzir mais, levando ao aumento das quantidades de micotoxinas no gréao,
apesar do decréscimo da percentagem de gréos contaminados com Fusarium spp.

Relativamente & aplicagéo de F-BAC, verificou-se um ténue aumento da percentagem
de graos contaminados com Fusarium spp., dentro da barrica, relativamente a aquando
da colheita, quer na S.A. Sdo Jodo de Brito (S.A. SJB; mais acentuado) quer na Quinta
da Cholda (JC; menos acentuado) (Figura 11).

o—eo Tratado com K, Mg e S

Figura 10.

Resultados da campanha

de 2018 sobre o efeito da
fertilizagdo na percentagem de
gréos de milho contaminados
com Fusarium spp.

A. Resultados da fertilizacdo
com azoto, fésforo e potéssio
(Nefusoil), na S.A. Sdo Jodo

de Brito; B. Resultados da
fertilizagdo com potéssio,
magnésio e enxofre (Patentkali),
na S.A. Quinta da Labruja.
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Comparando estes resultados com as respetivas testemunhas, é possivel observar
que o comportamento das retas das amostras tratadas e da testemunha da Quinta da
Cholda sdo semelhantes, pelo que o tratamento néo aparenta estar relacionado com
esse aumento. Relativamente as amostras da S.A. S3o Jo3do de Brito, na testemunha
verificou-se uma diminuicdo de 4%, enquanto no F-BAC se verificou um aumento
de 6%, o que nado constitui uma alteragdo significativa dos resultados. Desta forma,
o F-BAC né&o aparenta ter efeito no aumento ou diminui¢do de grdos de milho con-
taminados com Fusarium durante o armazenamento. No que respeita a diversidade
de espécies de Fusarium encontradas nos gréos de milho, em todas as amostras de
milho sujeitas aos tratamentos verificou-se o aumento da diversidade de espécies
com o armazenamento (Figura 12), a semelhanca do j& reportado para Aspergillus
em amendoim (Xing et al., 2016). Esse aumento de diversidade deve-se ao aumento
da prevaléncia de outras espécies que aquando da colheita do milho existiam em
tdo pouca quantidade, comparando com as espécies predominantes, que ndo eram
sequer detetadas.

Com o armazenamento, o stresse causado aos fungos existentes é tal que permite
que as espécies menos suscetiveis a essas condi¢des proliferem sobre as mais sus-
cetiveis, alterando os perfis de diversidade observados. Porém, estas alteragdes na
diversidade de espécies, associadas ao stresse que existe sobre as espécies, pode le-
var a um aumento da contaminagdo do milho com micotoxinas. As espécies/estirpes
capazes de produzir micotoxinas irdo produzi-las de modo a competir tanto quanto
possivel com as outras espécies de fungos menos suscetiveis as condigdes de arma-
zenamento, com o objetivo de as eliminar e assegurar a sua propria sobrevivéncia.
Assim sendo, espera-se observar um aumento da diversidade de espécies e contami-
nagdo do milho com micotoxinas apds o armazenamento.

Nas amostras em que o teor de fumonisinas, logo na altura da colheita, foi superior
a 4000 pg/kg, nao foi possivel relacionar este pardmetro com o aumento da diver-
sidade de Fusarium spp. (S.A. Sdo Jodo de Brito e testemunha da S.A. Quinta da
Labruja). No entanto, no caso do milho tratado (Patentkali) da S.A. Quinta da Labruja
foi possivel verificar que com o armazenamento ocorreu um aumento significativo de
fumonisinas (de 2656 pg/kg para > 4000 pg/kg), acompanhado de um decréscimo
da presenca de gréos infetados com Fusarium spp. e um aumento da diversidade de
espécies encontradas (Figuras 10-A e 12). O mesmo acontece com o milho tratado
(F-BAC) na Quinta da Cholda, em que, com o armazenamento houve um aumento de
fumonisinas (de 1709 pg/kg para 3312 pg/kg), acompanhado de um decréscimo da
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presenca de Fusarium spp. e um aumento da diversidade de espécies encontradas
(Figuras 11 e 12). Por outro lado, na Quinta da Cholda, a testemunha manteve os
niveis de fumonisinas (2140 pg/kg a colheita e 2118 pg/kg na barrica) e de conta-
minagdo por Fusarium spp. assim como a sua diversidade. Estes resultados vao de
encontro com a hipdtese acima descrita, ou seja, serd o aumento da diversidade de
espécies o que leva a um aumento dos niveis de micotoxinas e ndo propriamente o
nimero de grdos contaminados. Contudo, quanto maior for a quantidade de gréos
contaminados, maior serd o indculo e maior serd a escala de aumento das micotoxi-
nas aquando do aumento da diversidade de espécies.

COM TRATAMENTO TESTEMUNHAS

A colheita Barrica A colheita Barrica

T EE— I T iiiimm—
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I F. verticillioides F. subglutinans M F. proliferatum Outras espécies

Comparacao da diversidade de espécies de Fusarium das amostras colhidas aquando da colheita do milho
e apds 4 meses de armazenamento.
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Resultados da campanha de 2019 sobre o efeito da aplicacdo de F-BAC e Nefusoil na percentagem de grédos de milho contaminados com Fusarium

spp. e respetiva distribuicdo de espécies, na Quinta da Cholda.

Resultados das amostras

da campanha de 2019

Na campanha de 2019, apenas foi realizada a anélise mi-
cologica aos grdos de milho amostrados na Quinta da
Cholda aquando da colheita, totalizando 12 amostras: 4
réplicas de milho tratado com F-BAC; 4 réplicas de milho
tratado com Nefusoil; e 4 réplicas de milho sem trata-
mento extra (testemunha). Nesse ano e contrariamente
ao ano anterior, ndo se verificou um aumento significa-
tivo da percentagem de gréos contaminados com Fusa-
rium spp. devido a aplicagdo dos tratamentos (fertiliza-
cdo com Nefusoil e F-BAC) (p=0,3425; a=0,05), (Figura
13).

