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RESUMO 

Fusarium verticillioides Sacc. Niremberg (=Fusarium moniliforme Sheldon) é um 

fungo parasita não obrigatório, micotoxigênico em potencial, de ocorrência comum 

em culturas de milho, causando podridão da raiz, colmo, espiga e deterioração de 

grãos armazenados. É considerado mundialmente um dos mais importantes 

produtores de fumonisina em cereais utilizados na dieta humana e em rações 

animais, que uma vez contaminados, são prejudiciais aos homens e animais que os 

ingerem. Sendo o milho uma das principais fontes de carboidratos nas culturas 

ocidentais, este estudo propôs a identificação polifásica de isolados de F. 

verticillioides micotoxigênicos em grãos de milho de diferentes regiões de 

Pernambuco (Brasil), um importante produtor de milho da Região Nordeste do Brasil, 

a análise da variabilidade genética por marcadores moleculares ISSR e a detecção 

da presença de fumonisinas B1 e B2 pelo uso da técnica de MALDI-TOF MS. Foram 

analisados 60 isolados de F. verticillioides obtidos de três diferentes regiões de 

Pernambuco, identificados pela taxonomia clássica, biologia molecular, bioquímica 

(análise de fumonisinas B1 e B2 por MALDI-TOF MS) e por perfis proteômicos por 

MALDI-TOF ICMS. Todos os isolados apresentaram amplificação para o 

gene FUM1, demonstrando a capacidade para produzir fumonisina, sendo a 

detecção das fumonisinas B1 e B2 confirmadas posteriormente pela técnica de 

MALDI-TOF MS. As amplificações com os primers (GTG)5 e (GACA)4 não 

evidenciaram agrupamento dos isolados quanto a região de origem e também 

evidenciaram baixa variabilidade genética intraespecífica. Isto foi confirmado mais 

tarde pelo uso da técnica de MALDI-TOF ICMS, que se mostrou eficiente quanto à 

identificação de fungos filamentosos e à detecção de micotoxinas, embora haja 

necessidade de ampliação das informações no banco de dados para este tipo de 

micro-organismo.  
 

 

Palavras-chave: ISSR, MALDI-TOF ICMS, micotoxinas, fumonisina. 
 



 

ABSTRACT 

Fusarium verticillioides Sacc. Niremberg (=Fusarium moniliforme Sheldon) is a 

potential mycotoxigenic and non-obligatory parasite fungus that commonly infects 

corn, causing damage to the roots, stem, and cobs and deterioration of stored seeds. 

It is considered one of the most important global producer of fumonisin in grains used 

for food or feed production. It makes them as potential prejudicial to both humans 

and animals. Corn is one of the principal source of carbohydrates in the western 

cultures. The present study established a polyphasic approach to identify 60 isolates 

of potential mycotoxigenic strains of F. verticillioides in corn kernels from different 

regions of Pernambuco State (Brazil), an important corn producer in the northest 

region of Brazil. All isolates were obtained from three different regions of 

Pernambuco State and identified by classical taxonomy, biochemical assays 

(fumonisins B1 and B2 analysis by MALDI-TOF MS), proteomic profiles by MALDI-

TOF ICMS and molecular biology, using ISSR molecular markers. For all isolates it 

was possible to amplify the FUM1 gene from, demonstrating their capacity to 

produce fumonisin, which was later confirmed by MALDI-TOF MS analysis. 

Amplifications using the primers (GTG)5  and (GACA)4 did not demonstrate any 

differences between isolates from different regions, indicating little intraspecific 

genetic variability. It was later confirmed through the fungal proteomic profiles by 

MALDI-TOF ICMS. MALDI-TOF ICMS was effective for mycotoxin detection and for 

the fungal identification at species level, although there is need to expand the 

information in the database for this fungal species. 

 
 

Keywords: ISSR, MALDI-TOF ICMS, mycotoxins, fumonisin. 
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1 INTRODUÇÃO  

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais cultivado mundialmente, produzido em 

77 países, principalmente devido à sua facilidade de adaptação, que permite o 

cultivo em regiões de clima tropical a temperado, desde o nível do mar até 

aproximadamente 3660m de altitude. O Brasil participa com 7% da produção 

mundial, sendo o terceiro maior produtor deste cereal, ficando atrás dos Estados 

Unidos, maior produtor, e da China.  A importância econômica do milho se 

caracteriza pelas diversas formas de utilização. Embora a maior parte do milho 

destine-se a fabricação de ração animal, a alimentação humana com derivados de 

milho, constitui um importante uso deste cereal entre a população de baixa renda. 

No Nordeste do Brasil, é uma fonte alimentar importante para muitas pessoas que 

vivem no semi-árido (Embrapa, 2010; Ottoni, 2008).  

Entre os motivos das perdas de safras ou da baixa produtividade do milho em 

diversos países está a produção de toxinas por fungos contaminantes, sendo estas 

micotoxinas tóxicas para os animais e humanos mesmo quando em baixas 

concentrações. As micotoxinas são produtos naturais de baixo peso molecular, 

produzidas como metabólitos secundários fúngicos. Estes metabólitos constituem 

um conjunto com toxicidade e química heterogêneas, alguns vitais para o fungo 

produtor. Existem dois fatores muito importantes no processo de produção das 

micotoxinas: a disponibilidade de água (apresentada na forma de atividade da água, 

aw) para o crescimento dos fungos produtores e a temperatura (Lima et al., 1998; 

Council for Agricultural Science and Technology, 2003). 

Entre as linhagens produtoras, o gênero Fusarium é responsável pela maioria 

das contaminações dos alimentos por micotoxinas, sendo as espécies de maior 

importância as que produzem estes compostos tóxicos em cereais utilizados na 

dieta humana, como milho, arroz, entre outros, que, uma vez contaminados, são 

prejudiciais aos homens e animais que os ingerem (Council for Agricultural Science 

and Technology, 2003).  

Fusarium verticillioides Sacc. Nirenberg (=Fusarium moniliforme Sheldon) é 

um parasita não obrigatório, toxigênico, de ocorrência comum em culturas de milho, 

causando podridão da raiz, colmo, espiga e deterioração de grãos armazenados, 

comumente associados ou colonizando a planta de maneira assintomática, 

encontrado tanto no solo de regiões tropicais e subtropicais como em solos de zonas 



18 
 

temperadas úmidas e sub-úmidas. Produz várias micotoxinas, sendo considerado 

uma das mais importantes fontes mundiais de contaminação por fumonisina nos 

produtos alimentícios, em especial do milho.  A fumonisina apresenta 28 análogos 

divididos em quatro grupos, identificados como séries A, B, C e P. A série B (FB1, 

FB2, FB3) compreende as fumonisinas mais relevantes produzidas por F. 

verticillioides que ocorrem como contaminantes naturais em milho. Além desta 

espécie, as espécies F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg e F. nygamai L.W. 

Burgess e Trimboli também produzem fumonisina (Figueira, 2003; Meirelles, 2005; 

Bernd, 2006; Ottoni, 2008). 

Estudos genéticos sugerem que 3 loci estão relacionados com a síntese de 

fumonisina em F. verticillioides, denominados de FUM1, responsável pelo controle 

da capacidade produtiva da toxina, bem como FUM2 e FUM3,  que controlariam a 

hidroxilação dos C-10 e C-05, respectivamente (Figueira, 2003). Deste modo, apesar 

de ser o maior produtor de fumonisina, nem todos os isolados de F. verticillioides 

apresentam o gene FUM1, não sendo estes, potenciais produtores desta micotoxina. 

Os métodos fenotípicos algumas vezes não permitem a correta identificação 

das espécies do gênero Fusarium, em virtude da sua grande variabilidade genética. 

Pelas limitações em desenvolver estudos morfológicos para o gênero, uma vez que 

algumas espécies dos gêneros Cylindrocarpon Wollenw (1913) e Acremonium Fr. 

também produzem conídios multicelulares fusiformes semelhantes aos produzidos 

por espécies de Fusarium, os métodos moleculares e espectrais podem auxiliar no 

esclarecimento da taxonomia, evitando classificações artificiais sem consistência 

com a filogenia do gênero (Godoy, 2004; Martins, 2005). 

Métodos moleculares, utilizados para a identificação das diferentes espécies 

de Fusarium toxigênicos bem como de outras espécies produtoras de micotoxinas, 

apresentam boa especificidade, podendo haver um estudo mais determinante 

quando aliados a técnicas espectrais modernas, como o Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). Esta 

última apresenta-se como uma técnica barata, rápida e eficiente para a identificação 

de fungos, podendo auxiliar na diferenciação entre os táxons (Santos et al., 2009).  

Este estudo propõe a identificação taxonômica, molecular e espectral de 

isolados de F. verticillioides obtidos de grãos de milho do Estado de Pernambuco e a 

detecção da presença de fumonisinas B1 e B2 pelo uso da técnica de MALDI-TOF 

MS.  



19 
 

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS E SISTEMÁTICA DO GÊNERO FUSARIUM 

O gênero Fusarium Link (1809) ex Fries compreende espécies de fungos 

filamentosos de distribuição universal, com grande importância econômica, que 

comumente podem ser encontradas como fitopatógenas (causando murcha vascular 

e podridão basal em raízes), sapróbios do solo, associadas à matéria orgânica em 

decomposição e insetos, patógenos animais, sendo uma minoria patogênica para o 

homem (Gómez e Ramírez, 2008; Chang, 2010). 

As espécies pertencentes ao gênero são classificadas como fungos do 

campo, por serem capazes de crescer em estágios pré-colheita e interagirem com 

espécies de plantas diferentes, sendo os grãos e fragmentos em decomposição 

substratos para sua sobrevivência, possibilitando assim, a infecção de culturas 

subsequentes e a produção de toxinas (Meireles, 2005).   

A posição sistemática deste gênero é definida, segundo De Hoog et al. 

(2000), como pertencente ao Reino Eumycota, Divisão Ascomycota, Classe 

Euascomycetes, Ordem Hypocreales, Família Hypocreaceae, Gênero Fusarium. 

Algumas espécies do gênero Fusarium apresentam apenas uma fase 

assexual, denominada fase anamorfa ou imperfeita, enquanto outras, além da fase 

assexual, também apresentam um estado teleomórfico, denominado fase sexual ou 

perfeita (Garcia, 2010). 

A forma perfeita (teleomorfo) das espécies de Fusarium pertence aos gêneros 

Nectria (Fr.) Fr. (1849), Calonectria De Not. (1867), Micronectriella Hohn e Gibberella 

Sacc., sendo este último o que agrupa a maioria dos teleomorfos de Fusarium, e se 

caracteriza por apresentar ascosporos produzidos em ascos contidos em 

ascocarpos do tipo peritécio (Gómez e Ramírez, 2008; Garcia, 2010). 

A maioria das espécies deste gênero são ativos decompositores da celulose 

em substratos de plantas, e algumas espécies são fitopatogênicas e produtoras de 

micotoxinas em tecidos de plantas infectadas, sendo as mais importantes os 

tricotecenos, fumonisinas, zearalenona, moniliformina e ácido fusárico. Ocasionam 

danos em sementes de cereais, e outros produtos vegetais, antes e depois da 

colheita, em virtude da diminuição da qualidade e quantidade de grãos produzidos. 

São também perigosas à saúde humana e de outros animais pela produção das 
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micotoxinas, sendo que o acúmulo destas toxinas nos grãos e nos seus derivados 

ocasiona enfermidades severas agudas e crônicas (Brasileiro, 2003; Mulé et al., 

2004; Garcia, 2010).  

Várias espécies de Fusarium são isoladas com grande frequência em 

sementes de cereais e pastagens, ocasionando grandes perdas econômicas 

incluem: F. sambucinum Fuckel (=Gibberella pulicaris Fr. Sacc. 1877), responsável 

por infecções em culturas de trigo e batata; F. oxysporum Schlecht, causador de 

murcha em diversas espécies vegetais de importância econômica, como algodoeiro, 

tomateiro e mamoeiro; F. verticillioides, um importante patógeno de culturas de milho 

e outros cereais; F. graminearum Schwabe e F. solani (Mart.) Sacc., são altamente 

patogênicas em hospedeiros como leguminosas, tomate, banana e tabaco (Tan e 

Niessen, 2003; Chang, 2010). 

O principal interesse nas espécies do gênero se deve ao fato de estarem 

entre os fitopatógenos mais importantes do mundo, porém, cada vez mais espécies 

deste gênero têm sido descritas como causa de infecções localizadas em indivíduos 

imunocompetentes ou oportunistas em humanos, sendo responsáveis por 

enfermidades disseminadas em pacientes imunossuprimidos, como os submetidos a 

transplantes, terapias por corticóides, pacientes soro positivos ao vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), leucêmicos, pacientes queimados ou com feridas 

abertas, aumentando os índices de morbidade e mortalidade entre estes indivíduos. 

