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A. Execucdo Fisica:

Neste terceiro ano, demos continuidade a instalagdo dos ensaios de milho na
Estacdo Experimental Anténio Teixeira (Coruche) e nas cinco exploragdes agricolas
localizadas na zona da Golegd, articulando com os diversos parceiros as
variedades de milho a semear, o tipo de adubo e fungicida de solo a aplicar e o
plano de herbicidas a implementar.

Para a monitorizagdo das micotoxinas e detecdo dos fungos no grao, definiram-se
os pontos de recolha das amostras tanto no campo (campanha de 2019), como na
armazenagem - Agromais onde foram colocadas 8 barricas com 25kg de milho
(campanha de 2018).

Para além das amostras de grdo de milho também foram recolhidas amostras de
solo na Estacdo Experimental Anténio Teixeira (Coruche) e em trés exploracdes
que foram sujeitos a analises fisico-quimicas e a bioensaios. A georreferenciacdo
dos locais da recolha é apresentada no Anexo 1.

Face ao plano inicialmente previsto e na sequéncia das atividades descritas no
relatério anterior, confirmamos a realizacao das a¢des a seguir discriminadas:

1. Definicdo do plano e método de amostragem

1.1. Ensaios de armazenamento e amostragem para quantifica¢gdo de micotoxinas
e detec¢do de fungos no grao

A amostragem do milho na campanha de 2018 para os ensaios de
armazenamento incidiu no grao da variedade P0933 que foi recolhido em 3
exploracdes: Sociedade Agricola Quinta da Labruja, Sociedade Agricola de Sdo Jodo
de Brito. e Quinta da Cholda

De acordo com as variaveis em estudo, foram selecionadas 8 amostras para
monitorizar as micotoxinas durante o armazenamento (Tabela 1).

Tabela 1: Descricdo das amostras da campanha de 2018 armazenadas em 8 barricas na AGROMAIS

Cédigo Exploragéo Mod.a.lidafi €
Fertilizacdo
LO1 Soc. Labruja Nergetic (Fésforo)
LO2 Soc. Labruja Patentkali (Potassio, Magnésio e
Enxofre)

LO3 Soc. Labruja Matéria Organica
JCA4TEST |Cholda Testemunha (Convencional)
S|B 8 S&o Jodo de Brito Nefusoil (Azoto, Fosforo e Potassio)
SJB 6 TEST |Sé&o Jodo de Brito Testemunha (Convencional)
JC3E Cholda F-BAC (Azoto, Fésforo e Zinco)
S|B7FB S3o Jodo de Brito F-BAC (Azoto, Fésforo e Zinco)

O grao foi retirado diretamente dos vagbes, deixado a secar ao ar e
posteriormente foi colocado em barricas de 25 kg durante um periodo de 6 meses
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nas instala¢Ses de armazenamento da AGROMAIS em Riachos. Durante o periodo
de armazenagem e com a periodicidade de 2 meses (Dezembro 2018, Abril 2019,
Junho 2019) foram retiradas amostras de 1kg para a quantificacdo das
micotoxinas.

A detecdo de fungos no grao foi realizada na altura da colheita e nas amostragens
de Dezembro 2018 e Abril 2019.

1.2. Amostragem no campo para quantificacdo de micotoxinas

Em 2019, procuramos monitorizar as micotoxinas diretamente no campo, a
recolha incidiu em diferentes modalidades dos ensaios conduzidos na Estacao
Experimental Anténio Teixeira (EEAT) e em 2 explorac¢des (Arminda da Luz e Quinta
da Cholda) em diferentes fases de maturacao do grdao (12/09/2019, 01/10/2019,
10/10/2019, 23/10/2019, 06/11/2019). A tabela 2 apresenta a descricdo das
amostras recolhidas diretamente no campo na campanha de 2019 e em diferentes
fases de maturacdo do grao.

Tabela 2: Descri¢do das amostras recolhidas diretamente no campo na campanha de 2019, em
diferentes fases de maturag¢do do grao

Exploragao Ensaio Variedade Modalidade Cédigo

0 N; 50.000 sementes/ha PLO50

0 N; 100.000 sementes/ha |PL0100
EEAT Porte-Labore DKC6761 100 N; 50.000 sementes/ha | PL10050
100 N; 50.000 sementes/ha | PL100100
400 N; 50.000 sementes/ha | PL40050
400 N; 50.000 sementes/ha | PL400100

UA1 UA1
EEAT Univ. Aveiro DKC6761 UA2 UA2
UA3 UA3
UA4 UA4
EEAT Sementeira Direta | SY Hellium Sementeira Direta SD
EEAT izr:veenr;cceilc:ial SY Hellium Sementeira Convencional |SC
EEAT Rega Gota a Gota |P0933 Rega Gota a Gota RGG
EEAT Baixo Pivot P0933 Baixo Pivot BP
EEAT Testemunha P0933 P0933 P0933
Coragen 200mL/ha AL1
Arminda da
Luz Fertilizantes P1049 Testemunha AL2
Nergetic 30, 200kg/ha AL3
Patentkali, 200kg/ha AL4
F-BAC ]jc3
Cholda Fertilizantes PO933 Testemunha Jca

Nefusoil JC5




1.3. Amostragem no campo para dete¢do de fungos no grao

A amostragem da campanha de 2019 foi realizada na exploracdo da Quinta da
Cholda, de forma a garantir a individualizagdo das subamostras. A colheita do
milho foi realizada nas parcelas das 3 modalidades com recurso a uma sonda de
amostragem vertical segmentada (com 7 camaras), do tipo da representada na
Figura 1, que permitiu uma amostragem representativa do grao acumulado na
tremonha da ceifeira.

Figura 1 - Sonda de amostragem de
grdo com 3 camaras.

Este tipo de sonda permitiu a amostragem do milho em profundidade e ndo
somente a superficie, ou seja, permitiu uma amostragem mais representativa da
heterogeneidade do campo.