No entanto, houve uma réplica de milho tratado com
F-BAC que apresentou uma prevaléncia de gréos conta-
minados com Fusarium spp. muito superior as restantes
réplicas (de 60 a 62%) (outlier). Este resultado sugere que
as condi¢des do campo de milho onde foi experimenta-
da esta modalidade ndo sdo homogéneas, realcando a
necessidade e importancia de fazer réplicas aquando da
amostragem. De facto, o produtor afirmou ter detetado
indicios de encharcamento numa zona do campo abran-
gida por essa réplica, o que podera justificar essa discre-
pancia relativamente as restantes réplicas. Relativamente
a diversidade e distribui¢do das espécies encontradas,
F. verticillioides e F. subglutinans séo as espécies que se
destacam como predominantes (Figura 13). F. prolifera-
tum apenas foi encontrado numa amostra (réplica 4 do
tratamento com F-BAC), em 2 dos 6 grdos que testaram
positivo para Fusarium spp. (Figura 13). Este resultado,
mais uma vez mostra a heterogeneidade do campo.

A diferenca dos resultados obtidos em 2018 e 2019 é
plausivel e pode dever-se a trés grandes fatores:

1) Em 2018 n&o se fizeram réplicas, pelo que a amostra-
gem nao foi representativa do campo, podendo a amos-
tra analisada corresponder por exemplo a um outlier
(como aparenta acontecer com a réplica 3 do milho tra-
tado com F-BAC na Quinta da Cholda em 2019);

2) As condigbes e fatores bidticos e abidticos presentes
na S.A. Sdo Jodo de Brito ndo sdo iguais aos existentes
na Quinta da Cholda, pelo que a sua influéncia nos efei-
tos dos tratamentos seréd naturalmente diferente, geran-
do resultados dispares (em 2018, o aumento da presenca
de Fusarium spp. na S.A. Sdo Jodo de Brito foi mais in-
tenso do que na Quinta da Cholda);

3) Tratando-se de campanhas de anos diferentes, as
condic¢des climatéricas e os fatores bidticos e abidticos
nio sdo, necessariamente, os mesmos, influenciando e
gerando resultados provavelmente diferentes, o que jus-
tificou a necessidade de mais um ano de observacdes
(2020).

Acessoriamente, para despiste da origem da contami-
nagdo com Fusarium spp., foram analisadas duas répli-
cas dos graos utilizados na sementeira da campanha de
2019, tendo ambas sido negativas para a presenga de
isolados de Fusarium spp. viaveis.
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Resultados das amostras
da campanha de 2020

Em 2020, foi realizada a anélise micoldgica aos grdos de milho amostrados na Quinta da
Cholda aquando da colheita, totalizando 21 amostras de grdos de milho. Destas, 12 amos-
tras foram colhidas nas mesmas parcelas do ano anterior: 4 amostras de milho tratado com
F-BAC; 4 de milho tratado com Nefusoil; e 4 de milho sem tratamento extra (Testemunha).
Para além disso, foram colhidas e analisadas mais 9 amostras, provenientes de blocos casua-
lizados: 3 de milho tratado com F-BAC; 3 de milho tratado com Nefusoil; e 3 de milho sem
tratamento (Testemunha).

No que respeita as parcelas comuns a 2019, contrariamente ao observado nesse ano, néo
foram detetados picos da presenga de Fusarium spp. em nenhuma das réplicas dos diferen-
tes tratamentos. As percentagens de contaminagdo com Fusarium foram muito semelhantes
entre as diferentes réplicas e tratamentos, oscilando entre os 12 e 32% (Figura 14)
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Figura 14
Resultados da campanha de 2020 sobre o efeito da aplicacdo de F-BAC e Nefusoil na percentagem de gréos de milho contaminados
com Fusarium spp. e respetiva distribuicdo de espécies, nas parcelas comuns a 2019, na Quinta da Cholda.

Assim, os tratamentos com F-BAC e Nefusoil resultaram numa média de 11 gréos contami-
nados com Fusarium spp., enquanto a testemunha apresentou uma média de 12 gréos con-
taminados, ndo havendo diferencas significativas entre as modalidades (p=0,8393; a=0,05).
Relativamente a distribuicdo e diversidade de espécies, apenas foram detetadas trés espé-
cies (ndo foi possivel identificar até a espécie 1 isolado), nomeadamente: F. verticillioides, F.
subglutinans e F. proliferatum. F. verticillioides foi a espécie predominante em todas as amos-
tras, excetuando na réplica 1 da testemunha, em que 58% dos isolados foram identificados
como F. subglutinans. F. proliferatum apenas foi detetado em duas amostras (réplicas 2 de
F-BAC e testemunha) enquanto F. subglutinans foi detetado em todas as amostras, tendo
sido identificado em 11 a 58% dos isolados.

Relativamente a contaminagdo dos grdos com Fusarium spp. nas amostras colhidas nos
blocos casualizados, também ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas
(p=0,6611; a=0,05). As réplicas referentes ao tratamento com F-BAC apresentaram valores
entre os 4 e 20% (média de 6 gréos contaminados) e as réplicas do tratamento com Nefusoil
entre os 14 e 28% (média de 10 grdos contaminados), enquanto as da testemunha variaram
entre os 10 e 66% (média de 15 grdos contaminados) (Figura 15).
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Resultados da campanha de 2020 sobre o efeito da aplicacdo de F-BAC e Nefusoil na percentagem de grdos de milho contaminados

com Fusarium spp. e respetiva distribuicdo de espécies, nos blocos casualizados (BC), na Quinta da Cholda.

No que respeita a diversidade e distribuigdo de espécies,
apenas foram detetadas F. verticillioides e F. subgluti-
nans, sendo que nao foi possivel identificar até a espécie
3 dos isolados. F. subglutinans foi a espécie predominan-
te em 5 das amostras (réplicas 1 e 3 de F-BAC e Nefusoil
e réplica 3 da testemunha), enquanto F. verticillioides foi
a espécie predominante nas restantes 4 amostras.