As ferramentas diagnósticas são limitadas, atrasando o tratamento destas infecções, 

além disto, estes patógenos demonstram uma acentuada resistência à terapia 

antifúngica (Booth, 1971; Nucci e Anaissie, 2002; Chang, 2010; García, 2010).  

Montiel (2004) denomina hialo-hifomicoses as micoses causadas por este 

patógeno, em virtude do agente etiológico ser identificado nos tecidos pela presença 

de hifas septadas não pigmentadas. Em indivíduos imunocompetentes, a infecção 

normalmente ocorre posteriormente à exposição traumática com um vegetal em 

decomposição, após queimadura ou cirurgia. A maioria dos casos de fusariose 

invasiva é produzida por F. solani, F. oxysporum e F. verticillioides, sendo que, em 

um terço dos casos, as espécies não são identificadas e os sintomas clínicos são 

indistinguíveis dos de uma aspergilose invasiva, também comum em pacientes com 

imunocomprometimento severo. F. proliferatum (Matsuhima) Nirenberg, F. 

subglutinans (Wollenweber e Reinking) Nelson, Toussoun e Marasas e F. sacchari 
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(E. J. Butler) W. Gams são listadas com menor frequência. (Torres, 2003; Chang, 

2010).   

As infecções sistêmicas decorrem da disseminação do micro-organismo 

desde a porta de entrada, normalmente determinada pela condição imunológica do 

hospedeiro, além de outros fatores de virulência, como a produção de enzimas e 

toxinas, resultando em um alto índice de mortalidade em virtude do tratamento 

terapêutico frequentemente não apresentar sucesso (Torres, 2003; Montiel, 2004; 

Gómez e Ramírez, 2008; Chang, 2010). 

Além de espécies patogênicas facultativas de plantas, animais e humanos, 

isolados não patogênicos e endofíticos têm sido descritos. Pamphile e Azevedo 

(2002) caracterizaram molecularmente, através do uso de marcadores RAPD, 

isolados endofíticos de F. verticillioides em milho, visando verificar se havia relação 

entre proximidade genética de isolados endofíticos e o local de isolamento e/ou a 

população de milho hospedeira. Segundo os autores, foi possível separar isolados 

endofíticos de F. verticillioides de diferentes genótipos por meio destes marcadores, 

mostrando que pode existir uma grande associação entre estes, sugerindo uma 

especificidade para o genótipo da planta hospedeira (Chang, 2010). 

 

2.2 CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DO GÊNERO FUSARIUM 

As colônias do gênero Fusarium caracterizam-se por crescimento rápido, e 

após 7 a 10 dias de cultivo, apresentam diversas cores, do violeta à púrpura escuro 

ou do creme à laranja, podendo o reverso apresentar-se nas cores pardo ou preto. O 

micélio pode apresentar-se aveludado ou levemente cotonoso (Leslie e Summerell, 

2006).  

São caracterizados microscopicamente pela formação de macroconídios em 

forma de foice, com extremidades afiladas, podendo apresentar 1 ou até 10 septos 

transversais. Algumas espécies apresentam macroconídios com uma estrutura 

pronunciada designada como célula pé. Estes emergem de células conidiogênicas 

(fiálides), que podem apresentar-se isoladamente ou agrupadas em massas, 

crescendo diretamente do micélio vegetativo, sendo conhecidas como 

esporodóquios. Os microconídios são pequenos, unicelulares, podendo apresentar 

diversas formas e eventualmente um septo. Uma característica importante é que 
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possuem a base truncada. Recentemente, o termo mesoconídio tem sido referido 

para os blastoconídios. Estes são semelhantes, em forma, aos macroconídios, mas 

de tamanho menor, não possuindo célula basal em forma de pé, apresenta-se de 

forma solitária e não formam cabeças mucóides, sendo a base do mesoconídio 

truncada.  Geralmente, podemos observar em algumas espécies a produção de 

clamidosporos isolados ou agrupados em cadeias, de paredes espessas (lisas ou 

rugosas) e de localização apical ou intercalar (Pfenning, 2002; Godoy, 2004; Gómez 

e Ramírez, 2008).  

Os métodos fenotípicos algumas vezes não permitem a correta identificação 

das espécies deste gênero, devido a sua variação morfológica decorrente da 

variabilidade genética. Pelas limitações em desenvolver estudos morfológicos do 

gênero, uma vez que algumas espécies dos gêneros Cylindrocarpon e Acremonium 

também produzem conídios multicelulares fusiformes semelhantes aos produzidos 

por espécies de Fusarium, os métodos moleculares podem auxiliar no 

esclarecimento da taxonomia evitando classificações artificiais sem consistência com 

a filogenia do gênero, contribuindo para discriminação das espécies associadas aos 

alimentos contaminados. Ainda neste aspecto, variações de características 

morfológicas e patogênicas dentro do gênero Fusarium resultam em uma 

classificação dividida em seções, formae speciales e raças (Godoy, 2004; Martins, 

2005; Chang, 2010).  

Apesar das limitações, as chaves de classificação para o gênero Fusarium 

mais utilizadas atualmente são as de Booth (1971) e De Hoog et al. (2000). As 

características morfológicas microscópicas estão representadas na Figura 1. 
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Atualmente estão descritas aproximadamente 150 espécies de Fusarium 

morfológicas e/ou filogeneticamente diferentes (García, 2010).  

A abordagem polifásica para identificação de micro-organismos vem 

crescendo muito atualmente, e integra caracteres fenotípicos juntamente com 

sequencias de DNA. Em fungos filamentosos, micro e macromorfologia, fisiologia, 

metabólitos produzidos e dados moleculares são importantes no processo de 

identificação, e nenhum deve ser subestimado, uma vez que, juntos, permitem a 

correta identificação de espécies do gênero Fusarium, como F. verticillioides, cuja 

taxonomia torna-se difícil em virtude da sua grande variabilidade genética (Godoy, 

2004; Silva, 2012).  

 

Fonte: García, 2010. 
Figura 1: Características morfológicas microscópicas do gênero Fusarium. Macroconidios de F. 
acuminatum (1), F. equiseti (2) e F. graminearum (3). Microconidios de F. fujikuroi (4), F. 
proliferatum (5) e F. verticillioides (6). Clamidosporos de F. oxysporum (7), F. equiseti (8) e F. 
solani (9). 
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2.3 CARACTERÍSTICAS GERAIS DE FUSARIUM VERTICILLIOIDES 

Fusarium verticillioides Sacc. Nirenberg (=Fusarium moniliforme Sheldon) é 

um parasita não obrigatório de ocorrência comum em culturas de milho, causando 

podridão da raiz, colmo, espiga e deterioração de grãos armazenados, comumente 

associados ou colonizando a planta de maneira assintomática, encontrado tanto no 

solo de regiões tropicais e subtropicais como em solos de zonas temperadas úmidas 

e subúmidas. Apesar de ser considerado o principal patógeno associado a culturas 

de milho em todo o mundo, e principalmente no Brasil, pode também ser encontrado 

como patógeno em culturas de trigo, sorgo, aveia, cana de açúcar, arroz, banana, 

figo, manga, abacaxi e aspargo (Figueira, 2003; Meirelles, 2005; Bernd, 2006; 

Chang, 2010; Melo, 2011). 

Fusarium verticillioides representa o estágio anamorfo da espécie Gibberella 

moniliformis (Wineland). Pertence ao complexo Gibberella fujikuroi (Sawada) 

Wolenw, antiga seção Liseola, composto por um grupo de aproximadamente 20 

espécies, que é subdividida em pelo menos oito populações biológicas (“mating 

populations”) geneticamente distintas, determinadas pelas letras A a H. As “mating 

populations” A, a qual pertence F. verticillioides, e D produzem elevado nível de 

micotoxinas, enquanto as demais produzem pouca ou nenhuma (Schiabel, 2004; 

Meirelles, 2005; Leslie e Summerell, 2006; Melo, 2011).  

As fumonisinas são claramente as toxinas mais importantes produzidas por F. 

verticillioides, e alguns isolados podem produzí-las em níveis muito altos. Alimentos 

contaminados por F. verticiliioides são tóxicos a animais e humanos, e algumas, mas 

não todas, destas reações tóxicas são atribuídas à contaminação dos alimentos pela 

fumonisina. Além desta micotoxina, esta espécie também pode produzir outras 

toxinas, como ácido fusárico e derivados, traços de bovericina e moniliformina, 

fusarina C e 8-bostricoidina, que pode ser confundida com zearalenona (Leslie e 

Summerell, 2006). 

Inicialmente, Wollenweber e Reinking (1935) estabeleceram a seção Liseola 

para as espécies de Fusarium que produziam microconídios em cadeia, 

macroconídios, mas não produziam clamidósporos. Uma espécie de Fusarium 

formadora de cadeia, descrita como Fusarium moniliforme Sheldon, foi incluída na 

seção junto com duas outras espécies e três variedades, isto é, seis taxa, 

posteriormente, reduzida a uma espécie, F. moniliforme Sheldon emend. Snyder e 
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Hansen by Snyder e Hansen. Booth (1971) iniciou a reavaliação das espécies na 

seção Liseola, que ainda está em andamento, separando a variedade F. moniliforme 

var. subglutinans de F. moniliforme, devido à ausência de microconídios em cadeia e 

presença de células conidiogênicas polifialídicas.  Dentre as modificações sugeridas 

por Gerlach e Nirenberg (1982), estes apontaram o nome correto para F. moniliforme 

como F. verticillioides Sacc. Niremberg, sendo o seu teleomorfo Gibberella 

moniliformis (Wineland) ou Gibberella fujikuroi mating population A, estreitando o 

conceito desta espécie. Como resultado, a identificação de muitos isolados 

originalmente descritos como F. moniliforme é agora posta em questão como sendo 

F. verticillioides ou até mesmo outras espécies (Leslie e Summerell, 2006). 

Microscopicamente (Figura 2), apresenta numerosos microconídios ovóides 

com base truncada, podendo ter 1 ou 2 septos. A presença abundante de 

microconídios, normalmente formando cadeias, proporciona o aspecto pulverulento 

da colônia, de coloração violeta quando em meio batata-dextrose-ágar (BDA). Os 

conidióforos originam-se na hifa, e são escassamente ramificados. Quando 

presentes, os macroconídios são fusiformes, quase retos, com superfícies dorsal e 

ventral quase retas, e de paredes finas e delicadas. As células basal e apical são 

alargadas e ligeiramente curvadas, podendo ter de 3 a 5 septos. F. verticillioides não 

produz clamidósporos, mas células intumescidas que podem ser confundidas com 

clamidósporos ou pseudoclamidosporos (Booth, 1971). 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

  Fonte: www.seimic.org 
  Figura 2: Características morfológicas microscópicas de Fusarium 
verticillioides. 

 

 

Figura 2: Características morfológicas microscópicas de F. verticillioides. 

Microconídios 

Monofiálides 
Macroconídios 

http://www.seimic.org/


26 
 

F. verticillioides é morfologicamente idêntico a isolados de F. thapsinum 

Klittich, Leslie, Nelson e Marasas que não produzem pigmento amarelo quando 

crescido em meio de cultura. Também é semelhante à F. proliferatum, mas a última 

espécie distingue-se pela sua capacidade de formar cadeias de microconídios em 

polifiálides. As cadeias de microconídios produzidas por F. proliferatum geralmente 

são mais curtas que as de F. verticillioides e F. thapsinum. Estas duas últimas 

espécies podem ser confiavelmente diferenciadas por meio de testes de 

cruzamento, marcadores moleculares ou pela presença de pigmentos amarelos em 

meio de cultura, exclusivos de F. thapsinum. F. verticillioides também é muito 

semelhante à F. andiyazi Marasas, Rheeder, Lamprecht, Zeller e Leslie e F. nygamai 

Burgess e Trimboli, diferenciando-se da primeira por ausência de 

pseudoclamidosporo e da segunda por abundantes macroconídios em 

esporodóquios e clamidósporos em hifas aéreas de culturas antigas (Leslie e 

Summerell, 2006). 

2.4 FUSARIUM VERTICILLIOIDES COMO PATÓGENO DO MILHO 

 A importância econômica do milho se caracteriza pelas diversas formas de 

utilização. Anualmente no Brasil são produzidas cerca de 50 milhões de toneladas 

de grãos, das quais 60% destinam-se à fabricação de ração animal, 20% para 

consumo humano direto e 8% destinam-se à indústria, a qual origina diversos 

subprodutos como óleos, margarinas, xaropes dentre outros (Ottoni, 2008; Chang 

2010).  

Embora a maior parte do milho destine-se a fabricação de ração animal, a 

alimentação humana, com derivados de milho, constitui um fator importante de uso 

deste cereal entre a população de baixa renda. No Nordeste do Brasil, é 

reconhecido como cultura agrícola relevante devido ao fácil cultivo, requisição de 

poucos recursos tecnológicos e por ser uma boa fonte alimentícia para população e 

para os animais. Somado a estes fatores, a cultura do milho assume um importante 

papel socioeconômico, como geradora de emprego e renda para o pequeno produtor 

(Souza, 2007; Chang, 2010).  