Cada modalidade, composta por 48 linhas, foi dividida em quatro por¢des de 12
linhas cada. No fim da colheita de cada 12 linhas de milho (corresponde a
capacidade da tremonha) foi feita uma amostragem, dentro da tremonha da
ceifeira, totalizando-se 4 réplicas para cada modalidade. Cada amostragem
compos-se de 2 incrementos, permitindo em cada um retirar 7 tomas
representativas da profundidade da tremonha, contabilizando no total 14 tomas
por réplica, ou seja, 56 tomas por modalidade. A realizacdo de réplicas, para além
de nos permitir avaliar a heterogeneidade dos campos, também nos possibilita
fazer uma andlise estatistica dos resultados obtidos, resultando numa avaliacdo
mais coerente e realista, facilitando a tomada de decisdes futuras.

2. Monitoriza¢do das micotoxinas

No decorrer da campanha, as amostras foram recolhidas de acordo com o plano
previsto em 1.1 e 1.2 e remetidas para os laboratérios do INIAV localizados no
Vairdo (Vila do Conde) e Oeiras, onde foram efetuadas as andlises.

As micotoxinas foram analisadas pelo método de triagem validado (Freitas et a/,
2019) e em simulténeo quantificadas as varias micotoxinas com recurso a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa sequencial (UHPLC-
ToF-MS), pelo método implementado (Silva et a/, 2019).

As micotoxinas avaliadas foram as explicitadas 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, toxina HT-2.
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As micotoxinas detetadas foram as Fumonisinas B1 e B2, produzidas
essencialmente por espécies do género Fusarium.

2.1 Armazenamento do grao da campanha de 2018

No que respeita a monitorizagdo do armazenamento do grao colhido em 2018,
ocorreram situa¢Ses adversas no acondicionamento do grao apés a colheita,
nomeadamente as deficientes condi¢bes de secagem do grdo. As concentracdes
de micotoxinas revelaram-se logo no inicio do armazenamento muito elevadas,
valores esses que se mantiveram ou aumentaram durante o periodo monitorizado
(Tabela 3).

Tabela 3: Monitoriza¢do das micotoxinas durante o armazenamento do grédo da campanha de 2018
colocado em 8 barricas na AGROMAIS

Dezembro 2018

JC4 i SJB6 : SIB7 : SIBS

Fumonisinas
(B1+B2)

Fumonisinas : : : : :

(B2) pe/kg | 289 619 : 1360 : 412 474 : 1728
Abril 2019

L1 i L2 i 13 ¢ Jc3 i JC4 i SIB6 : SIB7 : SIB8

Fumonisinas : : : : : : :
(B11B2) Rug/kgi. 1592 . 24000 : >4000 : 3312 : 2118 : >4000 : >4000

(B1) lug/ke 1251 3641 : >4000 i 2648 : 1719 | >4000 i >4000 : >4000

Fumonisinas : : : : : : : :
(B2) ug/kg: 341 i 961 i 1524 i 664 i 399 i 2470 i 1647 i 1521

Junho 2019
........................ Ll i B2 i BB 083G 5iBe s SIBY 1 SIBS
: : >4000 : : >4000
Fumonisinas : ! (aprox. : ¢ (aprox.
B1+B2) lug/kg| 1372 : 3277 : 9480) : 2883 : 3456 : 13545) : 11109)
: i >4000 : i >4000 :
Fumonisinas i (aprox. i (aprox. i
...... (B1).. |ne/ke) 1055 : 2548 : 7087) : 2242 : 2731 : 10684) : 8873) : 7633) :
Fumonisinas : : : : : : :
B2) fug/kel 317 i 729 i 2394 i 640 i 725 i 2861 i 2236 i 2192

2.2 Monitorizagdo da campanha de 2019

No que se refere a colheita do grdo em 2019, foram analisadas 54 amostras de
milho provenientes da Estacdo Experimental Anténio Teixeira (33) e das
explorac¢des Quinta da Cholda (9) e Arminda da Luz (12). Foram ainda selecionadas
12 espigas suspeitas provenientes dos 3 locais que também foram analisadas.

Realizaram-se no total 200 determinac¢8es distribuidas pelos 2 métodos, 66 no de
triagem e 134 pelo UHPLC-ToF-MS sendo que neste ultimo varias réplicas da
mesma amostra foram analisadas.

A maior parte das amostras analisadas revelam concentra¢des de fumonisinas
negligenciaveis e abaixo do limite de dete¢do. Ndo se detetaram amostras com
valores superiores ao limite permitido no Reg. (CE) N.° 1881/2006 para o milho ndo
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transformado e em apenas 3 amostras as concentra¢des sdo proximas ao limite
previsto para os cereais de consumo humano direto (Tabela 4).

Nessas 3 amostras verificou-se que a concentra¢do de fumonisinas aumentou com
a evoluc¢do da data de colheita.

Tabela 4: Fumonisinas B1+B2 (ug/kg) obtidas pelos métodos do imunoensaio e UHPLC-ToF-MS das
amostras de milho colhidas em diferentes datas de maturagdo do grdo durante a campanha de 2019

Fumonisinas i
B1+B2 - Fumonisinas
Cédigo Data Variedade . B1+B2-UHPLC-ToF-
Imunoensaio MS (ug/kg)
(Ug/kg)

12/09/2019| DKC6761 173 248

PLOSO 01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.
10/10/2019| DKC6761 <125 254
06/11/2019| DKC6761 462

PLOT00 12/09/2019| DKC6761 n.d. n.d.
01/10/2019| DKC6761 210 332
12/09/2019| DKC6761 n.d. n.d.

PL10050 01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.
12/09/2019| DKC6761 n.d. n.d.

PL100100 01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.
12/09/2019| DKC6761 n.d. n.d.

PL40050 01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.
12/09/2019| DKC6761 n.d. n.d.