Comparando os resultados obtidos nas parcelas comuns
a 2019 e nos blocos casualizados, podemos observar que
as diferencas das percentagens de contaminagdo nao
sdo significativas. O tratamento com F-BAC nas parcelas
comuns a 2019 resultou numa média de 22% de conta-
minagdo e nos blocos casualizados em 12% (p=0,1242,
a=0,05). A adicdo de Nefusoil nas parcelas comuns a
2019 resultou numa média de 26% de contaminagdo e
nos blocos casualizados em 20% (p = 0,3687, a = 0,05).
Nas testemunhas, verificou-se 12% de contaminacdo
com Fusarium nas parcelas comuns a 2019 e 15% nos
blocos casualizados (p = 0,4795, a = 0,05).

Apesar da predominéncia de F. subglutinans na maioria
das amostras provenientes dos blocos casualizados e de
F. verticillioides na maioria das amostras das parcelas co-
muns a 2019, a diversidade de espécies do género Fusa-
rium encontradas nao apresentou diferengas significativas.

Comparagao dos
resultados das amostras da
campanha de 2019 e 2020

Quando cruzamos os resultados das campanhas de 2019
e 2020, é possivel verificar que ndo houve diferencas
significativas entre as parcelas 2019 e 2020 e os blocos
casualizados (F-BAC p = 0,07961, Nefusoil p = 0,1376 e
testemunha p = 0,2405; a = 0,05), relativamente a pre-
senca de Fusarium spp. no milho (Figura 16).

Este resultado é deveras relevante, pois 2020 permitiu
validar os resultados obtidos em 2019, quer com a repe-
ticdo do estudo nas parcelas comuns aos dois anos, quer
com os blocos casualizados, apesar da detegdo de al-
gumas variagdes entre réplicas. Estas variagdes sdo pro-
vavelmente resultado do conjunto de todas as restantes
varidveis envolventes, sendo, alids, a maioria verdadeiros
outliers (réplica 3 com F-BAC de 2019 e réplica 1 com
Nefusoil de 2020). Também relativamente a distribui¢do
e diversidade de espécies encontradas, ndo houve dife-
rencas significativas, com uma concomitancia de F. verti-
cillioides e F. subglutinans. Dado que nenhum dos trata-
mentos levou a obtencdo de resultados com diferencas
estatisticamente significativas entre si e relativamente a
testemunha, é possivel concluir que nenhum aparenta ter
o efeito esperado na redugédo da contaminagao do milho
por Fusarium spp.
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Figura 16.
Comparagéao dos resultados da campanha de 2019 e 2020 sobre o efeito da aplicacdo de F-BAC e Nefusoil na
percentagem de grados de milho contaminados com Fusarium spp., na Quinta da Cholda.

Monitorizacdo das micotoxinas

No ambito do QUALIMILHO, o INIAV implementou e validou o método de referéncia por
cromatografia liquida de elevada resolugédo acoplada a detetor de massa com analisador por
tempo de voo (UHPLC-ToF-MS) para quantificar em simulténeo as aflatoxinas B1, B2, G1,
G2, OTA, T2, ZEA e fumonisinas B1 (FB1) e B2 (FB2). Paralelamente, implementou também
um outro método rapido, de rastreio por imunoensaio com menor precisdo que o UHPLC-
-ToF-MS mas que foi validado satisfatoriamente para despiste de amostras positivas para as
fumonisinas totais (B1+B2), OTA, Aflatoxinas (G1+G2), Desoxinivalenol (DON), T2, Aflatoxina
B1 e ZEA. Este método de rastreio quantifica as fumonisinas totais, contudo, ndo permite a
discriminagdo das FB1 e FB2.

A distribuicdo das micotoxinas nos grédos de milho é muito heterogénea, as concentragdes
estipuladas para os limites maximos sdo muito baixas, expressos em partes por bilido (ppb
ou pgrkg). O plano de amostragem adotado pelo QUALIMILHO considerou a retirada alea-
téria de varias porgdes incrementais de grao que foram misturados, de forma a obter uma
amostra agregada ou global de pelo menos 5 kg que foi homogeneizado por trituraggo.
Cada amostra de 5 Kg foi homogeneizada por trituragdo num moinho de martelos com crivo
de 1T mm. A cada moenda, o moinho foi limpo de modo a evitar contaminagdes cruzadas. As
analises das micotoxinas realizaram-se em 3 por¢des (subamostras) de 50g retiradas aleato-
riamente da farinha completamente homogeneizada.

Nas colheitas de 2018, 2019 e 2020 e num conjunto significativo de amostras representativas
dos parceiros do QualiMilho e de exploragdes agricolas do Vale do Tejo, foram realizadas
analises para despistar todas as micotoxinas validadas (resultados em Anexo).