A produção de milho pode ser afetada pela utilização de cultivares pouco 

produtivos ou suscetíveis a doenças e pragas, por condições desfavoráveis de clima 

e solo, qualidade fisiológica e sanitária das sementes, visto que elas são importantes 
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agentes de propagação e disseminação de patógenos. As doenças que afetam o 

milho podem ser causadas por vírus, nematóides, bactérias e fungos (Ottoni, 2008).  

Infecções por fungos podem ocorrer sob duas condições: pré-colheita, a partir 

de infecções na espiga, e pós-colheita, durante o beneficiamento, armazenamento e 

transporte. As características nutricionais do milho são atrativas ao ataque destes 

micro-organismos, que ao se desenvolverem deterioram os grãos ocasionando 

perdas nutricionais (Ottoni, 2008; Freitas et al., 2009). 

A utilização do milho como fonte de alimentação humana torna importante a 

adoção de práticas, instituídas e acompanhadas até a colheita, que garantam a 

qualidade dos grãos, visando minimizar o ataque de fitopatógenos que futuramente 

possam se manifestar no campo e que também possam ocasionar uma maior 

deterioração durante o armazenamento. Como uma das espécies mais comumente 

relatadas infectando culturas de milho, F. verticillioides pode causar doenças em 

todos os estágios de desenvolvimento da planta, infectando raízes, caule e grãos. A 

podridão dos grãos ou da espiga causada por esta espécie é uma doença comum 

no milho, e caracteriza-se por uma alteração na cor dos grãos, que varia de rosa a 

marrom-avermelhado. Um típico crescimento cotonoso, constituído de micélio e 

esporos do fungo, pode ser observado em estágios avançados de infecção. Grãos 

assintomáticos podem transportar estes patógenos, resultando na podridão das 

sementes ou morte das plântulas, em caso de serem utilizados para plantio, e 

quando as condições forem de umidade relativa alta e temperaturas baixas, que 

favorecem o desenvolvimento do patógeno (Souza, 2007).  

No Brasil, F. verticillioides é considerado o principal patógeno de campo que 

infecta sementes de milho, requerendo para o seu desenvolvimento temperaturas 

em torno de 25°C e atividade de água (aw) = 0,98, sendo esta última maior para 

produção de fumonisinas.  O tempo de sobrevivência desses fungos nas sementes 

está diretamente relacionado com as condições do ambiente de armazenamento 

(Butkeraitis, 2003; Meirelles, 2005; Bernd, 2006; Souza, 2007). Possui dois ciclos de 

vida distintos, que refletem uma relação de complexidade com o milho: o de um 

importante patógeno, ou o de um endofítico, sendo que cepas do fungo podem ser 

transmitidas pelas sementes e são capazes de se desenvolver sistemicamente 

afetando os grãos (Meirelles, 2005; Bacon et al., 2008; Lee et al., 2009).  

Em estudo realizado por Lee et al. (2009) com isolados endofíticos de F. 

verticillioides inoculados em plântulas de milho antes, simultaneamente e após a 



28 
 

inoculação com Ustilago maydis, os efeitos sobre a severidade da doença Ferrugem 

e o crescimento das plantas foram avaliados. Quando F. verticillioides foi 

simultaneamente inoculado com U. maydis, a gravidade da doença da Ferrugem foi 

significativamente diminuída e o crescimento da planta aumentado, quando 

comparado a outros tratamentos. Controles mostraram que F. verticillioides sozinho 

não influenciou no crescimento da planta, mas sua ocorrência no milho como 

endofítico melhorou a resistência do hospedeiro, através da interferência precoce  

no processo de infecção e limitando o desenvolvimento da doença, resultando 

em crescimento das plantas. 

O ciclo de F. verticillioides em milho se inicia com a permanência em resíduos 

contaminados na pós-colheita. O micélio desenvolvido pode infectar as sementes no 

solo, que assumem importante papel na propagação de patógenos sendo fonte de 

inóculo ou contaminando áreas livres de doenças, desencadeando infecção 

sistêmica para o colmo, seguido de disseminação, atingindo a espiga. No entanto, a 

disseminação de macro e microconídios consistem na via de contaminação mais 

efetiva, por possibilitar a entrada de conídios pelos tecidos ou estigmas florais, 

atingindo diretamente o grão. A formação de macro e microconídios é determinada 

por fatores ambientais, como temperatura e umidade. A infecção também pode 

ocorrer através de lesões nas sementes, provocadas por insetos ou pássaros, 

favorecendo a dispersão dos esporos a longas distâncias, afetando cultivares 

próximos, ou curtas distâncias, através da ação da água (Schiabel, 2004; Meirelles, 

2005; García, 2010). 

Após a colheita o fungo sobrevive seguramente no período de entre-safras, 

colonizando as sementes armazenadas. A estocagem inadequada sob altas 

temperaturas, umidade relativa do ar e teor de umidade dos grãos, aliados a 

concentração do inóculo, interações microbianas, danificação mecânica dos grãos e 

infestação por insetos podem permitir a proliferação de fungos, e a perda por eles 

ocasionada não se reflete apenas na qualidade e quantidade dos grãos, mas 

também na produção de micotoxinas. Embora a produção destes compostos tóxicos 

dependa de condições ideais de substrato, temperatura e umidade (ressaltando que 

a presença de um fungo em grãos não seja fator determinante para produção de 

toxinas), o Nordeste Brasileiro oferece condições favoráveis ao desenvolvimento do 

fungo e produção de seus metabolitos secundários, requerendo atenção quanto a 
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identificação destes micro-organismos toxigênicos presentes em culturas de milho 

(Meirelles, 2005; Souza, 2007).  

A presença de fungos toxigênicos em milho, com predominância de espécies 

do gênero Fusarium, vem sendo estudada por um número significativo de autores, 

embora no Nordeste haja poucos estudos (Pozzi, et al., 1995; Orsi, et al., 2000; 

Fandohan, et al., 2005; Kawashima e Soares, 2006; Dorn, et al., 2011; Boutigny, et 

al., 2011; Melo, 2011). Sendo o milho um cereal de grande importância econômica 

no Brasil, em especial na região Nordeste, a armazenagem dos grãos deve ser uma 

preocupação primordial na tentativa de garantir a qualidade dos grãos armazenados, 

minimizar os riscos à saúde animal e humana, pela presença de micotoxinas 

produzidas por fungos como F. verticillioides, e reduzir as perdas econômicas 

(Chang, 2010). 

2.5 FUMONISINAS 

2.5.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS E ESTRUTURA QUÍMICA  

De acordo com Waskiewicz et al. (2012), as fumonisinas constituem uma 

família de micotoxinas alimentares cancerígenas, descobertas pela primeira vez em 

1988 a partir de culturas de F. verticillioides MCR826, obtido de milho de Transkey, 

África do Sul, sendo esta espécie a principal produtora da toxina. Hoje em dia, as 

fumonisinas também são conhecidas por serem produzidas por outras espécies, 

como F. napiforme Marasas, F. oxysporum, F. dlaminii Marasas, F. nygamai, 

Alternaria alternata f. sp. lycopersici Keissl e F. proliferatum, sendo esta última de 

grande destaque como segundo maior produtor de fumonisinas (Thiel et al., 1991; 

Bezuidenhout et al., 1988; Gelderblom et al., 1988; Seefelder, et al., 2002; 

Knaflewski, et. al., 2008; Ottoni, 2008; Stockmann-Juvala e Savolainen, 2008). 

Estes compostos tóxicos podem estar presentes no micélio ou nos esporos 

dos fungos, e devido ao caráter cancerígeno, teratogênico, mutagênico e 

imunodepressivo, determinadas micotoxinas têm sido motivo de intoxicações agudas 

e/ou crônicas em humanos e animais (Bernd, 2006; Ottoni, 2008).  

Estas micotoxinas têm sido isoladas a partir de culturas de plantas de 

interesse agronômico e/ou produtos à base de milho, embora outras culturas 

possam ser afetadas (figo, manga, abacaxi e aspargo). Os fatores determinantes 
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para contaminação incluem localização, clima, suscetibilidade das plantas à invasão 

por fungos em virtude de danos causados por insetos e estresse das culturas. 

Apresentam 28 análogos divididos em 4 grupos identificados de séries A, B, C e P. A 

série B (Figura 3) compreende as micotoxinas mais relevantes em F. verticillioides 

do ponto de vista toxicológico, e que ocorrem como contaminantes naturais em 

milho (FB1, FB2, FB3), sendo a FB4 de menor frequência (Figueira, 2003; Brown et 

al., 2008; Ottoni, 2008; Wild e Gong, 2010). 

As fumonisinas da série A, isoladas a partir de F. verticillioides e do milho, se 

diferenciam da série B pela presença de um grupo N-acetil amida em vez de um 

grupo amina na posição C-2. As fumonisinas da série C, produzidas principalmente 

por cepas de F. oxysporum, são quimicamente similares as da série B, exceto pelo 

fato do grupo metil no C-1 terminal não estar presente. As toxinas da série P foram 

encontradas em culturas de F. proliferatum crescidas em milho, e contém um 3-

hidroxipiridina na posição C-2, ao invés de uma amina como encontrada nas 

fumonisinas da série B (Waskiewicz et al., 2012). 

 

                               

 

 

 

Fonte: Henningen (1998). 

Figura 3: Estrutura química das Fumonisinas FB1-FB4, A1 e A2. 
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Diferente de outras toxinas, que são solúveis em solventes orgânicos, as 

fumonisinas são compostos polares, solúveis em água e soluções aquosas de 

metanol e acetonitrila. Não são solúveis em solventes apolares, de modo que esta 

característica de hidrossolubilidade talvez tenha dificultado o seu estudo. A 

fumonisina FB1, cuja massa molecular é de 722 Da, destaca-se dentre todas por ser 

encontrada em maiores níveis, e tem como fórmula empírica um diester de propano 

1,2,3-ácido tricarboxílico e 2-amino-12, 16-dimetil-3,5,10,14,15-

pentahidroxieicosano, em que no C14 e C15 os grupos hidroxilas são esterificados 

com o grupo carboxiterminal de propano 1,2,3-ácido tricarboxílico. A esta classe 

também pertencem as fumonisinas FB2 e FB3, que se distinguem pela ausência de 

grupos livres de hidroxilas (Ottoni, 2008; Cruz, 2010; Waskiewicz et al., 2012).   

A fumonisina B1 é a mais prevalente em milho e seus derivados, perfazendo 

um total de 70-80% de fumonisinas encontradas em culturas de F. verticillioides e 

naturalmente contaminando os alimentos. Entretanto, pequenas quantidades de 

outras séries, principalmente FB2 e FB3, podem ser encontradas junto às amostras 

que contenham FB1, porém em quantidades sempre menores e toxicidade mais 

baixa. FB1 tem sido detectada em amostras de milho nas mais variadas 

concentrações em toda parte do mundo, além de também ter sido encontrada em 

sorgo, arroz, farelo de trigo, farelo de soja e aves utilizadas na alimentação 

(Stockmann-Juvala e Savolainen, 2008).  

As fumonisinas são conhecidas por serem prevalentemente produzidas por 

espécies de Fusarium, entretanto, estudos recentes têm demonstrado que, outras 

fumonisinas como FB6, uma nova fumonisina isolada em conjunto com FB2 de 

culturas estacionárias de Aspergillus niger Tiegh., pode ser produzida em grandes 

quantidades por algumas estirpes de A. niger em meio ágar com baixa atividade de 

água (Varga et al., 2010; Abrunhosa et al., 2011).  

Storari et al. (2012) identificaram a micobiota e testaram a habilidade para 

produção de Ocratoxina A e fumonisina in vitro por isolados de A. niger e A. awamori 

Nakaz. encontrados em chás de ervas disponíveis no mercado suíço. Fumonisinas 

foram produzidas por 76% e 37% dos isolados de A. niger e de A. awamori 

respectivamente, enquanto OTA não foi produzida por isolados de A. awamori e foi 

detectada em 7% dos isolados de A. niger, de modo que 12 das 22 amostras de 

chás analisados estavam associadas com a contaminação por espécies de 

Aspergillus produtoras de micotoxinas. 
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Outros autores também vêm confirmando a habilidade para produção de 

fumonisinas, principalmente FB2 e FB4, por A. niger em diferentes concentrações e 

produtos agrícolas, como grãos de café, uvas, frutos secos de videira, tâmaras, figos 

e produtos derivados de uvas, como vinhos (Noonim et al., 2009; Logrieco et al., 

2009; Varga, et al., 2010; Logrieco, et al., 2010). Sendo A. niger uma espécie 

ubíquota, capaz de colonizar uma variedade de produtos agrícolas, e devido ao seu 

interesse biotecnológico, a descoberta deste novo potencial toxigênico é 

considerada um risco por alguns autores, visto que certas cepas podem produzir 

fumonisinas e outras toxinas concomitantemente, como Ocratoxina A e Aflatoxinas, 

de modo que os alimentos e rações podem conter potencialmente duas toxinas 

cancerígenas a partir desta espécie (Abrunhosa et al., 2011; Waskiewicz et al., 

2012).  