PL400100 01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.
UA1 12/09/2019| DKC6761 n.d. n.d.
01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.

UA2 12/09/2019| DKC6761 n.d. n.d.
01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.

UA3 12/09/2019| DKC6761 n.d. n.d.
01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.

UA4 12/09/2019| DKC6761 429 500
01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.

<D 12/09/2019| SY Hellium n.d. n.d.
01/10/2019| SY Hellium <125 n.d.

sc 12/09/2019| SY Hellium n.d. n.d.
01/10/2019| SY Hellium <125 n.d.

RGG 12/09/2019 P0933 n.d. n.d.
01/10/2019 P0933 <125 <125

BP 12/09/2019| DKC6761 n.d. n.d.
01/10/2019| DKC6761 <125 n.d.
01/10/2019 P0933 <125 n.d.

P0933 10/10/2019 P0933 <125 n.d.
05/11/2019 P0933 n.d.
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01/10/2019 P1049 235 429
AL1 10/10/2019 P1049 394 529
23/10/2019 P1049 241 325
01/10/2019 P1049 321 404
AL2 10/10/2019 P1049 <125 n.d.
23/10/2019 P1049 <125 304
01/10/2019 P1049 153 324
AL3 10/10/2019 P1049 <125 n.d.
23/10/2019 P1049 <125 227
01/10/2019 P1049 229 264
AL4 10/10/2019 P1049 306 525
23/10/2019 P1049 >1000 942
01/10/2019 P0933 >1000 742
JC3 10/10/2019 P0933 530 476
23/10/2019 P0933 530 800
01/10/2019 P0933 586 438
Jjc4 10/10/2019 P0933 933 1170
23/10/2019 P0933 >1000 1678
01/10/2019 P0933 <125 n.d.
JC5 10/10/2019 P0933 273 293
23/10/2019 P0933 802 668

E de realcar ainda que os valores de fumonisinas obtidos para as espigas
suspeitas, sdo muito superiores as amostras respetivas e também superam os
limites legais (Tabela 5), o que evidencia a necessidade de identificar estratégias de
mitigacdo no campo e também no pos colheita, nomeadamente, a separagao
precoce do grao contaminado.

Tabela 5: Fumonisins B1+B2 (ug/kg) por UHPLC-ToF-MS de 9 amostras compara-tivamente com as
respetivas espigas suspeitas

Amostra

UA1
Espiga suspeita
Jc3
Espiga suspeita
JC5-1
Espiga suspeita
JC5-2
Espiga suspeita
ALl
Espiga suspeita
AL3
Espiga suspeita
P0933-1
Espiga suspeita
P0933-2
Espiga suspeita
P0933-3
Espiga suspeita

Fumonisinas B1+B2
(ng/kg)
n.d.
22437
742
12503
n.d.
4648
n.d.
8285
429
2239
324
3810
n.d.
238
n.d.
373
n.d.
669
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2.3 Resultados da campanha 2018 vs2019

Na Quinta da Cholda foi possivel repetir em 2019 o ensaio de 2018, com a mesma
variedade (P0933) e 0 mesmo tratamento (F-BAQ).

Na colheita de 2018 as amostras foram analisadas a diferentes datas de
armazenamento (Dez 2018 a Junho 2019), na colheita de 2019 as amostras foram
colhidas no campo em diferentes datas em Outubro e analisadas. Detetaram-se
em ambos os anos niveis de fumonisinas elevados, mas sempre inferiores aos
limites legais admitidos para o milho ndo transformado. Verificou-se ainda que a
concentracdo de fumonisinas aumentou com o0 armazenamento e com a data de
colheita sendo esta evolu¢do mais evidente na testemunha do que no grao obtido
na parcela tratada com F-BAC. (Figura 2).

Jc3 Jjca
3456
3500 1 3312 3500 1
2883
3000 3000
o~ o
T 2500 1 P 2500 { 2140 2118
= =
< o000 { 1709 = % 2000 - 1678
2% 29
3 2 1500 A G 2 1500 4 1170
§ 742 800 s 1000
1000 - 1
E 476 § 438
500 ' 500 1 _
0 . : . r . T ! 0 : r - r . . )
Dez Abril Jun 01/out 10/out 23/out Dez Abril Jun 01/out 10/out 23/out
Colheita 2018 Colheita 2019 Colheita 2018 Colheita 2019

Figura 2 - Fumonisins B1+B2 (pg/kg) por UHPLC-ToF-MS das amostras da variedade de milho P0933
recolhidas das parcelas tratadas com F-BAC (JC3) e testemunha (JC4) na Quinta da Cholda a
diferentes datas de armazenamento (colheita 2018) e a diferentes datas de colheita (colheita 2019),

3. Monitoriza¢do dos fungos no grao

Tendo em conta que as micotoxinas que apresentaram valores mais elevados
foram as Fumonisinas B1 e B2, produzidas essencialmente por espécies do género
Fusarium, decidimos avaliar somente as espécies que pertencem a este género,
dando especial enfase a F£. verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans, por
serem aquelas que sao descritas como as principais produtoras de Fumonisinas.

Foram desenvolvidas e implementadas metodologias para a detecdo e
identificagdo de Fusarium spp. A detecao das espécies de Fusarium presentes nos
graos de milho foi feita recorrendo aos métodos de micologia classica por
plagueamento de 50 grdos de cada amostra, previamente desinfetados
superficialmente, no meio de cultura seletivo MGA (Malachite Green Agar).

A identificagcdo das culturas foi feita por observa¢do das suas caracteristicas macro
e microscépicas, apds a sua purificacao (pela técnica do esporo-Unico) e repicagem
para os meios de cultura adequados a sua identificacdo - PDA (Potato Dextrose
Agan), CLA (Carnation Leaf-piece Agar) e SNA (Spezieller Néhrstoffarmer Agar).