Em todas as amostras analisadas provenientes do campo em 2018 e 2019, apenas foram de-
tetadas fumonisinas em niveis varidveis e maioritariamente abaixo dos limites legais, sendo a
FB1 a micotoxina predominante. Contudo, é de realcar ainda que os valores de fumonisinas
quantificados em espigas com sintomatologia de Fusariose sdo muito superiores aos limites
legais, o que evidencia a necessidade de identificar estratégias de mitigagdo no campo e
também apds a colheita, como por exemplo, separando os graos contaminados antes do
armazenamento. Em 2020 também foram detetados niveis baixos de desoxinivalenol (DON).
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Figura 17.
Total de fumonisinas (FB1+FB2) no milho recolhido em 8 ensaios conduzidos em exploragcées da regido do Vale do
Tejo (A, B, C) recolhidas na maturidade fisiolégica (1° data), apés 10 dias (2° data) a apés 20 dias (3° data).
Na colheita de 2019 e em 8 ensaios com diferentes tratamentos realizados em 3 exploragbes
do Vale do Tejo, as micotoxinas foram monitorizadas numa amostragem de 25 espigas reco-
lhidas diretamente no campo e em 3 periodos que antecederam a colheita. As espigas foram
recolhidas na maturidade fisiolégica, 10 e 20 dias apds a primeira colheita e os valores mais
altos de fumonisinas (>1000 pg/kg) foram obtidos nas 2* e 3% datas para o ensaio que n&o foi
tratado (Figura 17).
O gréo proveniente do ensaio em que foi aplicado azoto foi aquele que revelou os valores
mais baixos de fumonisinas. Os maiores niveis de fumonisinas foram obtidos no gréo prove-
niente da 3% data e esses resultados evidenciam que ha um maior risco de contaminagdo em
colheitas tardias.
Na colheita de 2020 determinaram-se as micotoxinas nas mesmas amostras em que se pro-
cedeu a caraterizagdo micoldgica nos ensaios da Quinta da Cholda e também em amostras
recolhidas de ensaios comparativos de 5 variedades de milho conduzidos em Coruche (EEAT)
e na Golega com 3 repeti¢cdes de campo.
Tipo ensaio Fum B1 Fum B1 Fum B1 Tipo ensaio Fum B1 Fum B1 Fum B1
646° 193° 298° 509° 1257 383°
1772 n.d. 309° 85° n.d. 335
956° 343° 251° 560° 124* 3447
valores com as mesmas letras ndo sao significativamente diferentes valores com as mesmas letras nao so significativamente diferentes
para p<0,05. n.d. ndo detetado para p<0,05. n.d. ndo detetado
Tabela 4. Tabela 5.
Valores médios (n=9) das micotoxinas fumonisinas B1 (Fum B1), B2 Valores médios (n=9) das micotoxinas fumonisinas B1 (Fum B1), B2
(Fum B2) e desoxinivalenol (DON) em ug/kg no milho recolhido em 2020 (Fum B2) e desoxinivalenol (DON) em pg/kg no milho recolhido em 2020
e correspondente aos ensaios com aplicagdo de F-BAC, Testemunha e e correspondente aos ensaios com aplicagédo de F-BAC, Testemunha e

Nefusoil, nas parcelas comuns a 2019, na Quinta da Cholda. Nefusoil, nos blocos casualizados (BC), na Quinta da Cholda.
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Variedades Fum B1 Fum B1 Fum B1
503? 175° 1300
252° 56° 104>
. . . Tabela 6.
209 39 64 Valores médios (n=6) das micotoxinas fumonisinas B1
235° 88 99 (Fum B1), B2 (Fum B2) e desoxinivalenol (DON) em
436° 1042 1330 ug/kg no milho recolhido em 2020 de 5 variedades
semeadas em Coruche e na Golega com 3 repeticées
valores com as mesmas letras nao s&o significativamente diferentes para p=<0,05. de campo.

A anélise de varidncia dos resultados dos niveis de micotoxinas obtidos nas amostras reco-
lhidas nos ensaios da Quinta da Cholda na parcela comum a 2019 permitiu concluir que ndo
existiram diferengas significativas (p <0,05) entre os diferentes tratamentos (F-BAC, Nefusoil)
e a testemunha. Os resultados médios dos niveis de micotoxinas sdo apresentados nas Ta-
belas 4 e 5.

A testemunha apresentou niveis de fumonisinas inferiores aos tratamentos no caso do ensaio
de blocos casualizados (Tabela 5).

N3o se encontraram diferengas significativas entre variedades para os niveis de fumonisinas
(Tabela 6). Embora a niveis baixos verificou-se diferencas significativas entre variedades para
desoxinivalenol (DON).

Ensaios de armazenagem

Outra atividade do projeto QUALIMILHO foi a avaliagdo da evolugdo da contaminagdo do
gréo armazenado, tanto ao nivel das espécies de Fusarium como das micotoxinas presentes.
O gréo da variedade V1 proveniente de 3 parcelas, L2 (exploragdo agricola Arminda Luz 2),
JC3 (Quinta da Cholda 3), JC4 (Quinta da Cholda 4) e de ensaios conduzidos em 2018, foi
recolhido, seco em estufa a 40°C durante 48 h e colocado em barricas de 25 kg.

As avaliagdes realizaram-se durante 6 meses de armazenamento do grdo monitorizadas com
sondas de temperatura, humidade relativa e CO2. O Fusarium verticillioides foi a espécie
predominante nos 3 periodos de monitorizagdo e as micotoxinas identificadas foram apenas
as fumonisinas, com maior incidéncia da FB1 (4:1). Durante o periodo de armazenamento, os
niveis de fumonisinas aumentaram em cerca de 20 a 40% (Figura 18).

A par do aumento de fumonisinas também aumentaram os valores de humidade relativa,
temperatura e CO2 monitorizados (resultados apresentados em 5.6).
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1000 Total de fumonisinas no milho proveniente de 3 ensaios
0 altura da colheita, apds 4 e 6 meses de armazenamento

Fum (B1+B2) Fum (B1+B2) Fum (B1+B2) em barricas. JC3-fertilizacdo com macro e
L2 Jc3 iCa micronutrientes (N, F, Zn) e tratamento antifingico

com F-BAC; JC4-sem tratamento; L2-fertilizacdo com

M Colheita 4 meses armazenamento M 4 meses armazenamento macronutrientes (K, Mg, S) usando Patentkali.
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Figura 19. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio de fertilizagdo com macro e micronutrientes (N, B Zn) e F-BAC
tratado com mostarda e determinadas em 3 periodos de armazenamento em barricas.

Um segundo ensaio de armazenamento foi realizado com o gréo colhido nos ensaios con-
duzidos em 2019. O gréo foi colocado nas barricas em dezembro de 2019 e foram retiradas
amostras para a quantificagdo das micotoxinas em 4 datas de controlo durante 10 meses.
Com as amostras selecionadas realizaram-se 5 ensaios para testar medidas de descontami-
nagao e outros tratamentos ao grao (Novimold® CP98, mostarda, 6leo) em barricas de 10 kg
nas instalagdes da AGROMAIS (Riachos). No que respeita a monitorizagdo das condi¢des de
armazenamento do grdo colhido em 2019, 3 dos ensaios foram monitorizados com sondas
de humidade, O2 e CO2 e 2 com humidade e O2.