A produção de fumonisina B2 e B4 foi relatada em outras espécies de fungos 

biotecnologicamente importantes do gênero Tolypocladium W. Gams. Estas 

micotoxinas foram detectadas em onze isolados testados de três espécies: 

Tolypocladium inflatum, T. cylindrosporum e T. geodes, sendo comparadas com a 

produção de fumonisinas por espécies de Fusarium e Aspergillus niger. Com os 

resultados confirmando a produção de fumonisinas por espécies do gênero 

Tolypocladium, sugeriu-se que o potencial de contaminação de preparações de 

ciclosporinas comerciais com fumonisinas deva ser investigado (Mogensen et al., 

2011). 

 

2.5.2 BIOSSÍNTESE  

Os genes envolvidos na biossíntese de metabólitos secundários em fungos 

filamentosos encontram-se agrupados em “clusters”, sendo o cluster FUM 

responsável pela síntese de fumonisinas, composto por 15 genes, 42 Kb, localizado 

no cromossomo 1 (Figura 4). Este cluster inclui genes que codificam enzimas e 

proteínas similares a policetídeo sintases (fum1), citocromo P450 monooxigenases 

(fum6, fum12 e fum15), desidrogenases (fum7 e fum13), amino transferases (fum8), 

dioxigenases (fum3), acil-CoA graxo sintetases (fum10 e fum16), transportadores de 

tricarboxilato (fum11), peptídeo sintetases (fum14), fatores de longevidade (fum17 e 

fum18) e transportadores ABC (fum19) (Meirelles, 2005). 
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Sugere-se atualmente, que o gene fum5 corresponde ao gene fum1, o fum9 

ao gene fum3 e o fum12 ao fum2. Acredita-se que o gene fum19 estaria relacionado 

com o transporte de fumonisinas fora da célula, e outros genes, como pac1, fcc1 e 

zfr1, estariam sendo descritos como relevantes na regulação da síntese de 

fumonisinas, residindo fora do cluster (García, 2010). 

O cluster de genes necessários para a biossíntese de fumonisina pode estar 

completo, parcialmente ou completamente suprimido no complexo da espécie 

Gibberella fujikuroi, de modo que, espécies filogeneticamente próximas diferem na 

sua capacidade de produção de fumonisinas. Assim, estudos demonstram que 

espécies de Fusarium, como F. verticillioides, podem apresentar uma deleção parcial 

do cluster de fumonisina, causando variação quanto à produção desta toxina 

(González-Jaén et al., 2004; Mirete et al., 2004). Espécies próximas 

filogeneticamente de F. verticillioides, como F. nygamai, podem possuir os genes do 

cluster e produzirem fumonisinas, e outras espécies, como F. oxysporum (Proctor et 

al., 2008) e A. niger (Frisvad et al., 2007; Noonim et al., 2009) podem produzir 

fumonisinas, sugerindo a existência deste cluster de genes em outras espécies 

deste gênero ou em outros gêneros de ascomicetos (García, 2010). 

Estudos genéticos sugerem que 3 loci estão relacionados com a síntese de 

fumonisina em F. verticillioides, denominados de fum1, responsável pelo controle da 

capacidade produtiva da toxina além de fum2 e fum3, que controlariam a 

hidroxilação dos C-10 e C-05, respectivamente (Figueira, 2003). Deste modo, cepas 

nocauteadas no locus fum1 não produzem fumonisinas; linhagens nocauteadas no 

gene fum2 não apresentam a capacidade de hidroxilar o C-10 da fumonisina, 

produzindo, portanto, apenas FB2, mas não FB1 ou FB3. Por fim, linhagens 

Fonte: Meirelles (2005). 
Figura 4: Esquema do cluster FUM de Fusarium verticillioides. As setas indicam a 
localização e a orientação dos genes. Os números 1 e 6-19 indicam os genes fum1 
e fum6-19. 
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defeituosas no gene fum3 não possuem capacidade de hidroxilar C-05, e produzem 

somente FB3, não produzindo FB1 ou FB2 (Proctor et al., 1999). 

A síntese de fumonisinas começa com a formação de uma cadeia linear 

desde o carbono 3-20, a partir de um derivado de acetato, catalisada por uma 

enzima policetídeo sintase (PKS), codificada pelo gene fum1. As PKSs estão 

presentes em plantas, bactérias e fungos, produzindo metabólitos secundários como 

pigmentos, toxinas, fatores de virulência e antibióticos. As fumonisinas FB1, FB2 e 

FB3 são sintetizadas a partir de um precursor menos hidroxilado, com participação 

de várias enzimas codificadas por diferentes genes (García, 2010). 

Segundo Lang (2005), as fumonisinas exercem toxicidade baseada na 

estrutura molecular, podendo interagir com enzimas envolvidas no metabolismo e 

biossíntese de esfingolipídios e interferir em sua atividade funcional. As mesmas 

afetam os sítios de regulação celular, aparentemente independentes da interrupção 

do metabolismo de lipídios, resultando na alteração da proliferação celular, 

comunicação célula-célula, adesão celular, velocidade da apoptose, indução do 

estresse oxidativo e modulação da expressão gênica. 

2.5.3 MECANISMO DE AÇÃO 

Devido à semelhança estrutural das fumonisinas aos esqueletos carbônicos 

de esfingolipídeos, alguns autores sugerem que esta toxina, em especial a FB1, 

pode interferir no metabolismo dos mesmos, assim como no equilíbrio do nível de 

esfingosina devido à similaridade estrutural com a mesma (Figura 5) (Meirelles, 

2005). 
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Dentre os mecanismos de ação da FB1 um deles envolve o rompimento da via 

de biossíntese de esfingolipídeos, os quais são importantes para integridade da 

membrana celular e para comunicação celular, por inibição, através da ligação ao 

sítio catalítico, de uma enzima denominada ceramida sintase (N-acetiltransferase), 

localizada no retículo endoplasmático (Figura 6). A inibição da biossíntese do 

complexo de esfingolipídeos interrompe numerosas funções das células e 

sinalização de vias, incluindo o acúmulo de bases esfingóides (esfinganina e 

esfingosina) no soro de animais expostos a esta toxina e uma depleção de 

esfingolipídeos, o que altera a proliferação e a diferenciação celular. A regulação da 

apoptose contribui potencialmente para a ação tóxica e carcinogênica em animais 

através de um balanço alterado de morte celular e replicação, uma vez que o 

acúmulo de esfinganina inibe o crescimento celular, é citotóxico, e a falta de 

esfingolipídeos altera o comportamento celular (Wang et al., 1991; Meirelles, 2005; 

Stockmann-Juvala e Savolainen, 2008; Cruz, 2010; Wild e Gong, 2010). 

A inibição da biossíntese de esfingolipídeos, segundo Cruz (2010), causa 

danos à atividade celular, uma vez que estas substâncias são importantes para a 

   Fonte: Minami (2004). 
  Figura 5: Comparação entre as estruturas das fumonisinas B1, B2, esfingosina e 

esfinganina. 



36 
 

composição lipoprotéica da membrana celular, para comunicação entre as células, 

para interação intracelular, para a matriz celular e para os fatores de crescimento, 

como mensageiro de diversos fatores, como interleucina 1, fator de crescimento de 

nervos e fator de necrose de tumor.  

Estudos em camundongos sugerem que a FB1 pode exercer um efeito na 

apoptose e divisão celular, através de perturbações na via de fator de necrose 

tumoral (TNF--), que assim como os esfingolipídeos, também estão envolvidos na 

apoptose e replicação celular, além de reestruturação dos tecidos e processos 

inflamatórios. Uma vez que a TNF- se liga aos receptores, ocorre a ativação de 

esfingomielinases, mediando a produção de ceramida, ativação da capase, 

expressão de proteínas inibidoras da apoptose e ativação do fator nuclear B 

(NFB). Deste modo, as vias dependentes dos esfingolipídeos e TNF--  podem 

interagir influenciando a toxicidade da FB1 (Minami, et al., 2004; Wild e Gong, 2010).  

Os esfingolipídeos também servem como sítios de ligação para proteínas da 

matriz extracelular, inclusive para determinados micro-organismos e toxinas 

microbianas. Apesar de terem sido descobertos há mais de 100 anos, apenas 

recentemente foram reconhecidos por sua importância como mediadores dos efeitos 

das fumonisinas (Minami, et al., 2004). 

 

 

 

 

Fonte: Minami, et al. (2004). 
Figura 6: Locais de ação das fumonisinas (FB) na síntese de esfingolipídeos. Abreviaturas: 
SPTase (serina palmitoiltransferase, CER sintase (ceramida sintase), DHC-dessaturase 
(diidroceramida dessaturase), So-kinase e -liase (esfingosina quinase e liase). 
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Butkeraitis (2003) considera relevante conhecer as vias metabólicas que 

podem ser afetadas pela inibição da enzima ceramida sintase, como a atividade 

biológica da esfinganina e a função dos esfingolipídeos nas células, visto que a 

interrupção desta via pode explicar, parcialmente, os efeitos patológicos das 

fumonisinas. 

2.5.4 ANÁLISE DE FUMONISINAS EM ALIMENTOS 

Os problemas e os riscos ligados à contaminação de produtos destinados a 

fabricação de rações animais e a dieta humana pela fumonisina levou ao 

desenvolvimento de métodos eficazes, confiáveis e sensíveis para detecção desta 

micotoxina no milho e seus derivados e em outros produtos de origem agrícola 

(Butkeraitis, 2003). 

As metodologias comumente utilizadas para detecção e quantificação de 

fumonisinas são cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa/ 

espectrômetro de massa (GC/MS) e cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

acoplada à detectores de fluorêsencia (FL), ultravioleta (UV) e de massa (MS) . Os 

ensaios imunoenzimáticos também constituem um método eficiente, apresentando 

alta sensibilidade, reprodutibilidade e fácil execução (Meirelles, 2005; Xavier, 2007). 

Segundo Degani et al. (1998), “a cromatografia é um método físico-químico 

de separação, e está fundamentada na migração diferencial dos componentes de 

uma mistura, que ocorre devido a diferentes interações, entre duas fases imiscíveis, 

a fase móvel e a fase estacionária”. A grande variedade de combinações entre fases 

móveis e estacionárias a torna uma técnica extremamente versátil, podendo ser 

utilizada para a identificação de compostos, por comparação com padrões 

previamente existentes, para a purificação de compostos, separando-se as 

substâncias indesejáveis e para a separação dos componentes de uma mistura. 

O primeiro método empregado para detecção de fumonisinas foi o CCD de 

fase reversa sobre placa de sílica modificada C18, empregando metanol: água (3:1) 

como sistema solvente, a partir de culturas de Fusarium verticillioides MRC 826. 

Porém, apesar do baixo custo e não precisar de equipamentos caros e sofisticados, 

o método apresenta como desvantagem um alto limite de detecção (0,5 g/g), o que 

não o torna apropriado para análise de alimentos contaminados. Como moléculas 

polares solúveis em água e em solventes polares, as fumonisinas são adequadas 
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para determinação por CLAE em fase reversa, apesar do uso de metodologias como 

cromatografia gasosa/ espectômetro de massa (GC/MS) serem utilizadas como 

confirmatórias na análise de fumonisinas. Entretanto, o uso do CLAE tem sido mais 

comum na geração de dados de ocorrência destas toxinas, uma vez que requer 

menos equipamentos sofisticados e é de fácil aplicabilidade (Butkeraitis, 2003). 

A principal característica da CLAE, também conhecida por HPLC, do inglês 

High Performance Liquid Chromathography, é a utilização de fases estacionárias 

com micropartículas esféricas (10,5 ou 3,0 . A utilização de bombas para a eluição 

da fase móvel torna-se necessária, uma vez que estas fases são menos 

impermeáveis. A utilização destas novas fases estacionárias, aliadas ao 

desenvolvimento dos instrumentos, permitiu a esta técnica apresentar um melhor 

desempenho em termos de resolução, detecção e quantificação em um menor 

tempo de analise (Cruz, 2010).   