A identificacdo morfologica foi, sempre que necessario, confirmada por técnicas de
biologia molecular como a amplificacdo por PCR convencional e sequenciacdo do
gene TEF-1a (Translation elongation factor-7q). Para além disso, para controlo
interno da qualidade das identificagdes morfoldgicas, foram selecionados, ao
acaso e regularmente, alguns isolados para confirmacao por biologia molecular.
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3.1. Resultados das amostras da campanha de 2018

Na campanha de 2018, verificou-se um aumento da percentagem de grdos
contaminados com Fusarium spp. sempre que foram aplicados tratamentos,
comparando com as respetivas testemunhas. No entanto, quando o tratamento
foi o reforco da fertilizacdo com Nefusoil (N, P K) ou Patentkali (K, Mg S), a
percentagem de graos contaminados com Fusarium spp. diminuiu drasticamente
nas barricas, comparando com o valor da amostra na colheita do milho (Fig. 3).

Efetivamente, a testemunha colhida na propriedade da Sociedade Agricola da
Quinta da Labruja apresentou uma diminuicdo drastica da percentagem de graos
contaminados com Fusarium spp., de forma muito semelhante ao milho tratado
(K, Mg e S) (Fig. 3 - B). Isto sugere que o solo na Soc. Agr. Quinta da Labruja possa,
ja a partida, estar saturado de K, Mg e S, pois com a sua aplicacdo ndo houve
qualquer alteracdo de comportamento. Desta forma, é possivel que o uso de
Patentkali ndo acrescente qualquer efeito benéfico nestes terrenos, antes pelo
contrario, atendendo a elevada percentagem de graos contaminados com
Fusarium spp.

Por outro lado, na Sociedade Agricola S3o Jodo de Brito parece ser possivel
observar o efeito real da fertilizacdo com Nefusoil na presenca de Fusarium spp.
nos graos de milho. Assim, o aumento da quantidade de N, P e K disponivel no
solo aparenta facilitar a presenca de Fusarium spp. nos graos de milho (Fig. 3 - A).

A diminuicdo de grdos contaminados com Fusarium spp. apés O seu
armazenamento ndo significa, no entanto, necessariamente, uma diminui¢do do
teor de micotoxinas. Apos a colheita, a alteracdo das condi¢cBes ambientais e do
teor de humidade do grao pode levar a um aumento, por um lado do stress
exercido sobre os Fusarium spp. e, por outro, da suscetibilidade do grao. Assim, as
estirpes de Fusarium capazes de produzir micotoxinas podem ser selecionadas
positivamente (com a eliminagdo das restantes estirpes ndo produtoras), ou
simplesmente motivadas a produzir mais micotoxinas, levando ao aumento das
quantidades de fumonisinas no grao, apesar do decréscimo da percentagem de
graos contaminados com Fusarium spp.
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A B
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
Colheita Barrica Colheita Barrica
Tratado com N, P e K Testemunha Tratado com K, Mge S Testemunha

Figura 3 - Resultados da campanha de 2018 sobre o efeito da fertilizacdo na percentagem de
grdos de milho contaminados com Fusarium spp. A - Resultados da fertilizagdo com azoto,
fosforo e potdssio (Nefusoil), em Sdo Jodo de Brito; B - Resultados da fertilizacdo com
potassio, magnésio e enxofre (Patentkali), na Sociedade da Labruja.

Relativamente ao uso de fertilizante a base de azoto, fésforo e zinco (F-BAQ),
verificou-se um aumento da percentagem de graos contaminados com Fusarium
spp., aquando da colheita e nas barricas, comparando com as respetivas
testemunhas, quer na Sociedade Agricola de Sdo Jodao de Brito (S)B; mais
acentuado) quer na Quinta da Cholda (JC; menos acentuado) (Fig. 4).

Desta forma, podemos interrogar-nos se também essa fertilizacdo facilita a
presenca de Fusarium spp. nas plantas do milho.

100%
80%
60%
40%
20%
0%
Colheita Barrica
Tratado com F-BAC (SJB)=e=Testemunha (SJB)
Tratado com F-BAC (JC) Testemunha (JC)

Figura 4 - Resultados da campanha de 2018 sobre o efeito da aplicagdo de fertilizante a
base de azoto, fésforo e zinco na percentagem de grdos de milho contaminados com
Fusarium spp. SJB - Sdo Jodo de Brito; JC - Quinta da Cholda.

No que respeita a diversidade de espécies de Fusarium encontradas nos graos de
milho, verificou-se que em todas as amostras, F. verticillioides e F. subglutinans
foram as mais frequentemente isoladas (Figura 5). Para além destas duas espécies,
foi também possivel obter e identificar alguns isolados de F£. proliferatum, F.
graminearum e F. oxysporum. Em todas as amostras de milho sujeitas aos
tratamentos verificou-se o aumento da diversidade de espécies com o
armazenamento, a semelhanca do ja reportado para Aspergillus em amendoim.
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Os graos de milho que a colheita se apresentam contaminados deverdo contribuir
para a acumulacao de fumonisinas durante o armazenamento. Nas amostras em
que o teor de fumonisinas, logo na altura da colheita, foi superior a 4000 pg/kg,
ndo foi possivel relacionar este parametro com a presenca e a diversidade de
Fusarium spp. Isto aconteceu nos casos especificos da Soc. Agr. Sao Jodo de Brito e
na testemunha da Soc. Agr. Quinta da Labruja.