Os resultados dos niveis de micotoxinas obtidos no gréo recolhido no ensaio de fertilizagao
com macro e micronutrientes (N, P, Zn) e tratamento antifingico com F-BAC (JC3) durante o
armazenamento sdo apresentados nas Figuras 19 e 20.

No inicio do armazenamento o grdo ndo tratado com mostarda (JC3) ndo apresentou fu-
monisinas (Figura 19) e ap6s 5 meses foram detetadas a baixas concentragdes (173 pg/kg).

O gréo néo tratado com mostarda (JC3) nédo apresentou aflatoxinas no inicio do armazena-
mento, mas, essas micotoxinas foram detetadas apds 5 meses (total-7,6 ug/kg; B1-4,8 ug/
kg). O grao tratado com mostarda revelou valores muito altos logo no inicio do armazena-
mento (B1>8 pg/kg), valores esses que poderdo ser imputados a fatores externos que ndo
foram devidamente avaliados.

AFLATOXINAS (B1 + B2 + G1 + G2)

* * *

09
08
07
06 JC3 | Sem tratamento e monitorizagdo
04 JC3 (T) | Tratamento com semente
03 mostarda (20g semente + 200 mL &gua)
02 em 10 kg de milho;
01 Monitorizagado H, O, e CO,
00 —

JC3

Jc3 (M JC3 (T2) JC3 (T2) | Tratamento com semente
mostarda (4g semente + 160 mL &gua)
em 8 kg de milho

(ng/kg)
o
o

* > 10 ug/kg

B 20 Dezembro 20 Fevereiro [l 18 Maio

Figura 20. Aflatoxinas (B1+B2+G1+G2) no milho proveniente do ensaio de fertilizagdo com macro e micronutrientes (N, F, Zn) e
F-BAC tratado com mostarda e determinadas em 3 periodos de armazenamento em barricas.
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Figura 21. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio de campo testemunha fertilizagéo tratado com éleo de sémea de arroz e

determinadas em 3 periodos de armazenamento em barricas.

Salvaguardando as variaveis e limitagdes do procedimento adotado é de registar que o
tratamento com mostarda nao revelou eficacia para a redugdo dos niveis de contaminagéo.

A aplicagdo de éleo de sémea de arroz foi testada no grédo colhido no ensaio ndo tratado
(JC4) e os resultados dos niveis de fumonisinas sdo apresentados na Figura 21.

No grédo ndo tratado com dleo foram detetadas fumonisinas no inicio do armazenamento
(1181 pg/kg) e apods 5 meses foram detetadas valores altos que também sdo evidentes com o
tratamento com 6leo (JC4-1364 ng/kg; JCA(T)-1495 pg/kg). Apesar disso, o tratamento com
100 mL de éleo revelou alguma eficécia.

Os resultados dos niveis de fumonisinas obtidos no gréo recolhido no ensaio com aplicagédo
de Nefusoil (JC5) durante o armazenamento sdo apresentados na Figura 22.

O grédo apresentou fumonisinas logo no inicio do armazenamento (B1-2582 pg/kg, B2-837
pg/kg) e apds 5 meses as concentragdes diminuiram.

Os resultados dos niveis de fumonisinas obtidos no gréo recolhido no ensaio de outra explo-
ragdo agricola (Arminda Luz) com aplicagdo de Novimold® CP98 durante o armazenamento
sdo apresentados na Figura 23.

No grao néo tratado com NOVIMOLD® CP98 apresentou niveis baixos de fumonisinas no
inicio do armazenamento e apds 5 meses ndo foram detetadas. O NOVIMOLD® CP98 re-
velou alguma agdo mas, séo necessarios mais testes para suportar o seu nivel de eficacia.
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Figura 22. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio

com aplicacdo de Nefusoil e determinadas em 3 periodos de

B 20 Dezembro 20 Fevereiro M 18 Maio armazenamento em barricas.
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Figura 23. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio da
exploracédo agricola Arminda Luz com aplicacdo de NOVIMOLD® CP98
e determinadas em 3 periodos de armazenamento em barricas.

Os resultados dos niveis de fumonisinas obtidos no gréo
recolhido no ensaio da Estagdo Experimental Anténio
Teixeira com a variedade V1 durante o armazenamento
sdo apresentados na Figura 24.

O grao ndo apresentou fumonisinas no inicio do armaze-
namento e apds 2 meses foram detetados niveis baixos
de fumonisinas B1.
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Figura 24. Fumonisinas (B1, B2) no milho proveniente do ensaio

da Estacdo Antdnio Teixeira da variedade V1 e determinadas em 3
periodos de armazenamento em barricas.

Resultados
de outros parametros
de qualidade do grao

A composic¢do quimica basica do milho referente ao
teor de humidade, cinzas e macronutrientes (Amido,
Proteina, Gordura, Fibra), os carotendides expressos em
luteina e o perfil de viscosidades foram determinados
em todas as amostras recolhidas (resultados em anexo).

Os resultados obtidos em 2020 e nos ensaios compara-
tivos de 5 variedades de milho conduzidos em Coruche
(EEAT) e na Golega com 3 repeti¢des de campo indicam
que globalmente ha variagéo na gordura (3.11%-5.41%),
proteina (7.1%-10.4%) e amido (62.0%-68.8%) do grao
de milho proveniente dos dois ensaios.

As andlises da variancia dos resultados mostram que ha
diferencas significativas (p<0,05) entre as variedades
para os teores de amido, proteina, gordura, fibra, cinzas
e luteina (Tabela 7).

No que respeita ao perfil de viscosidades néo se encon-
traram diferencas entre as variedades para a viscosidade
do pico e apenas ligeiras diferengas para a viscosidade
minima (Tabela 8).



Variedades Amido Proteina Gordura Fibra Cinzas Luteina
64,2° 8,25% 4,87° 2,08° 0,82 53,2°
63,6° 7,882 4,74° 1,96° 0,76 43,4°
65,3? 8,58%* 4,122 1,65° 0,72° 44,52
65,0° 8,74 4,13 1,82 0,91° 43,8*
66,4° 8,172 4,11 1,63° 0,76 43,1?

valores com as mesmas letras ndo sdo significativamente diferentes para p=<0,05.