As fumonisinas já foram identificadas em diversos substratos, em especial no 

milho para ração animal, sendo a FB3, FB2 e FB1 detectadas no milho naturalmente 

contaminado, e a última representando 70% da concentração total de fumonisinas 

detectadas. Apesar dos limites legais para a presença de fumonisinas em alimentos 

não terem sido estabelecidos, o “Mycotoxin Committee of the American Association 

of Veterinary Laboratory Diagnosticians” recomenda os níveis máximos de 5, 10, 50 

e 50 g/g para rações de equinos, suínos, bovinos e aves, respectivamente. A Suíça 

recomenda o limite de 1 g/g para os derivados de milho a serem cosumidos por 

humanos, enquanto a “Food and Drug Administration” recomenda para consumo 

humano o nível máximo de 2,0g/g de fumonisinas para farelo de milho, 3,0 g/g em 

milho para pipoca e 4,0 g/g em milho destinado a produção de massas (Meirelles, 

2005; Cruz, 2010). 

No Nordeste do Brasil, Kawashima e Soares (2006) detectaram a presença 

de fumonisina B1, aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, ocratoxina A e zearalenona em 74 

amostras de produtos a base de milho adquiridas no comércio da cidade de Recife, 

PE, durante o período de 1999 a 2001. Fumonisina B1 foi determinada por HPLC 

com detecção por fluorescência e as demais toxinas foram determinadas por 

cromatografia em camada delgada. Fumonisina B1 foi encontrada em 94,6% das 

amostras em concentrações variando de 20 a 8600 μg/kg. Apenas 5 amostras 

continham aflatoxina B1 e o teor máximo encontrado foi 20 μg/kg. As aflatoxinas G1 e 
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G2, ocratoxina A e zearalenona não foram detectadas em nenhuma das amostras. 

Todas as amostras contaminadas com aflatoxinas também apresentaram fumonisina 

B1. 

Lino et al. (2006) determinaram a quantidade de fumonisinas B1 e B2 em milho 

e produtos à base de milho Portugueses, HPLC com detecção de fluorescência.  

Trinta e uma amostras foram analisadas, e a presença de fumonisinas foi detectada 

em quatorze delas, em concentrações que variaram entre 113- 2,026 μg kg−1. 

Wang et al. (2008) analisaram e detectaram a presença de micotoxinas em 

alimentos à base de milho oriundos dos mercados centrais do Leste da China 

utilizando HPLC. Os resultados mostraram que a FB1 é a principal contaminante nas 

amostras, sendo o nível global de contaminação relativamente baixo, variando entre 

0,25- 1,8 μg/g em 66,7% (16 de 24) das amostras de milho da área Centro-leste; 

0,21- 0,29 μg/g em 28% (6 de 21) das amostras da área Nordeste e 0,30- 3,13 μg/g 

em 30% (6 de 20) nas amostras da área Sudeste. 

A ocorrência de aflatoxinas e fumonisinas em amostras de milho recém-

colhido provenientes da região Norte do Estado do Paraná, Brasil, foi avaliada por 

Moreno et al. (2009) por cromatografia em camada fina e HPLC, respectivamente, 

durante os anos de 2003 e 2004. Na colheita de 2003, as fumonisinas foram 

detectadas em 100% das amostras, com níveis de 2,54 g/g na recepção e 3,12 

g/g em amostras de pré-secagem. No ano de 2004 as fumonisinas foram 

detecctadas em 98,9% das amostras na recepção e 95% das amsotras de pré-

secagem, sendo os níveis médios de 1,31 g/g e 1,36 g/g, respectivamente. 

Aflatoxinas não foram detectadas em 92% das amostras analisadas 

O nível de fumonisinas em amostras de sementes de milho e a capacidade de 

cepas de F. verticillioides, isoladas de sementes de milho cultivadas em diferentes 

regiões na Índia, para a produção de fumonisinas foram detectadas por Nayaka et 

al. (2010). A maioria das amostras de milho estavam contaminadas entre 5 e 50% 

com F. verticillioides. Vinte e três, das trinta e cinco amostras, foram positivas para a 

produção de fumonisinas, detectadas através de HPLC e método imunoenzimático 

(CD-ELISA). Os níveis de fumonisina variaram nas amostras de sementes de 200 a 

1772 g/g usando CD-ELISA. O método HPLC diferenciou a produção de FB1 e FB2, 

de modo que quatorze das trinta e cinco cepas de F. verticillioides produziram 
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ambas as toxinas, demonstrando a exposição humana à fumonisina através do 

consumo de alimentos derivados do milho contaminados com este fungo.  

Os limites de detecção e quantificação obtidos pela técnica de HPLC, 

utilizando variados métodos de extração e clean up, estão bem abaixo dos limites 

permitidos na legislação, de modo que, trabalhos recentes têm utilizado 

espectrometria de massas acopladas com cromatografia líquida (Marques, 2006; 

Sforza et al., 2006; Covarelli et al., 2012; Li et al., 2013). 

A espectrometria de massas pode ser definida como o estudo de sistema de 

formação de íons, com ou sem fragmentação, os quais são caracterizados por sua 

relação massa/carga (m/z) abundância relativa. Em meados de 1900, J. J. Thomson 

construiu seu espectrômetro de massas parabólico para avaliar a razão carga / 

massa (z/m) para muitas espécies iônicas. Na expressão z/m, z é o número de 

cargas e m é a soma total de prótons e nêutrons em um átomo, molécula ou íon. 

Atualmente, o parâmetro medido é a relação m/z, ao invés de z/m, a unidade m/z foi 

recentemente designada de Thomson (Th). Hoje, existem diversos modelos de 

equipamentos, como MS em serie (MS/MS), dissociação por colisão induzida (CID), 

tempo de vôo (TOF), diferentes tipos de detectores e equipamentos híbridos, 

possibilitando a quantificação de compostos com massa molecular de até 300 000 

Da, com alta sensibilidade e seletividade (Xavier, 2007).  

Boutigny et al. (2011) através do uso da CLAE-MS, quantificaram as toxinas 

produzidas por espécies de Fusarium provenientes de amostras de milho de 

localidades diferentes na África do Sul , durante os anos de 2008 e 2009. 

Deoxinivalenol e zearalenona foram correlacionados a Fusarium graminearum, 

fumonisinas a F. verticillioides e moniliformina e bovericina a F. subglutinans. A 

contaminação por micotoxinas em cada área individualmente variou muito entre os 

anos, de modo que, por exemplo, a concentração total de micotoxinas em uma 

localidade da região leste foi de 274 ng g-1 em 2008 e 3957 ng g-1 em 2009. 

A contaminação por aflatoxinas e fumonisinas foi avaliada por Somorin et al. 

(2012) analisando amostras de farinha de inhame (Dioscorea sp.) provenientes dos 

mercados da Nigéria, através do uso da cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) com detecção de fluorescência e CLAE acoplado a um espectrômetro de 

massa, respectivamente. Aflatoxinas B1 e G1 foram encontradas em farinha de 

Dioscorea rotundata (inhame branco) em concentrações entre 0,2- 3,2 g kg-1 e 0,5- 

3,5 g kg-1, respectivamente, perfazendo um total de 57 e 21% das amostras. 
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Apenas a afaltoxina B1 foi encontrada em 32% das amostras de D. alata (“inhame de 

água”), em concentrações < 0,6 g kg-1. Fumonisinas B1 foram encontradas em 32% 

das amostras de inhame branco, em concentrações variando entre 5- 91 g kg-1, e 

foi encontrada em 5% das amostras de inhame de água, em concentrações < 0,6 g 

kg-1. 

Técnicas avançadas de espectrometria de massas como MALDI-TOF MS 

(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry) e 

ESI-MS (Electrospray Ionization), têm sido utilizadas na análise de polímeros 

sintéticos, complexos organometálicos e compostos orgânicos de interesse 

ambiental. A maior expansão, no entanto, se deu em bioquímica, biologia molecular, 

petroquímica e vem crescendo na área de ciências de alimentos (Blechova et al., 

2006; Marques, 2006).  

 Segundo a International Agency for Research on Câncer-IARC (1993), as 

toxinas derivadas de Fusarium verticillioides estão classificadas no Grupo 2B, como 

possíveis carcinogênicos para humanos, evidenciando o potencial carcinogênico 

referente a testes em animais, mas os dados em humanos são insuficientes (Lang, 

2005). 

 

2.5.5 INCIDÊNCIA DE FUSARIUM SPP. E FUMONISINAS EM GRÃOS   

A fumonisina faz parte de um grupo de micotoxinas produzidas principalmente 

por F. verticillioides e F. proliferatum, sendo considerada a principal toxina 

encontrada em cereais em todo o mundo. Sua ocorrência tem sido associada com 

prejuízos na equinocultura, suinocultura, avicultura e riscos à saúde humana, tendo 

sido relacionada com câncer do esôfago em algumas regiões do mundo e como um 

fator de risco para defeitos do tubo neural (Bhandari et al., 2002; Figueira, 2003; 

Brown et al., 2008; Ottoni, 2008). 

Leeslie et al. (2005) reavaliaram isolados de Fusarium que haviam sido 

recuperados de Sorgo e Milheto. Os autores analisaram cinco amostras de cinco 

espécies de Fusarium (F. andiyazi, F. nygamai, F. pseudonygamai, F. thapsinum, e 

F. verticillioides) geralmente associadas a estas culturas, que podem ser 

distinguidas por isoenzimas e com padrões de bandas resultantes de polimorfismos 

de tamanho de fragmentos amplificados. As espécies foram avaliadas quanto ao 
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perfil de produção das toxinas moniliformina e fumonisina e quanto a 

patogenicidade, diferindo bastante nestes aspectos, justificando que os erros de 

identificação anteriores justificam as inconsistências encontradas na literatura 

quando acreditava-se que estavam estudando uma mesma espécie. 

Gallardo-Reyes et al. (2006) ao coletarem 76 amostras de grãos de milho 

provenientes de dez  localidades produtoras no México analisaram a micobiota, e 

determinaram a presença de fumonisinas na forma natural bem como a capacidade 

de produção desta toxina por F. verticillioides isolados dos grãos. Como resultados, 

isolaram, em ordem decrescente, espécies dos gêneros Fusarium, Aspergillus, 

Penicillium e Alternaria, respectivamente. Reis et al. (2010) caracterizaram a 

micoflora e a presença de fumonisina em grãos de Sorgo no Brasil, correlacionando 

os resultados com o meio ambiente e fatores abióticos. Todas as amostras 

apresentaram contaminação por fungos, sendo os mais frequentes Cladosporium 

spp (61,8%). e Helminthosporium spp (33,4%). Fusarium verticillioides foi isolado de 

15,1% das amostras, com 38% delas contaminadas por fumonisina B1, em níveis 

que variaram de 50-368,78ng g-1. Em relação aos fatores abióticos, temperatura, 

atividade de água e precipitação mostraram uma positiva correlação com a 

frequência de F. verticillioides e a produção de fumonisina B1. 

Espécies de Fusarium isoladas de arroz na Ásia e na África foram 

caracterizadas de acordo com sua ecologia, filogenia, patogenicidade e produção de 

toxinas por Wulff et al. (2010). Independente da origem, quatro espécies de 

Fusarium foram detectadas de diferentes amostras de sementes de arroz: F. 

verticillioides, F. proliferatum, F.andiyazi e F. fujikuroi, sendo esta última encontrada 

apenas em amostras asiáticas. As taxas de infecção variaram entre 0,25% e 9%. 

Reyes-Velázquez et al. (2011) determinaram a ocorrência de Fusarium spp. 

em milho de diferentes regiões do México e determinaram a capacidade destes 

isolados de produzirem bovericina (BEA), fusaproliferina (FUS) e fumonisinas (FBs). 

Vinte e oito amostras de milho foram analisadas quanto à micobiota e a ocorrência 

natural de micotoxinas. F. verticillioides foi a espécie dominante (44 isolados-80%), 

seguida de F. subglutinans (13 isolados-37%) e F. proliferatum (2 isolados–16%), 

sendo todas as amostras positivas quanto a contaminação por FB1 e FB2, em níveis 

superiores a 606 e 277 ng g−1, respectivamente. Todos os isolados de F. 

verticillioides foram capazes de produzir FB1, e alguns também produziram FB2 e 

FUS. 
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Rocha et al. (2012) aplicaram métodos moleculares para identificar espécies 

de Fusarium isoladas de grãos de milho de diferentes regiões do Brasil, tendo como 

resultado do isolamento, 96 isolados identificados como F. verticillioides e quatro 

isolados identificados como outras espécies de Fusarium. 

Uegaki et al. (2012) estimaram a prevalência de Fusarium spp. produtores de 

micotoxinas bem como os níveis de fumonisinas em milho cultivado e colhido no 

Japão, durante o ano de 2009. Fusarium fujikuroi foi a espécie mais 

prevalentemente isolada em amostras coletadas após a etapa de amadurecimento, 

além de outras espécies, e produziu fumonisinas B1 e B2 em testes de cultivo em 

meio de cultura com milho, excedendo níveis de 2000 g Kg-1. 