No entanto, no caso do milho tratado (Patentkali) da Sociedade da Labruja foi
possivel verificar que com o armazenamento ocorreu um aumento significativo de
fumonisinas (Tabela 3, de 2656 em dezembro 2018 passa para > 4000 em abril
2019), acompanhado de um decréscimo da presenca de grdos infetados com
Fusarium spp. e um aumento da diversidade de espécies encontradas (Fig. 3-A e 5-
A/B). O mesmo acontece com o milho tratado (F-BAC) na Quinta da Cholda, em
gue, com o armazenamento houve um aumento de fumonisinas (Tabela 3, passa
de 1709 em dezembro 2018 para 3312 em abril 2019), acompanhado de um
decréscimo da presenca de Fusarium spp. € um aumento da diversidade de
espécies encontradas (Figuras 4 e 5-K/L).
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=
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F
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B F. verticillioides O F. subglutinans B F. proliferatum Outras espécies

Figura 5 - Resultados da campanha de 2018 sobre a diversidade de espécies de Fusarium. F.
verticillioides, F. proliferatum, F. subglutinans e outras espécies de Fusarium. A e B - Grdos de
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milho da Sociedade Agricola da Quinta da Labruja (L) tratados com potassio, magnésio e
enxofre (Patentkali) amostrados a colheita e nas barricas, respetivamente; C e D -
Testemunhas da Sociedade da Labruja, amostradas a colheita e nas barricas, respetivamente;
E e F - Grdos de milho da Sociedade Agricola de S&o Jodo de Brito (S)B) tratados com azoto,
fosforo e potassio (Nefusoil), amostrados a colheita e nas barricas, respetivamente; G e H -
Testemunhas de S3do Jodo de Brito, amostradas a colheita e nas barricas, respetivamente; | e ] -
Grados de milho de Sdo Jodo de Brito (S)B) tratados com azoto, fésforo e zinco (F-BAC),
amostrados a colheita e nas barricas, respetivamente; K e L - Grdos de milho da Quinta da
Cholda (JC) tratados com azoto, fésforo e zinco (F-BAC), amostrados a colheita e nas barricas,
respetivamente; M e N - Testemunhas da Quinta da Cholda, amostradas a colheita e nas
barricas, respetivamente.

Por outro lado, na Quinta da Cholda, a testemunha manteve os niveis de
fumonisinas (Tabela 3, de 2140 em dezembro 2018 passa para 2118 em abril 2019)
e de contaminacgdo por Fusarium spp. assim como a sua diversidade.

Estes resultados sugerem que o aumento na diversidade de espécies de Fusarium,
talvez causado pela juncdo dos tratamentos do milho e as condi¢des especificas de
armazenamento, possa levar a mais competicao entre as espécies contaminantes,
0 que conduz a um aumento da produg¢ao de fumonisinas por parte das estirpes
capazes de as produzir, com o objetivo de eliminar as restantes.

3.2. Resultados das amostras da campanha de 2019

Relativamente a campanha de 2019, ainda apenas foi possivel averiguar sobre a
presenca de Fusarium spp. nos graos de milho e proceder a sua identificacao
morfoldgica, estando em processamento a sua confirmacao via biologia molecular.

Para despiste da origem da contaminacdao com Fusarium spp., foram também
analisadas duas réplicas das sementes utilizadas na campanha de 2019, tendo
ambas sido negativas para a presenca de isolados de Fusarium spp. viaveis.

Foi realizada a andlise micoldgica aos graos de milho amostrados na Quinta da
Cholda, ndo se tendo verificado um aumento significativo da percentagem de

graos contaminados com Fusarium spp. devido a aplicacdo dos tratamentos
(fertilizagdo com Nefusoil e F-BAC), contrariamente a campanha anterior (Figura 6).
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Figura 6 - Resultados da campanha de 2019 sobre o efeito da aplicagdo de Nefusoil (A)
e de F-BAC (B) na percentagem de graos de milho contaminados com Fusarium spp.,
na Quinta da Cholda.

No entanto, houve uma réplica de milho tratado com F-BAC que apresentou uma
prevaléncia de grdos contaminados com Fusarium spp. muito superior as
restantes réplicas (mais 60 a 62%). Este resultado sugere que o campo de milho
onde foi experimentada esta modalidade ndo é homogéneo, realcando a
necessidade e importancia de fazer réplicas aquando da amostragem.

Assim, é nosso objectivo cruzar os dados disponiveis na exploracdo agricola
(imagens NDVI, cartas de condutividade do solo, etc..) com os respetivos
resultados, na expectativa de encontrar algum fator explicativo do aumento da
contaminagdo dos graos de milho por Fusarium spp.

3.3. Resultados das amostras da campanha de 2018 vs2019

Quando cruzamos os resultados das campanhas de 2018 e 2019, é possivel
verificar-se uma discrepancia nos efeitos dos tratamentos com Nefusoil e F-BAC.
Enquanto em 2018, aparentou existir uma relacdo entre a aplicacdo destes
tratamentos e o aumento de graos contaminados com Fusarium spp., em 2019,
esta correlagdo nao parece existir.

Esta disparidade de resultados pode, na nossa opinido, dever-se a trés grandes
fatores:

1) Em 2018 ndo se fizeram réplicas, pelo que a amostragem pode nao ser
representativa do que realmente aconteceu no campo, podendo a amostra
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analisada corresponder por exemplo a um outlier (como aparenta acontecer
com a réplica 3 do milho tratado com F-BAC na Quinta da Cholda em 2019);

As condicBes e fatores bidticos e abibticos presentes em Sdo Jodo de Brito
ndo sdo iguais aos existentes na Quinta da Cholda, pelo que a sua influéncia
nos efeitos dos tratamentos pode também ser diferente, gerando resultados
dispares (mesmo em 2018, o aumento da presenca de Fusarium spp. em Sao
Jodo de Brito foi mais intenso do que na Quinta da Cholda);

Tratando-se de campanhas agricolas diferentes, as condi¢des climatéricas e
os fatores bidticos e abidticos ndo sdo, necessariamente, oS mesmos,
influenciando e gerando resultados provavelmente diferentes, o que justifica
a necessidade de mais um ano de observacdes.

Analises de solos

As amostras de solos recolhidas em 2018 foram provenientes de 5 parcelas de
3 exploracBes agricolas: Estacdo Experimental Antonio Teixeira; Quinta da
Cholda (Testemunha); Quinta da Cholda (F-BAC); Arminda da Luz e Labruja. A
qualidade dos solos foi avaliada através de analises fisico-quimicas e de um
bioensaio com feijdo para avaliar a sanidade radicular.