Variedades Viscosidade Pico Viscosidade Minima  Retrogracao
6903° 2798° 45242
69442 30400 4972
6931° 3015 5266%<
60472 2859° 5853¢
7120° 3028° 5542b¢

valores com as mesmas letras nao sao significativamente diferentes para p=<0,05.
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Tabela 7. Médias dos resultados (n=6)
da composicdo quimica bésica (%) e
carotendides expressos em luteina
(ppm) do grédo de milho de 5 variedades
recolhido em 2020 e proveniente dos
ensaios realizados em Coruche e na
Golega.

Tabela 8. Médias dos resultados (n=6) do
perfil de viscosidades (cP) das farinhas
de 5 variedades recolhidas em 2020 e
proveniente dos ensaios realizados em
Coruche e na Golega.

O ensaio conduzido em Coruche foi suplementado com azoto, apesar da fertilizagdo, a mé-

dia geral da proteina (7.9%) e amido (64.1%) desse ensaio foi inferior a obtida com as mes-

mas variedades no ensaio da Golega (8.8% e 65.7% respetivamente).

A composigdo basica das amostras recolhidas nos diferentes ensaios realizados na Quinta da

Cholda foi muito similar.

As andlises da varidncia dos resultados mostram que nao ha diferencas significativas (P<0,05)
entre os diferentes tratamentos para os teores de amido, proteina, gordura, fibra e cinzas

(Tabelas 9, 10).

Os valores médios globais de proteina e amido para o gréo recolhido no ensaio da campa-

nha de 2020 foram respetivamente de 8.1% e 66.3%.

Tipo ensaio Amido Proteina Gordura Fibra Cinzas
69,15° 8,50° 4,22° 2,02° 0,79°
68,49° 8,26* 4,337 1,93 0,67°
69,00° 8,19° 4,14° 1,76 0,66°

valores com as mesmas letras nao sao significativamente diferentes para p<0,05.

Tipo ensaio Amido Proteina Gordura Fibra Cinzas
7,04* 8,10° 4,28° 1,71¢ 1,71°
65,82° 8,23° 4,35° 1,90° 1,90°
66,17° 8,11° 4,43° 1,85° 1,85°

valores com as mesmas letras nao sao significativamente diferentes para p<0,05.

Tabela 9. Valores médios (n=6) da
composicdo quimica bésica (%) do

gréo de milho recolhido em 2020

e correspondente aos ensaios com
aplicacdo de F-BAC, Testemunha e
Nefusoil, nas parcelas comuns a 2019, na
Quinta da Cholda.

Tabela 10. Valores médios (n=6) da
composicado quimica bésica (%) do
gréo de milho recolhido em 2020

e correspondente aos ensaios com
aplicacao de F-BAC, Testemunha e
Nefusoil, nos blocos casualizados (BC),
na Quinta da Cholda.
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TABELA 11

Amostras Cinzas Gordura Fibra Proteina Amido
0,49 + 0,05 3,79 £ 0,01 1,84 +£0,18 7,68 = 0,01 66,55 + 0,31
0,62 = 0,00 3,35+0,24 1,63 £ 0,01 7,52 +0,11 67,24 + 0,05
0,65 + 0,05 3,87 +0,15 1,77 £0,16 7,67 £ 0,01 65,41 + 0,01
0,67 = 0,00 3,46 = 0,02 1,13 £ 0,07 7,80+0,18 68,11 + 0,17
0,71 0,06 3,58 +0,10 1,19 £ 0,03 7,66 = 0,04 66,71+ 0,73
0,71 £ 0,02 3,54 +0,12 1,11 £0,11 7,62+0,14 66,14 + 0,98
0,61 + 0,07 3,73+0,18 1,24 £ 0,03 7,78 £ 0,08 67,58 + 0,25
0,89 + 0,01 5,10 = 0,37 1,95 £ 0,02 7,69 +0,18 63,19 + 0,96
0,71 £ 0,02 4,36 + 0,01 1,52+0,18 7,49 +0,34 66,14 = 0,50
0,68 = 0,09 3,81+0,17 1,49 £0,14 7,89 +0,11 66,63 + 0,24
0,80 + 0,02 3,63+0,16 1,50 + 0,00 7,21 £ 0,08 65,12 + 0,90

Tabela 11. Composicao quimica basica (% média + desvio padrao de 2 réplicas) do grao de milho no final do ensaio

de armazenamento.

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados das amos-
tras no final do ensaio de armazenamento, corresponden-
te ao gréo proveniente da colheita de 2019 armazenado
10 meses nas barricas. Os resultados da composi¢do qui-
mica bésica das 11 amostras sdo muito idénticos, como
seria de esperar, as amostras tratadas com 6leo apresen-
tam maiores valores de gordura (JC4-T, JC4-T2).

Desenvolvimento
de um sistema
de monitorizagao

Numa 1% fase foram instalados pelo 1SQ sensores de
temperatura e humidade com comunicagéo wireless para
registo de parametros monitorizados no milho armaze-
nado nos silos e no armazém da Agromais.

Numa 2? fase foram também instalados sensores em 6
barricas correspondentes aos ensaios de armazenagem
realizados em 2019 e numa 3° fase em 2020 (ver 5.4).

Os dados foram obtidos remotamente e em tempo real
e operacionalizou-se a sua consulta em forma gréfica o
que permitiu uma tomada de decisdo assertiva e rapida.

Em todas as fases, embora nao previsto no plano de tra-
balhos e de investimentos, foram instaladas sondas de
CO:z2 (Figura 25), uma vez que esta monitorizagdo pode
ser uma ferramenta vélida para detecéo precoce de ati-
vidade fungica.

Figura 25. Sondas (TEKON'’s DUOS hygrotemp e CO2) utilizadas para
monitorizagdo do CO2 no milho armazenado em barricas na Agromais.

A titulo demonstrativo a Figura 26 mostra o tipo de grafi-
cos que ¢ atualmente gerado pelo sistema (temperatura,
humidade e concentracdo de CO2).