Queiroz et al. (2013) propuseram um estudo para determinar a micobiota total 

de Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp., bem como a detecção e 

quantificação de fumonisina B1 e aflotoxina B1 em rações comerciais destinadas a 

pássaros ornamentais no Rio de Janeiro, Brasil. Sessenta amostras de diferentes 

rações comerciais foram coletadas. Aspergillus (82%), Cladosporium (50%) 

e Penicillium (42%) foram os gêneros mais frequentemente isolados. Aspergillus 

niger  (35%), Aspergillus fumigatus (28%) e Aspergillus flavus (18%) apresentaram 

as maiores densidades relativas. Quanto a presença de micotoxinas, a 

contaminação com fumonisinas foi detectada em 95% do total de amostras, com 

níveis entre 0,92 a 6,68 μg g−1, e a contaminação por aflatoxinas foi encontrada num 

total de 40% das amostras, com níveis entre 1,2 e 9,02 μg kg−1.  

Stumpf et al. (2013) analisaram as espécies de Fusarium e fumonisinas, pelo 

uso de cromatografia líquida de alta eficiência, associados a grãos de milho em 23 

municípios do Rio Grande do Sul, Brasil, no período de 2008-2010.  Fusarium spp. 

do complexo Gibberella fujikuroi estavam presentes em 96% das amostras, sendo 

que a identificação via PCR confirmou a presença de F. verticillioides em 76% das 

amostras, seguido por F. subglutinans (4%) e F. proliferatum (2%). G. Zeae 

(anamorfo = F. graminearum) totalizaram 18% das amostras. A toxina FB1 foi 

encontrada em 58,6% das amostras, a FB2 ocorreu em 37,9% das amostras, 

enquanto ambas as toxinas foram observadas em 37,9% das amostras, sendo que 

os limites encontrados estão abaixo do limite máximo determinado pela 

regulamentação em vigor no Brasil. 
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2.5.6 MICOTOXICOSES CAUSADAS POR FUMONISINAS 

A contaminação de alimentos e rações por fumonisina tem sido associada a 

doenças de origem hepatotóxicas e nefrotóxicas para maioria das espécies animais 

testadas, que apresentam graus variados de sensibilidade à fumonisina, 

dependendo do estado nutricional do animal, dose ingerida e modo de exposição. 

Fumonisinas estão associadas com várias doenças animais, incluindo câncer de rim 

e fígado em roedores utilizados em laboratório, defeitos na formação do tubo neural 

em embriões de camundongos tanto in vivo quanto in vitro, leucoencefalomalácia 

(LEME) em cavalos, síndrome do edema pulmonar (SEP) e hidrotórax em suínos e 

toxicidade renal e hepatotoxicidade em coelhos, ratos e ovelhas (Harrison, et al., 

1990; Osweiler et al., 1992; Proctor et al., 2003; Silva, 2007; Ottoni, 2008; Chang, 

2010). 

A leucoencefalomalácia (LEME) é uma doença neurotóxica fatal que afeta 

cavalos, burros, mulas e coelhos, caracterizada por lesões necróticas liquefativas 

predominantemente na massa branca, mas também em certa extensão da 

substância cinzenta do cérebro. Os sintomas neurotóxicos podem ser vistos dias 

após a exposição à fumonisina B1, e incluem diminuição do consumo de alimentos, 

laminite, ataxia, paralisia facial e recumbência. Debilidade da função motora, 

necrose da substância branca cerebral e lesões no córtex cerebral podem ser 

observadas posteriormente, resultando em morte dentro de poucas horas a uma 

semana (Butkeraitis, 2003; Minami et al., 2004; Stockmann-Juvala et al., 2008).  

A partir do isolamento de fumonisinas em animais acometidos com LEME, 

estudos através da administração intravenosa de FB1 em cavalos sugerem que a 

dose oral suficiente para indução da LEME estaria em torno de 15-22 mg/kg da 

dieta. Os animais sobreviventes apresentam lesões neurológicas permanentes. 

Além das lesões cerebrais, têm sido relatadas anormalidades histopatológicas no 

fígado e rins de cavalos que ingeriram fumonisina pura, milho naturalmente 

contaminado ou material de cultura de F. verticillioides. Esta outra forma de 

manifestação da LEME, assim como a neurotóxica, é inicialmente caracterizada por 

inapetência e depressão, seguidas de edema facial e icterícia. Outros sinais 

observados são os elevados níveis de enzimas no soro, indicando danos no fígado, 

e uma alteração na relação sérica de esfinganina/esfingosina, indicativo da 
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intoxicação por fumonisina (Butkeraitis, 2003; Minami, 2004; Stockmann-Juvala et 

al., 2008).  

A síndrome do edema pulmonar em suínos (SEP) é caracterizada por edema 

pulmonar e hidrotórax, causando danos ao epitélio alveolar, endotélio pulmonar e 

falência cardíaca, levando a óbito em 4-7 dias de ingestão diária de fumonisinas em 

concentrações maiores ou iguais a 92 g/g ou 6mg/Kg de peso corporal/dia. A 

sintomatologia consiste em dispnéia, seguida de fraqueza, cianose e morte. Necrose 

de pâncreas e danos no fígado têm sido observadas em lesões de suínos 

intoxicados com fumonisina, a partir de ração naturalmente contaminada. A elevação 

do colesterol sérico, enzimas hepáticas e alterações nos sistemas hepático, 

cardiovascular e imune são características constantemente observadas. Os níveis 

associados a toxicose em suínos variam de 1 g/g a 300 g/g (Butkeraitis, 2003; 

Minami, 2004). 

Theumer et al. (2002) avaliaram, na Argentina, os efeitos imunológicos 

causados pela administração de FB1 em ratos durante 12 semanas, concluindo que 

a toxina tem como órgãos alvo de toxicidade subcrônica o fígado e os rins, sendo o 

intestino delgado também claramente afetado. 

Em aves, o efeito se manifesta através do retardo no desenvolvimento, 

redução no ganho de peso, aumento de peso nos órgãos hepático e renal, 

problemas cardíacos, imunodepressão, degeneração e necrose hepática (Silva, 

2007). 

A constante ingestão de fumonisinas através de produtos e derivados de 

milho tem sido associada ao câncer de esôfago em humanos em Transkey (África) e 

Linxian (China), onde se verifica alta incidência desta patologia. Os níveis médios de 

FB1 e FB2 foram significativamente maiores, tanto em grãos de milho mofado, 

quanto nos aparentemente saudáveis, na região de alta incidência de câncer de 

esôfago, quando comparados com área de baixa incidência, na África do Sul, no 

período compreendido entre 1985 e 1989 (Sydenham et al., 1990). Em estudo 

realizado por Marasas et al. (1986), uma amostra de milho, aparentemente 

saudável, encontrou-se 44 μg/g de FB1 e grãos visivelmente contaminados por 

Fusarium apresentaram contaminação de 83 μg/g de FB1. Embora outros fatores 

possam estar relacionados à incidência de câncer esofágico, como consumo de 

álcool, entre outros componentes dietéticos ou ambientais, estudos sustentam a 

hipótese de que as fumonisinas possam ser parcialmente responsáveis pela 
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ocorrência da doença em humanos, uma vez que espécies de Fusarium produtoras 

de fumonisinas associadas ao milho estão envolvidas (Yoshizawa, et al., 1994; 

Butkeraitis, 2003). 

Em 1990, foi relatada uma má formação do tubo neural em um grupo de 

recém-nascidos na fronteira entre as regiões do Texas e México, onde o consumo 

de alimentos da culinária mexicana é maior, e acredita-se que tal patologia esteja 

associada com o consumo de “tortillas” (comida mexicana à base de milho) pelas 

mães durante a gravidez, uma vez que nos anos do estudo, o milho continha uma 

alta concentração de fumonisina (Silva, 2007; Ottoni, 2008).  

No Brasil, Orsi et al. (2000) relataram a frequência de 90,2% e 97,4% de 

contaminação por FB1 e FB2 em amostras de grãos de milho híbrido armazenados. 

Vargas et al. (2001), analisaram 214 amostras de milho não processado 

armazenados em diversos armazéns do país, encontrando níveis de fumonisina que 

variaram entre 200 e 6100 mg/kg de FB1 em 99% das amostras. Porém a 

contaminação não se restringe a grãos de milho, se estendendo a produtos 

processados derivados do milho, como demonstrado por Castro et al. (2004), onde 

100% das amostras de cereal infantil tipo C (farinha de milho, amido, entre outros) 

estavam contaminados por fumonisina, em níveis de contaminação que variavam 

entre 437 a 2242 g/kg. 

Cumpre ressaltar, que diferentes produtos têm diferentes níveis de 

micotoxinas, com o nível variando de acordo com fatores físicos ou mecânicos 

durante o processo. Sabe-se que o arroz e o milho têm alta concentração de 

micotoxina, porém, o processamento desses grãos pode significar uma redução 

significativa dos níveis tóxicos de micotoxinas (Leal et al., 2005). 

 A incidência de fungos produtores de micotoxinas, com a predominância de F. 

verticillioides, em produtos de origem agrícola evidencia constante perigo à saúde 

humana e animal, requerendo medidas de controle eficazes principalmente com 

relação aos países exportadores desses produtos. O conhecimento de fatores eco-

fisiológicos que condicionam o crescimento dos fungos e a produção de micotoxinas, 

assim como o estudo das populações e a variedade inter ou intraespecífica, são as 

bases para o desenvolvimento de métodos diagnósticos adequados e eficazes 

(Figueira, 2003; García, 2010). 
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2.6 PRINCIPAIS FATORES QUE DETERMINAM O DESENVOLVIMENTO 

FÚNGICO E A PRODUÇÃO DE MICOTOXINAS   

A presença de um fungo toxigênico, no campo ou durante o armazenamento 

dos produtos alimentícios, não implica necessariamente na produção de 

micotoxinas, sendo que, para produção desta toxina, faz-se necessário a condição 

de biossíntese do fungo e condições ambientais predisponentes, como alternância 

das temperaturas, condições adequadas de umidade e pH. Fatores como a 

composição do substrato e da atmosfera, interações microbianas, fúngicas ou com 

vetores invertebrados, genótipo do hospedeiro e composição química do alimento 

também influenciam na capacidade produtora de micotoxinas do fungo, sendo os 

alimentos de alto teor de carboidratos os mais favoráveis à produção de algumas 

toxinas, embora outros compostos também exerçam influência (Ottoni, 2008). 

 Após a colheita e durante o armazenamento de produtos agroalimentícios, as 

condições ambientais que permitem o crescimento dos fungos tornam-se mais fáceis 

de serem controladas. O conhecimento das condições ótimas de crescimento 

fúngico e produção de toxinas permitem estratégias de controle e prevenção da 

ocorrência destes fungos e suas micotoxinas sobre os cereais, tanto no campo 

quanto durante o armazenamento (García, 2010). 

  A atividade de água (aw), assim como a temperatura, é um dos fatores eco-

fisiológicos mais importantes para colonização de um determinado substrato e/ou 

hospedeiro e na produção de toxinas pelo gênero Fusarium. Segundo García (2010), 

a atividade de água é definida, do ponto de vista microbiológico, como “a água livre 

de um substrato, em equilíbrio com a água relativa do ambiente, disponível para o 

crescimento microbiano ou fúngico”. Em ecossistemas terrestres, a atividade de 

água pode se expressar como atividade de água total (T) definida pela mesma 

autora como “a fração disponível do conteúdo de água total necessária para o 

crescimento microbiano ou fúngico, medida em Pascais”. 

 A disponibilidade de água determina a germinação dos esporos, a taxa de 

crescimento fúngico e pode afetar a regulação da biossíntese de toxinas, embora os 

fungos filamentosos consigam crescer com uma pequena quantidade de água 

disponível, sendo por isso, considerados os maiores causadores de deterioração 

dos vegetais. Para a maioria das espécies fúngicas que acometem os grãos, a 

atividade de água mínima está em torno de 0,70. Para as espécies do gênero 
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Fusarium, a germinação dos esporos ocorre a partir da aw=0,88, enquanto o 

crescimento ocorre em aw=0,90. Baixo teor de umidade > 22% evitam ou reduzem a 

produção de toxinas durante o armazenamento de cereais (Dilkin et al., 2002; 

Palmero et al., 2008; García, 2010). 

 Do mesmo modo que os fungos são afetados pela disponibilidade de água, 

cada espécie possui uma temperatura mínima que favorece o seu desenvolvimento 

e a produção de toxinas. Embora o crescimento possa ser observado em uma ampla 

faixa de temperatura (-4°C/65°C), a maioria dos fungos cresce em temperaturas em 

torno de 0-35°C, e a produção de micotoxinas difere entre as espécies fúngicas. As 

temperaturas mínima, máxima ou ótima para produção de micotoxinas é incerta, 

entretanto, a melhor faixa de temperatura está em torno de 20-28°C (Dilkin et al., 

2002; Lacey, 1989 apud García, 2010). 