4.1 Andlises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas dos solos foram realizadas no laboratério de
analises de solos do INIAV e os resultados apresentados na tabela 6
evidenciam niveis de fosforo extraivel muito elevados, em especial na parcela
da Quinta da Cholda tratada com F-BAC.

Este resultado é extremamente relevante para o agricultor. Tendo em conta
que o F-BAC é um fertilizante rico em fosforo, revela-se desaconselhavel o seu
uso neste tipo de solo.

Tabela 6: Resultados das andlises fisico-quimicas de amostras de solo recolhidas de 5 parcelas
de 3 explorag@es agricolas: Estacdo Anténio Teixeira; Quinta da Cholda (Testemunha), Quinta da
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Cholda (F-BAC), Arminda da Luz e Labruja.

- —
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Parametros Estagao Quinta Quinta Arminda | Labruja
Antonio Cholda Cholda Luz
Teixeira (Test) (FB)
Fésforo extraivel 250 492 1098 204 277
(P205 mg/Kg)
Potassio 130 283 283 259 151
Extraivel
(K20 mg/kg)
Magnésio 92 >220 209 129 83
extraivel
(Mg mg/kg)
Matéria 1,55 1,60 1,73 1,60 1,03
Organica (%)
Textura Grosseira Fina Fina Fina Média
pH (H20) 5,7 8,1 7,6 6,2 6
Nec. Cal 0 0 0 0 0
(CaCO3t/ha)
Ferro extraivel 12 278 344 294 109
(Fe mg/Kg)
Manganés 76 192 194 210 64
extraivel
(Mn mg/Kg)
Zinco extraivel 14 4,5 8,3 4,9 2,5
(Znmg/Kg)
Cobre extraivel 1,8 13 19 2,6 0,8
(Cumg/Kg)
Boro extraivel <0,20 0,71 0,70 0,51 <0,20
(B mg/kg)

4.2 Bioensaio com feijao

O teste de bioensaio para avaliar a sanidade radicular € uma medida do grau
dos sintomas que as raizes de plantas sensiveis apresentam quando
cultivadas por um determinado periodo em condicdes 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 pressao patogénica é classificada de 2
a 9 e os nUmeros mais altos indicam um maior dano induzido por organismos
patogénicos, como o Fusarium. Uma elevada pressdo patogénica indica que
0s organismos causadores de doencas estdo presentes sem que outros
organismos sejam capazes de os suprimir, revelando um desequilibrio do
micro e/ou micobioma do solo.

O protocolo adotado foi o do Soil Health Laboratory, University of Cornell, USA
(adaptado de Abawi, G.S., J.W. Ludwig, C.H. Petzoldt. 2004. Assessing root
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health by a soil bioassay with beans as an indicator of soil health.
Phytopathology 94:(Suppl.):;S1) em que aproximadamente 200 ml de solo
fresco de cada uma das 5 amostras provenientes das parcelas foram
colocados em vasos. Cada amostra de solo foi ensaiada em 10 vasos e em
cada vaso foi plantada uma semente de feijao (Phaseolus vulgaris, variedade
Wyatt de Harris-Moran, USA). As 50 plantas foram mantidas em estufa sob
condicdes controladas e regadas regularmente durante 4 semanas. As plantas
foram posteriormente removidas dos seus recipientes e as raizes lavadas e
classificadas como descrito no protocolo.

Os resultados obtidos mostraram que as raizes das plantas cultivadas nos
solos das parcelas da Estacdo Experimental 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
Labruja e Arminda da Luz apresentam lesGes e sintomas de presenca de
organismos patogénicos (Fig. 7).

Estagio Anténio Quinta da Chelda Quinta da Cholda Arminda
Teixeira (Test) (FB) Luz

Figura 7: Bioensaio com feijdo que evidencia a sanidade radicular das amostras de solos das 5
parcelas.

4.2.1 Detegdo de Fusarium spp.

A detecdo de Fusarium spp. foi realizada nas raizes e caules dos feijoeiros. Cortou-
se e isolou-se 10 fragmentos das raizes e 5 dos caules de cada amostra de
feijoeiros e seguiu-se 0 mesmo procedimento definido para a analise dos graos de
milho. Nestas amostras apenas foi feita identificacdo morfoldgica, tendo sido
identificadas apenas 2 espécies de Fusarium:. F. verticillioides e F. oxysporum
(Figura 8). As plantas das quais foi possivel obter mais isolados de Fusarium foram
as provenientes da Quinta da Cholda.

Por outro lado, as plantas provenientes da Soc. Agr. Sdo Jodo de Brito foram as
com menos isolados de Fusarium detetados. Estes resultados quantitativos, no
entanto, ndo sdo extrapolaveis atendendo a que o numero de plantas de feijoeiro
recebidas nao foi o mesmo para todas as propriedades e nao foram feitos nem
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controlos, nem réplicas que nos permitam compreender o significado e veracidade
dos resultados obtidos.

16
14

1IN

Quintada Quintada  Coruche Sociedade da Sdo Jodo de
Cholda (F-  Cholda Laruja Brito
BAC) (testemunha)

oo

(=R S R "A)

B F. verticillioides B F. oxysporum B Fusarium spp.

Figura 8 - Resultados da andlise micolégicas para Fusarium spp. as plantas de feijoeiro
provenientes das diferentes propriedades.

5. Plano de acdo para 2020

5.1. Ensaio de armazenamento da campanha de 2019

Do material recolhido em 2019, foram selecionadas amostras para a realizacdo do
ensaio de armazenamento. Onze amostras de 10Kg (P0933, AL3 e JC5 com
monitorizacdo sondas; AL4 com e sem Novimold® CP98; JC4 com e sem tratamento
de 6leo; JC3 com e sem tratamento de mostarda (3) foram colocadas em barricas
nas instalacdes da AGROMAIS a dezembro de 2019 e as micotoxinas irdo ser
monitorizadas em 5 datas de controle durante 8 meses (165 determina¢8es= 55
amostras x 3 réplicas).