Estes graficos sdo construidos a partir dos dados recolhi-
dos remotamente e processados de forma a permitir o
manuseamento dos big data resultantes e a sua apresen-
tagdo na plataforma MICOTOX ALERT .

As tarefas relacionadas com o desenvolvimento da fer-
ramenta “MICOTOX ALERT” incidiram na construgdo de
toda a base de dados e o front-end da plataforma, com
classificagdo de diferentes tipologias de usuérios, produ-
tores (exploragdo agricola) e agrupamento de produto-
res (armazenamento). Os modelos de previsdo irdo correr
nesta plataforma e terdo por base os dados que estdo a
ser recolhidos remotamente pelos sensores, bem como
todos os dados provenientes dos cadernos de campo
das exploragdes agricolas onde decorreram os ensaios.
As informagdes meteoroldgicas das exploragdes agrico-
las em estudo foram obtidas através da rede de estacdes
meteoroldgicas pertencentes & Agromais.
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Figura 26. Representacdo gréfica da monitorizacdo remota e em tempo real da temperatura (°C), humidade (%) e concentracdo de COz2 (ppm) através
de sondas instaladas nas barricas de armazenamento de milho colocadas na Agromais.

A plataforma “MICOTOX ALERT" (Figura 27) é uma ferramenta Util para o apoio a decis&o,
pois congrega informac&o recolhida nas vérias fases da producdo e armazenamento do
milho.

As informagdes meteoroldgicas das exploragdes agricolas (obtidas através da rede de es-
tagdes meteoroldgicas pertencentes a Agromais), permitiram definir um sistema de alerta
para os agricultores relativamente as condigdes dos campos. O alerta serd emitido apenas
no periodo oportuno para a colheita, em particular com humidade relativa superior a 85%
como revelado na Figura 28, tendo como base a maxima de que o risco é maior quanto mais
tempo demorar a colheita apds a maturagao da espiga.

MICOTOXALERT

== IR ,ga ——

st byt s
e L

— — = A&anpromis agromais

Figura 27. Home page da plataforma “MICOTOX ALERT".
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Na figura 28 a branco esté identificado o periodo de se-
menteira como identificado nos cadernos de campo e
a vermelho esté o periodo estimado para a maturidade
fisiolégica do grdo. Na imagem os limites vermelhos in-
dicam o periodo de maturagdo da espiga, onde existe
maior risco de aparecimento de fungos (aviso amarelo) e
se a humidade relativa for superior a 85% ocorrem condi-
¢bes propicias para o desenvolvimento de fungos (aviso
vermelho).

No gréfico é visivel que a humidade relativa fica muito
elevada no final do periodo de colheita o que também
dificulta a correta secagem do gréo.

Figura 28. Distribuicao das temperaturas (°C) e
humidades (%) durante o ciclo produgdo do milho
registadas na estacdo metereolégica de Lavra-
Riachos.

Os alertas podem ser exibidos na plataforma MICOTOX
ALERT como revelados na Figura 29.

No dmbito da atividade de apoio a deciséo foi também
desenvolvida a arquitetura geral dos sistemas de alerta.
Relativamente aos silos de armazenamento de milho,
apresentamos uma proposta com base nos dados adqui-
ridos nos sensores de CO2.

MICOTOXALERT

Figura 29. Sistemas de alertas gerados na plataforma “MICOTOX ALERT" através da recolha de dado das temperaturas (°C) e humidades (%)
registadas na estacdo metereoldgica de Lavra-Riachos.
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Na Figura 30, as cores indicam o nivel de COz2, de vermelho (5000 ppm) a azul (0 ppm). O
gréfico a) e o gréfico b) sdo relativos aos dados registados nas barricas JC3 e JC4 respeti-
vamente, e apresentam a relagdo entre temperatura, humidade relativa e CO2. Os niveis de
CO:z entre 400 e 1000 ppm foram considerados como as variagdes ambientais aceitaveis, de
1000 a 2000 ppm consideram-se num nivel de alerta intermediario e quando sdo >2000 ppm
requerem agdo a fim de se verificar a origem do CO2. Estes resultados foram publicados na
revista Foods. Os trés niveis de alerta, referidos anteriormente, correspondem respetivamen-
te as cores verde, amarelo e vermelho na plataforma “MICOTOX ALERT".
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Os alertas gerados pelos dados dos sensores e usando algoritmos em modelos de previsdo
sdo transferidos para a plataforma como mostra a Figura 31.

Aimplementagdo de um sistema de monitorizagdo permite uma atuagdo imediata e assertiva
em todas as fases da cadeia de produgdo do milho. A plataforma “MICOTOX ALERT” é uma
ferramenta util de gestdo operacional para os agricultores, com informagdes em tempo real
que permitem uma maior vigilancia para o potencial aparecimento de fungos produtores de
micotoxinas.

MICOTOXALERT

Figura 31. Sistemas de alertas gerados na plataforma “MICOTOX ALERT” através da recolha remota dos dados emitidos pelos sensores
colocados durante o armazenamento do milho.
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Desenvolvimento e implementacao
de métodos rastreio de Fusarium

Apenas no ano de 2019, o nimero de placas necessario ao isolamento de todas as espécies
de Fusarium presentes nos graos de milho, sementes e feijoeiros ascendeu a 2.365 e o nu-
mero de isolados foi de 621, dos quais 181 foram caracterizados por biologia molecular. Isto
representa um elevado custo de reagentes e consumiveis, mas também de recursos huma-
nos. Assim, em 2020, o Laboratdrio de OGM do INIAV iniciou o desenvolvimento e otimiza-
¢do de um método de detegdo das espécies do género Fusarium com maior interesse para
o estudo, ou seja, F. verticillioides, F. subglutinans e F. proliferatum, por PCR em tempo-real
especifico para a detegdo direta a partir dos gréos de milho. Este tipo de procedimentos é
de elevado interesse pois permitirad saber mais prontamente se as amostras em questéo es-
tdo contaminadas com estas espécies, permitindo o seu rastreio mais precocemente. Porém,
devido aos atrasos causados pela pandemia, apenas foi possivel otimizar o método usando
DNA fungicos.