 Os requerimentos mínimos para o crescimento e produção de toxinas são 

distintos em diferentes temperaturas e substratos, de modo que, a temperatura 

exerce importante influencia sobre a disponibilidade de água. Cada fator, 

separadamente ou em interação, tem influência sobre as espécies de fungos que 

estão colonizando o cereal, estabelecendo espécies dominantes, dependendo das 

condições (Magan e Aldred, 2007). 

 O efeito de diferentes atividades de água (0,968; 0,956; 0,944; 0,925) e 

temperatura (25 e 30°C) sobre a colonização e produção de fumonisina FB1 e FB2 

por isolados de F. verticillioides e F. proliferatum do milho foi investigado por Marín 

et al. (1995) durante um período de seis semanas. Ambas as espécies cresceram 

melhor com o aumento da atividade de água e em temperaturas de 

aproximadamente 30°C. Pouca produção de FB1 e FB2 foi observada em aw = 0,925, 

sendo as maiores produções em aw = 0,956 e 0,968 em ambas as temperaturas 

testadas, sendo F. verticillioides o maior produtor. 

Ryu et al. (1999), investigaram a influência de temperaturas cíclicas, em 

intervalos de 12 horas, em culturas mantidas a 5 e 25°C, 10 e 25°C, e 15 e 30°C, 

sobre a produção de FB1 por F. verticillioides e ergosterol por isolados de F. 

proliferatum obtidos de arroz. Além disso, eles realizaram testes em culturas a 

temperatura constante (25°C) por duas semanas, seguidos de mais quatro 

semanas a 15°C. Em todas as culturas a produção de FB1 e ergosterol foram 

observadas, tendo os isolados de F. verticillioides mantidos no intervalo de 10 e 

25°C obtido a maior média de produção de FB1, 247 g/g após duas semanas, e os 
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isolados de F. proliferatum mantidos em temperaturas entre 5 e 25°C obtidos a 

média máxima de produção de ergosterol de 284g/g após seis semanas. 

A produção de fumonisina FB1 e FB2 por isolados de F. verticillioides foi 

avaliada por Dilkin et al. (2002) em diferentes temperaturas (20, 25 e 30°C) e 

umidade (25, 34 e 42%), em intervalos de crescimento de 10, 20, 30, 45 e 60 dias. A 

concentração de fumonisinas variou bastante, alcançando faixas de 0,25 - 5515,45 

g/g para FB1 e 0,15-3032,10 g/g para FB2. A maior produção de FB1 foi observada 

em condições de 34% de umidade, após 60 dias a 25°C, enquanto a maior média de 

FB2 foi obtida de culturas após 45 dias de crescimento, com umidade de 42% na 

mesma temperatura. 

Hinojo et al. (2006) avaliaram a produção de fumonisinas FB1 e FB2 em quatro 

isolados do complexo de espécies Gibberella fujikuroi em amostras de arroz em 

diferentes temperaturas e atividade de água. Como resultados, a produção de 

fumonisinas foi maior a 20°C e menor a 37°C. Quatro dos cinco valores de atividade 

de água testados (0,97; 0,98; 0,99; 1,0) não afetaram significativamente a 

acumulação de fumonisina, mas as mesmas não eram detectadas quando em 

culturas de aw = 0,96.  

Rupollo et al. (2006) também avaliaram os efeitos da umidade e do 

armazenamento hermético na contaminação e produção de micotoxinas por fungos 

em grãos de aveia por 12 meses. Os grãos foram colhidos com umidade de 16%, e 

secados até as umidades de 9, 12 e 15%. O aumento do tempo de armazenamento 

e umidades mais elevadas favoreceram a incidência dos fungos dos gêneros 

Aspergillus, Penicillium e Fusarium. 

A influência da temperatura e atividade de água na produção da micotoxina 

fumonisina por isolados de Aspergillus niger e Fusarium spp. foi demonstrada por 

Mogensen et al. (2009). Os isolados foram cultivados em seis temperaturas 

diferentes, entre 15-42°C, no meio de cultura Czapek ou BDA, com adição de 5% de 

NaCl. A. niger teve a maior produção de FB2 a 25-30°C, enquanto Fusarium spp. 

tiveram a maior produção de fumonisina FB1 e FB2 a 20-25°C. A adição de 2,5% de 

NaCl, ou 10-20% de sacarose aumentou a produção de FB2 em A. niger, enquanto a 

adição de glicerol reduziu esta produção. Todas as três atividades de água com 

solutos reduzidos diminuiu a produção de fumonisina em espécies de Fusarium. 

Em seu artigo de revisão, Picot et al. (2010) enfatizaram a importância da 

atividade de água e da temperatura como principais fatores abióticos que 
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influenciam na produção de fumonisina em espécies de F. verticillioides e F. 

proliferatum. A partir da análise dos estudos realizados por outros autores, eles 

puderam concluir que maior disponibilidade de água resulta numa maior produção 

de fumonisina e crescimento fúngico, e que temperaturas entre 20-30°C para F. 

verticillioides, e 15-25°C para F. proliferatum foram consideradas temperaturas 

ótimas para produção destas toxinas por estas espécies. Outros fatores como pH, 

fatores nutricionais e mecanismos de defesa naturais da planta também foram 

descritos como relevantes para produção de fumonisinas. 

Os fungos geralmente crescem em pH entre 4 a 7, sendo o pH ótimo para a 

maioria das espécies contaminantes de vegetais em torno de 5,6. Em condições nas 

quais o pH está muito acima desta faixa o crescimento torna-se difícil, favorecendo a 

produção de metabólitos secundários, sugerindo que o pH ácido cria um ambiente 

favorável para início da síntese de toxinas. F. verticillioides cresce melhor em pH 7,0 

e 30°C, enquanto F. proliferatum cresce bem em pH 5,5 e 25°C (Marín et al., 1995 a 

e b). 

Flaherty et al. (2003) demonstraram a existência de um gene, PAC1, que 

codifica um dos principais reguladores transcricionais em resposta a mudanças de 

pH, mostrando que em pHs ácidos ocorre um aumento da síntese de fumonisinas 

por F. verticillioides, enquanto em pHs básicos não se observa a produção da toxina. 

A interrupção do gene PAC1 resultou em um mutante, que tanto em pHs ácidos 

quanto básicos produziram muito mais toxinas que as espécies selvagens. 

O efeito interativo da atividade de água com outros fatores eco-fisiológicos, 

como temperatura e pH, e sua influência na taxa de crescimento e produção de 

toxinas têm sido demonstrado por vários estudos, usando técnicas moleculares 

como RT-PCR em tempo real, que detecta os níveis de expressão dos principais 

genes que atuam na rota de síntese da toxinas (García, 2010). 

A luz também é um importante sinal para os fungos, uma vez que influencia 

muitas respostas fisiológicas diferentes. Fanelli et al. (2012) analisaram a influência 

da luz em diferentes comprimentos de onda e intensidade no crescimento, 

conidação e biossíntese de fumonisina B1, B2 e B3 por F. verticillioides. 

Comprimentos de onda em todo espectro visível, do vermelho (627 nm) ao azul (470 

– 455 nm) estimularam o crescimento e aumentaram a produção de fumonisina por 

até 150% quando comparado com o cultivo no escuro. Entretanto, o cultivo sob onda 

curta de luz azul (390 nm) mostrou redução do crescimento fúngico e da produção 
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de fumonisina em até 85%. Luz branca pulsante não teve efeito sobre o 

crescimento, mas reduziu a produção de fumonisina pela metade da produção 

observada durante a incubação no escuro. RT-PCR em tempo real foi usada para 

medir o nível de expressão dos genes fum1, fum21 e FvVE1, que codificam 

proteínas envolvidas na biossíntese de fumonisina, confirmando uma correlação 

significativa entre expressão gênica e produção de fumonisina. 

  

2.7 MARCADORES MOLECULARES PARA IDENTIFICAÇÃO 

As espécies de Fusarium podem ser identificadas e analisadas por técnicas 

clássicas e/ou moleculares. As técnicas clássicas baseiam-se na análise de 

caracteres fenotípicos como a caracterização morfológica (produção de conídios, 

crescimento radial da colônia), ou bioquímica (produção de substâncias, 

auxotrofias), restringindo a possibilidade de se conduzir estudos populacionais e 

muitas vezes, de sistemática. O uso de técnicas moleculares vem crescendo 

acentuadamente, e se apresenta como uma alternativa aos métodos tradicionais, 

pois analisa o genoma, independentemente do estado fisiológico do organismo, 

sendo suficientemente sensível para distinguir espécies estreitamente relacionadas 

(Gomes, 2008). 

Marcador molecular é todo e qualquer fenótipo oriundo de um gene expresso 

ou de um segmento específico de DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Os diversos 

métodos de detecção de polimorfismo genético diretamente em nível de ácidos 

nucléicos têm permitido a análise molecular da variabilidade do DNA, determinando 

pontos de referência nos cromossomos, tecnicamente denominados “marcadores 

moleculares” (Gomes, 2008). 

As técnicas de diagnóstico molecular têm sido muito utilizadas nos programas 

de melhoramento genético, revelando a variabilidade em nível de DNA e, 

consequentemente, detectando diferenças entre indivíduos. Estas enfocam a 

organização da estrutura genética das populações, podendo mostrar o grau de 

similaridade intraespecífica e interespecífica, evitando o efeito ambiental (Medeiros, 

2008).   

O desenvolvimento do processo de amplificação via PCR aumentou muito a 

eficiência da detecção de polimorfismos no DNA ou RNA de diversos organismos, 
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permitindo a obtenção de outras classes de marcadores moleculares que têm 

revolucionado a genética molecular, por se tratar de uma ferramenta relativamente 

rápida, simples e segura, tanto na pesquisa visando o entendimento de processos 

biológicos fundamentais, quanto nas áreas aplicadas envolvendo diagnóstico e 

melhoramento genético de plantas e animais (Carneiro-Leão, 2006; Maciel, 2008). 

A técnica consiste na amplificação in vitro de uma determinada sequência de 

DNA catalisada por uma DNA polimerase termorresistente. A reação também possui 

outros componentes, como desoxirribonucleotídeos trifosfatados (DNTP’s), que 

fornecem as bases nitrogendas para síntese de DNA, iniciadores, uma fita simples 

de DNA como molde e tampão, contendo íons de magnésio e outras substâncias 

(Serafini et al., 2002; Pierce, 2004).  

Cada ciclo de PCR consiste em três etapas (Figura 7): a primeira, de 

desnaturação (abertura da dupla fita) do DNA em alta temperatura (94°C-100°C); a 

segunda de anelamento (hibridização) dos iniciadores em temperatura mais baixa, 

definida conforme a composição e tamanho de bases dos primers, e a última etapa 

de reação de polimerização (síntese) da fita complementar pela DNA polimerase, na 

temperatura ótima da enzima (72°C para taq DNA polimerase, por exemplo). Depois 

de 30 a 40 ciclos em um termociclador, obtêm-se bilhões de cópias do DNA-alvo, e 

os produtos da amplificação são observados após a eletroforese (Serafini et al., 

2002).  
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Fonte: Brasileiro (2003). 

Figura 7: Esquema básico de amplificação de um segmento específico de DNA pela técnica da PCR.  

 

 

A possibilidade de se gerar grandes quantidades de fragmentos de DNA de 

segmentos específicos do genoma foi um dos aspectos fundamentais da revolução 

causada pela PCR. O impacto causado por esse método foi observado pelo volume 

crescente de seqüências de DNA e proteínas em bancos de dados. (Ferreira e 

Grattapaglia, 1998; Maciel, 2008; Medeiros, 2008). 

Algumas técnicas têm sido utilizadas para caracterizar diferentes espécies de 

Fusarium, como PCR com iniciadores espécie-específico (Mulé et al., 2004; 

Sreenivasa et al., 2010; Maheshwar et al., 2009) e ISSR (Inter-simple Sequence 

Repeat) (Luongo et al., 2007; Bayraktar et al., 2008).  
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O genoma haplóide de espécies toxigênicas importantes, como F. 

verticillioides, já foi sequenciado, apresentando 46 Mb e 12 cromossomos, sendo 

assim, possível encontrar nas bases de dados  informações sobre as sequências de 

importantes genes da rota de síntese de micotoxinas (García, 2010). 

 

2.7.1 MARCADORES MOLECULARES GENE-ESPECÍFICOS 

A detecção de fitopatógenos com o uso de primers específicos em reação de 

PCR tem sido muito utilizada por pesquisadores na tentativa de evitar a 

disseminação do patógeno no material vegetal (Mulé et al., 2004; Sreenivasa et al., 

2010; Maheshwar et al., 2009; Chang et al., 2013). Esta técnica é uma alternativa 

rápida, fácil e sensível, que pode ser empregada em pequena ou grande escala 

(Medeiros, 2008). 