5.2.  Amostragem da campanha de 2020

Na campanha de 2020 é objetivo do INIAV repetir as modalidades de 2019 na
Quinta da Cholda, nas mesmas parcelas (geograficas) e em parcelas
individualizadas.

Pretende-se também testar o aumento de fertilizacdo noutros tipos de solo do
mesmo produtor, de modo a elucidar sobre os seus efeitos na presenca de
Fusarium spp. e micotoxinas, mas seguindo um delineamento experimental
melhorado e mais adequado, que permita uma analise mais precisa e confiavel.

5.3. Desenvolvimento e implementacdo de métodos rastreio de Fusarium

Em 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
0 numero de isolados foi de 621, dos quais 181 caracterizados por biologia
molecular. Isto representa um elevado custo de reagentes e consumiveis, mas
também de recursos humanos. Assim, em 2020, é objetivo do Laboratério de OGM
do INIAV o desenvolvimento e otimiza¢do de um método de detecdo das espécies
do género Fusarium com maior interesse para o estudo, ou seja, £. verticillioides,
F. proliferatum e F. subglutinans, por PCR em tempo-real especifico para a detecao
direta a partir dos graos de milho. Para além disso, pretende-se ainda detetar as
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estirpes produtoras de fumonisinas utilizando a mesma técnica, porém com
primers especificos para os genes responsaveis pela sua producdo. Este tipo de
procedimentos permitird saber mais prontamente se as amostras em questdo
estdo contaminadas com estas espécies e com as estirpes relevantes, permitindo o
seu rastreio mais precocemente.

6. Desenvolvimento de um sistema de monitoriza¢do

Em relacdo a tarefa 3.5 “Desenvolvimento de um sistema de monitorizagdo (Hre T
- armazenamento), cabe referir que auma 1?2 fase foram instalados pelo 1SQ
sensores de temperatura, humidade, com comunica¢do wireless para registo de
parametros monitorizados no milho armazenado nos silos e no armazém da
Agromais.

Numa 2° fase foram também instalados sensores em 6 barricas contendo
amostras de milho, provenientes dos campos demonstradores, envolvidos no
projeto, que correspondem a diversos métodos de fertiliza¢do.

Numa 32 fase foram também controladas novamente 6 barricas contendo
amostras de milho, provenientes dos campos demonstradores, desta vez relativas
a campanha seguinte.

Estes dados sdo obtidos remotamente em tempo real e consultados em forma
grafica o que permite uma tomada de decisdo assertiva e rapida.

Em todas as fases, embora ndo previsto no plano de trabalhos e de investimentos,
foram instaladas, no milho proveniente dos ensaios em campo, sondas de CO,,
uma vez que este indicador pode ser uma ferramenta valida para detecc¢do
precoce das actividades dos fungos.

De seguida estdo apresentados, a titulo demonstrativo o tipo de graficos que é
atualmente gerado pelo sistema (temperatura, humidade e concentracdo de CO2).
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Figura 1 - Grafico de temperatura da barrica L1
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Figura 2 - Grafico de humidade da barrica L1
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Figura 3 - Grafico de concentragdo de didxido de carbono da barrica L1
Estes graficos sdo construidos a partir de um ficheiro de big data que é usado na

plataforma MICOTOX ALERT que se encontra em pleno desenvolvimento
aguardando a coleta do maior nimero de dados possivel.

De seguida apresenta-se um excerto deste ficheiro que contem milhares de
registos (refere-se aos dados de monitorizagdo de uma das amostras- L1):
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36038
36032
36026
36020
36014
36008
36002
35996
35990
35984
35978
35972
35966
35960
35954
35948
35942
35936
35930
35924
35918
35912
35906
35900
35894
35888
35882
35876
35870
35864
35858
35852
35846
35840
35834
35828
35822
35816
35810
35804
35798
35792
35786
35780
35774
35768
35762
35756
35750
35744
35738
35732
35726
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E53

Nome Data Hora

L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1

23-06-2019 18:32:44
23-06-2019 18:01:45
23-06-2019 17:30:53
23-06-2019 17:00:01
23-06-2019 16:29:04
23-06-2019 15:58:11
23-06-2019 15:27:17
23-06-2019 14:56:26
23-06-2019 14:25:31
23-06-2019 13:54:35
23-06-2019 12:52:39
23-06-2019 12:21:44
23-06-2019 11:50:47
23-06-2019 11:19:48
23-06-2019 10:48:55
23-06-2019 10:18:00
23-06-2019 09:47:07
23-06-2019 08:45:01
23-06-2019 08:13:55
23-06-2019 07:42:56
23-06-2019 07:12:02
23-06-2019 06:41:01
23-06-2019 06:10:01
23-06-2019 05:39:09
23-06-2019 05:08:11
23-06-2019 04:06:18
23-06-2019 03:35:24
23-06-2019 03:04:31
23-06-2019 02:33:29
23-06-2019 02:02:33
23-06-2019 01:31:34
23-06-2019 01:00:41
22-06-2019 23:58:45
22-06-2019 23:27:36
22-06-2019 22:56:37
22-06-2019 22:25:40
22-06-2019 21:54:46
22-06-2019 21:23:46
22-06-2019 20:52:33
22-06-2019 19:50:30
22-06-2019 19:19:31
22-06-2019 18:48:37
22-06-2019 18:17:44
22-06-2019 16:12:18
22-06-2019 15:40:52
22-06-2019 15:09:46
22-06-2019 14:38:52
22-06-2019 14:07:52
22-06-2019 13:36:56
22-06-2019 12:34:52
22-06-2019 12:03:59
22-06-2019 11:32:49
22-06-2019 11:01:55