Para a otimizagdo da PCR em tempo-real para detetar cada uma das espécies selecionadas,
usou-se SYBR green, pelo que a especificidade da reagdo para cada espécie depende ape-
nas dos primers utilizados e da temperatura de annealing selecionada. Utilizou-se sempre
dois DNA de cada espécie, em duplicado: QM52-10/01 e QM57-10/01 correspondem a F.
verticillioides; QM26-02/02 e QM60-04/02 correspondem a F. proliferatum; QM57-04/01 e
QM58-10/01 ou QM67-01/02 e QM67-02/01 correspondem a F. subglutinans. Apenas foram
consideradas positivas as amostras que amplificaram até ao Ciclo “threshold” (Ct) 35 e,
simultaneamente, apresentaram um pico bem definido para a temperatura de dissociagdo
(melt) e a uma temperatura semelhante as restantes amostras da mesma espécie.

Com uma temperatura de annealing de 60°C foi possivel amplificar apenas F. subglutinans. E
possivel observar que os Ct para amostras de F. subglutinans variaram entre os 27,37 e 28,60
(Figura 32. A), enquanto a temperatura de melt variou entre os 82,5 e 82,85°C, com picos
bastante evidentes (Figura 32. B), podendo deste modo ser consideradas positivas.
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Figura 32.

Resultados do PCR

em tempo-real, com
temperatura de annealing
de 60°C especifico para
Fusarium subglutinans. A —
Resultados de amplificagao.
B - Resultados do Melt.
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Utilizando a temperatura de annealing de 62°C apenas amplificou F. verticillioides. As
amostras de F. verticillioides amplificaram todas entre os 28,26 e 34,37 Ct (Figura 33.
A), podendo ser consideradas positivas, pois, simultaneamente, todas apresentaram
um pico bem definido a temperatura de melt de 84,25°C. (Figura 33. B).

Aos 64°C de temperatura de annealing, apenas F. proliferatum amplificou, com os Ct a
variar entre os 22,20 e 23,97 (Figura 34. A), podendo ser consideradas positivas, uma
vez que a temperatura de melt variou entre os 83,35 e 83,40°C, com todos os picos
bastante evidentes (Figura 34. B).
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Figura 33.

Resultados do PCR em tempo-real,
com temperatura de annealing

de 62°C especifico para Fusarium
verticillioides. A — Resultados de
amplificacdo. B — Resultados do Melt.

Figura 34.

Resultados do PCR em tempo-real,
com temperatura de annealing

de 62°C especifico para Fusarium
proliferatum. A — Resultados de
amplificacdo. B — Resultados do Melt.
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Dos principais
resultados gerados
pelas atividades

do projeto destacam-se os seguintes
objetivos atingidos:

Identificar as melhores praticas de pré e pds-colheita para
reduzir os niveis de contaminagdo de micotoxinas;

Quantificar as micotoxinas cujos limites estao legislados;

Identificar os fungos potencialmente produtores das
micotoxinas identificadas;

Testar solugdes que limitem a presenga dos fungos
produtores de micotoxinas;

Desenvolver um sistema informatizado de registo e
monitorizagdo de temperatura e teor de humidade das
amostras recolhidas nos varios pontos de amostragem;

Desenvolver um modelo de previsao do nivel de risco
de contaminacdo em funcdo de dados das estacdes
meteoroldgicas e dos cadernos de campo;

Desenvolver um modelo de previsao do nivel de risco de
contaminagdo em fungdo dos niveis de CO2 registados em
ensaios de armazenamento;

Desenvolver uma plataforma de gestdo e emissao de alertas
a "MICOTOX ALERT";

Divulgar os resultados do projeto através de publicagdes,
elaboragdo de folheto e coléquio do milho.

CCL € KKK
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geraram um conjunto significativo de
resultados que suportaram os indicadores
de demonstragao, divulgacdo e disseminagao

Indicadores

Publica¢des 12

Comunicacoes 03

Reunides 04

Relatérios 03

Organizagdo de eventos 03 (1 coléquio, 2 dias de campo)

Folheto de divulgacdo 01 Tabela 12.

Metodologias validadas 02 Indicadores de realizacdo do Grupo

Operacional QualiMilho

O QualiMilho beneficiou da experiéncia da ANPROMIS na realizagdo de dias e campo no
InovMilho e eventos que envolvem um grande nimero de agricultores e técnicos agricolas:

// Dias de Campo a 26/09/2017 (320 participantes), 10/07/2018 (340 participan-
tes), 04/09/2019 (340 participantes), 23/09/2020 (550 visualizagdes remotas) e a
28/09/2021 (280 participantes).

/1 10° Coléquio Nacional do Milho 2020 (630 participantes) e 11° Coléquio Nacional
do Milho 2021 (cerca de 1.055 participantes que acompanharam esta iniciativa re-
motamente, devido as limitagdes impostas pela COVID19).

Foram realizadas vérias comunicagdes do projeto nomeadamente na Cimeira da Inovagdo
“Agrolnovagdo” que teve lugar no dia 29 de Outubro de 2019 em Oeiras e que contou com
participagdo de cerca de 400 pessoas.

A equipe do projeto participou no workshop do projeto Europeu Myco Key Junho 18-19,
2019, Agroscope, Zurique, Suica (Carla Brites), 41st Mycotoxin Workshop Lisboa de 6 a 8
de maio de 2019 (Ana Sanches Silva), 18th Congress of European Mycologists Varsoévia,
Polénia, 16-21 de setembro 2019 (Eugénio Diogo) e no 1° Simpésio INIAV para Seguranga
Alimentar (Carla Brites, Ana Sanches Silva, Andreia Freitas, Andreia Soares, Bruna Carbas,
Jorge Barbosa).

As 12 publicagdes técnico cientificas sdo um meio privilegiado de divulgagdo na comunida-
de cientifica em geral bem como para outros interessados e para o publico em geral, assim
como, outras iniciativas de disseminagdo em que os parceiros participaram.
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