0

Temperatura (2C)
19.64
19.66
19.66
19.66
19.64
19.64
19.63
19.63
19.64
19.63
19.62
19.62
19.62
19.61
19.60
19.60
19.60
19.57
19.57
19.56
19.56
19.55
19.54
19.50
19.50
19.48
19.47
19.47
19.46
19.44
19.44
19.44
19.43
19.43
19.43
19.43
19.44
19.44
19.46
19.48
19.49
19.50
19.53
19.60
19.63
19.68
19.70
19.73
19.75
19.79
19.81
19.83
19.84

PORTUGAL

2020

Humidade (%)
70.74
70.83
70.83
70.83
70.83
70.94
70.83
70.83
70.83
70.83
70.83
70.83
70.83
70.83
70.93
70.83
70.83
71.01
70.83
71.01
70.73
71.01
71.01
70.72
70.82
70.92
70.72
70.72
70.82
70.91
70.91
70.82
70.82
70.91
70.82
70.82
70.82
70.82
70.91
71.01
70.82
70.82
70.92
70.93
70.83
70.83
71.05
70.83
70.94
70.94
71.06
71.07
70.98

UNIAD EUROPTIA

Furats Eunone Apcats
24 Dt Rrm

Y S ey -

CO2 (ppm)
1466.00
1477.00
1497.00
1489.00
1469.00
1415.00
1449.00
1429.00
1410.00
1377.00
1412.00
1433.00
1396.00
1385.00
1333.00
1322.00
1312.00
1316.00
1318.00
1306.00
1310.00
1335.00
1306.00
1348.00
1332.00
1348.00
1321.00
1307.00
1298.00
1320.00
1295.00
1327.00
1315.00
1299.00
1302.00
1324.00
1312.00
1298.00
1310.00
1298.00
1304.00
1316.00
1316.00
1303.00
1301.00
1297.00
1269.00
1266.00
1246.00
1259.00
1234.00
1252.00
1271.00

Na Fase de Desenvolvimento 4 “Desenvolvimento de um sistema de apoio a
decisdo”: Foi desenvolvida toda a base de dados e o front-end da plataforma
“MICOTOX ALERT”, com classificacdo de diferentes tipologias de usuarios,
produtores (exploracao agricola) e agrupamento de produtores (armazenamento).
Foi também desenvolvida a arquitetura geral dos sistemas de previsdao que
aguarda a coleta do maior nimero de dados possivel, para afinar estes modelos

de previsao.
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Os modelos de previsdo (exploragdo, transporte e armazenamento), irdo correr
nesta plataforma e terdo por base os dados que estdo recolhidos remotamente
pelos sensores em cada uma das fases referidas anteriormente, bem como todos
os dados provenientes dos cadernos de campo das explora¢8es agricolas onde
decorreram os ensaios, e ainda, as informag¢des meteoroldgicas das exploracbes
agricolas (obtidas através da rede de estacBes meteorolédgicas pertencentes a
Agromais).

. Execugao Financeira:

Em relagdo a execucdo financeira deste projecto, esta encontra-se aquém do
desejavel. Uma das principais razfes para esta realidade, prende-se com a grande
morosidade que se esta a verificar na analise dos Pedidos de Pagamento, que
impede a entrega de um novo PP, enquanto o anterior ndo estiver cabimentado.

Investimento | Investimento | Taxa de
Designacao das entidades Elegivel E.Ieglvel o Execucao
Aprovado Realizado (€) AYE)
GE N
ANPROMIS 120.620,56€ 28.672,38 24%
AGROMAIS 74.832,49€ 13.412,73 18%
Instituto da Soldadura e Qualidade 94.803,90€ 24.747,52 26%
INIAV 146 430,34 48 136,31 33%
Soaeqlade Agricola da Quinta da 5393 66€ 64078 12%
Labruja
Sociedade Agricola de S. Jodo de Brito 8.209.39€ 623,96 7%
Quinta da Cholda 9.043,78€ 1.843,45 20%
ﬁrjrznlnda Aurora D. Henriques Sousa 8.715,65€ 1.685.40 20%
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C. Desvios:

Como referido ao longo deste relatério, o plano inicialmente previsto foi cumprido
na sua quase totalidade.

Os resultados das analises laboratoriais que tém sido obtidos ao longo do
projecto, tém-nos permitido orientar as tarefas a implementar de acordo com o
melhor interesse para atingir os objectivos que nos propomos atingir.

Por outro lado e tendo em conta a necessidade de adaptarmos os métodos de
analise as nossas condicdes de producdo e ajustarmos os ensaios de milho
instalados no campo aos resultados que fomos obtendo ao longo dos trés anos do
projecto, foi solicitada autorizacdo ao Secretariado Tecnico do PDR2020
autorizacdo para prolongarmos a conclusdo deste projecto até 28/02/2021.

Este adiamento permitir-nos-a implementarmos mais um ano de ensaios em 2020,
com a recolha de um maior nimero de dados de campo e laboratoriais que nos
possibilitara ndo s6 monitorizarmos de uma forma mais pormenorizada a
presenca de micotoxinas nos graos de milho recolhidos, como delinearmos com
maior certeza a sua variacdo ao longo das diversas fases de producdo e de
armazenamento. Este pedido de alteracao (PALT) foi aprovado pelo ST PDR2020,
em 13/11/2019.

D. Disseminacdo e divulgacao:

A disseminacdo dos dados deste projecto tem decorrido de acordo com o previsto,
destacando-se a divulgacdo efectuada pelo INIAV que participou em diversos
forums onde o projecto foi divulgado, nomeadamente 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), 18"
Congress of European Mycologists Varsovia, Polénia, 16-21 de setembro 2019
(Eugénio Diogo) e no 1° Simpdsio INIAV para Seguranca Alimentar (Carla Brites,
Ana Sanches Silva, Andreia Freitas, Andreia Soares, Bruna Carbas, Jorge Barbosa).
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