A presença do gene FUM1, responsável pelo controle da capacidade 

produtiva da toxina fumonisina, e outros genes desta via biossintética vem sendo 

reportada por diversos autores em isolados de F. verticillioides. Sánchez-Rangel et 

al. (2005) reportaram a produção de fumonisina e a presença do gene FUM1 através 

do uso de primer específico, para 34 isolados de F. verticillioides isolados de 

culturas de milho no México, de modo que a maioria dos isolados produtores de 

fumonisina apresentava este gene. 

Silva et al. (2007) analisaram 27 isolados de F. verticillioides oriundos de 

milho e sorgo do Brasil quanto a presença do gene FUM1. Os resultados obtidos 

mostraram que 6 destes, exibiram 100% de similaridade quanto a sequência do 

gene, estando diretamente ligado a produção de fumonisina.  

Maheshwar et al. (2009) relataram a capacidade de produção de  fumonisina 

por 27 isolados de F. verticillioides provenientes de arroz de diferentes regiões da 

Índia, através do uso de um par de primers específicos, de modo que 11 isolados 

foram identificados como hábeis a produzir fumonisina. Trabalho semelhante foi 

realizado por Nelson et al. (1997), que testaram a habilidade para produzir 

fumonisina em 90 culturas de F. verticillioides isolados de milho e outros substratos 

de diferentes áreas geográficas (Austrália, Estados Unidos), destacando a 

predominância de fumonisina B1. 
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Um ensaio de PCR com os primers gene-especificos FUM1 foi realizado por 

Dissanayake et al. (2009) para testar a capacidade produtora  de fumonisina B1 por 

isolados de Fusarium proliferatum oriundos de plantas de cebolinho (Allium 

fistulosum) e sementes de cultivares comercias no Japão, discriminando isolados 

não produtores e produtores de fumonisina B1, sendo que 13 dos 20 isolados 

analisados produziram esta toxina, apresentando um fragmento de DNA amplificado 

de aproximadamente 700pb. 

Através da detecção dos genes iniciais da via biossintética de fumonisina, 

FUM1 e FUM8, Von Bargen et al. (2009) demonstraram que em 25, de 45 isolados 

de Fusarium proliferatum analisados associados a aspargo, a presença destes 

genes indicaram a habilidade em produzir fumonisinas, de modo que a sua detecção 

precoce nestes isolados poderia ser adequada para impedir a absorção destas 

toxinas em alimentos utilizados na dieta humana. 

 Wang et al. (2010)  também utilizaram os genes FUM1 e FUM8 para 

determinar a identidade e a capacidade produtora de fumonisinas em fungos 

isolados de amostras de aspargos na China, e observaram que os isolados que 

continham os genes FUM produziram fumonisinas em cultura, variando de 28-4204 

g-1
, sendo Fusarium proliferatum a única espécie de Fusarium produtora de 

fumonisina associada à aspargo. 

 

2.7.2 MARCADOR MOLECULAR ISSR (INTRON SITE SPLICE PRIMER) 

As regiões de microssatélites são conhecidas como sequências simples 

repetidas (SSR – Simple Sequence Repeats) e consistem de pequenas sequências 

(sequence motif) com 1 a 4 nucleotídeos de comprimento que se repetem em 

tandem em um determinado locus, distribuídas ao longo do genoma, sendo mais 

abundantes em regiões não codificadoras do que em éxons. Tais sequências são 

frequentemente encontradas em genomas eucarióticos, e são distribuídas ao acaso, 

formando loci genéticos muito mais polimórficos do que os loci hiperpermeáveis 

contituídos por minissatélites. As sequências de microssatélites são pequenas, 

usualmente menores do que 10-pb (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Richard et al., 

1999; Guy-Franck e Pâques, 2000; Brasileiro, 2003). 
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Os métodos que detectam o polimorfismo nos loci de sequências simples 

repetidas geram um grande número de alelos detectáveis, oferecendo grande 

reprodutibilidade. Devido a sua alta mutabilidade, os microssatélites possuem um 

significante papel na evolução do genoma, produzindo e mantendo a variação 

genética quantitativa. O alto grau de mutações altera os seus comprimentos e 

conseqüentemente, estas mudanças resultam em polimorfismo entre indivíduos, 

permitindo uma discriminação precisa entre indivíduos proximamente relacionados 

(Kashi et al., 1997; Brasileiro, 2003; Carneiro-Leão, 2006). 

Estes marcadores têm revolucionado algumas áreas da genética, sendo 

bastante utilizados para mapeamento genético e físico de genomas, para 

identificação e discriminação de genótipos e estudos de genética de populações. 

Além de serem altamente polimórficos, a análise dos microssatélites usam 

quantidades mínimas de DNA, equivalentes as usadas no RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA). O uso de microssatélites como marcadores também pode 

auxiliar na discriminação de “taxa”, que é uma técnica chamada “microssatélite 

fingerprinting”. Este método tem sido testado em vários fungos, detectando 

polimorfismos inter e intraespecífico, auxiliando também no estudo genético de 

plantas (Groppe et al., 1995; Ferreira e Grattapaglia, 1998; Carneiro-Leão, 2006). 

Os primers de microssatélites com motivos de (AT)n, (CA)n, (CT)n, (GT)n, 

(TG)n, (ACA)n, (ACC)n, (ACG)n, (ACT)n, (AGC)n, (AGG)n, (AGT)n, (ATC)n, (GAC)n, 

(GTG)n, (GACA)n, (GATA)n e (TGTC)n são usualmente utilizados para amplificação 

de inter-regiões repetidas. Esta ferramenta produz padrão de amplificação que 

revela o possível polimorfismo de DNA na sequência de nucleotídeos entre os dois 

sítios de microssatélites no genoma de fungos, gerando o que é denominado de 

perfil ISSR (Gupta et al., 1994; Brasileiro, 2003). 

Bayraktar et al. (2008) analisaram a variabilidade genética entre isolados de 

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris usando marcadores moleculares como RAPD e 

ISSR, que permitiram uma discriminação entre os isolados dividindo-os em três 

grupos. Estes métodos revelaram uma considerável variação genética entre os 

isolados, mas nenhuma correlação para o agrupamento em isolados de diferentes 

regiões geográficas. 

Chang et al.(2013) usaram marcadores moleculares ISSR (primers GTG5 e 

GACA4), INTRON (primer EI1), RAPD (primer OPW-6) e RFLP para comparar 

isolados de F. verticillioides fitopatogênicos e isolados da mesma espécie obtidos de 
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amostras clínicas, de modo que, os marcadores ISSR utilizados apresentaram uma 

alta homogeneidade genética entre os isolados obtidos de amostras clínicas, em 

contraste com a alta variabilidade genética entre os isolados fitopatogênicos de F. 

verticillioides. 

A amplificação de ISSR demonstra que os microssatélites são mais variáveis 

que isoenzimas, RFLP (Restriction fragment lenght polymorphism), RAPD, e AFLP 

(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (Becerra e Paredes, 2000), mais 

estáveis e reprodutíveis segundo Han et al. (2002), sendo útil para identificação de 

espécies e caracterização de isolados fúngicos.  

 

2.8 MALDI-TOF MS 

O sistema mais antigo para a classificação das espécies de fungos, que 

incluem fungos filamentosos e leveduras, é baseado em dados morfológicos, 

principalmente aqueles ligados às estruturas reprodutivas. Porém, este método de 

classificação apresenta limitações, tais como as culturas de fungos que não 

desenvolvem estruturas reprodutivas, ou a semelhança morfológica entre membros 

de espécies diferentes (Santos e Lima, 2010). 

Métodos moleculares, na tentativa de facilitar a identificação das diferentes 

espécies de Fusarium toxigênicos bem como de outras espécies produtoras de 

micotoxinas, apresentam uma boa especificidade, podendo haver um estudo mais 

determinante quando aliados a técnicas espectrais modernas, como o Matrix-

Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF 

MS), técnica físico-química que se apresenta como uma alternativa rápida e eficiente 

quanto à identificação de fungos, podendo diferenciar diferentes táxons. 

A técnica possui importantes vantagens em relação aos métodos de PCR, 

como rapidez, simplicidade e requerimento de pequenas quantidades de amostras 

para manipulação. Entretanto, alguns cuidados são necessários para evitar 

contaminações e interferências, como sais e etc. (Horká et al., 2012). 

O espectrômetro de massas é um instrumento que permite determinar a 

massa molecular de compostos eletricamente carregados, ou íons previamente 

formados. As técnicas avançadas em espectrometria de massas diferem 

principalmente no modo de ionização das amostras, permitindo a análise rotineira, 
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ao contrário das antigas técnicas de ionização, como EI (electron ionization), de 

proteínas, peptídeos, açúcares etc. Com o surgimento de novas técnicas de 

ionização, como a ionização por ESI-MS (Electrospray Ionization Mass 

Spectrometry) e a ionização por MALDI, introduzida por Hillenkamp e Karas (1988), 

a espectrometria de massas se estendeu à quase todos os tipos de moléculas. 

Ambas são técnicas brandas de ionização, o que resulta na formação de íons com 

baixa energia, tornando possível a ionização desde moléculas de baixa massa 

molecular até biomoléculas com massas acima de 1 milhão de Daltons (Marques, 

2006). 

Na técnica de MALDI-TOF IC (intact cell) MS, a amostra de células intactas 

contendo a espécie de interesse é misturada com uma matriz (geralmente um ácido 

orgânico aromático) formando uma “mistura sólida”. O ácido 2,5-di-hidroxi-benzóico 

(DHB) e ciano-4-hidroxi-cinâmico (CHCA) são exemplos de matrizes comumente 

empregadas na análise de fungos por MALDI-TOF ICMS (Figura 8). Um pulso de 

laser, com comprimento de onda próximo do UV, incide sobre essa mistura, e a 

energia do laser é absorvida pela matriz, que tem o máximo de absorção perto do 

comprimento de onda do laser. Os íons formados através da transferência de carga 

das moléculas da matriz para o composto que fica na forma de MH+, recebem uma 

alta energia cinética inicial (K), que os impulsiona para o analisador de massas 

Time-of-flight (TOF), onde são separados de acordo com o tempo de vôo, 

considerando a distância na qual o íon se movimenta até atingir o detector 

(Hillenkamp et al., 1988; Marques, 2006; Santos e Lima, 2010).  
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Fonte: Santos e Lima (2010). 

Figura 8: Principais matrizes usadas na técnica de MALDI-TOF ICMS. 

 

MALDI-TOF ICMS recentemente ganhou popularidade como uma ferramenta 

rápida e eficaz para identificação e caracterização de micro-organismos, como 

fungos, espécies de interesse clínico, além da identificação e monitoramento de 

micotoxinas em alimentos (Marinach-Patrice et al., 2009; Marques, 2006; Dong et 

al., 2009; Santos et al., 2009; Santos, et al., 2011; Silva et al., 2011; Yang et al., 

2011.; Horká et al., 2012; Silva, 2012; Lima-Neto et al., 2013; Passarini et al., 2013). 

Para identificação de fungos, a técnica está fundamentada principalmente na 

análise das proteínas ribossomais. Além destas proteínas, as proteínas constituintes 
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das paredes do micélio e/ou esporos, no caso dos fungos filamentosos, e das 

paredes celulares, no caso das leveduras, também são de grande relevância neste 

processo de identificação. O espectro de massa gerado das proteínas é interpretado 

como um fingerprint celular, onde apenas a presença ou ausência dos picos 

referentes às proteínas é importante. Em contraste, as intensidades dos picos 

(concentrações) não são relevantes no processo de identificação. Os espectros 

obtidos nesta abordagem são comparados com espectros de referências existentes 

em bases de dados (Santos e Lima, 2010). 

 Cada vez mais trabalhos de identificação de fungos filamentosos 

deterioradores e toxigênicos em alimentos vêm sendo realizados usando esta 

técnica, sendo ainda menor o número de trabalhos voltados à identificação de 

espécies do gênero Fusarium, principalmente quando estas estão ligadas a doenças 

em plantas, visto que a maior parte dos estudos está direcionada a espécies de 

interesse clínico.  

Seyfarth et al. (2008) usaram a análise da sequência de região ITS e MALDI- 

TOF MS para diagnosticar uma infecção por isolados de F. proliferatum em paciente 

leucêmico, demonstrando que este último método mostrou-se inovador, rápido e 

eficiente quanto a identificação desta espécie fúngica de ocorrência incomum neste 

tipo de infecção, enquanto as indicações sorológicas falso-positivas indicaram a 

presença de Aspergillus sp. 

De Carolis et al. (2012) identificaram espécies de Aspergillus, Fusarium e 

Mucorales pelo uso da técnica de MALDI-TOF MS. Como resultado, 91 de 94 

isolados (96,8%) foram identificados ao nível de espécie, de acordo com os 

resultados do método morfológico de referência. Três isolados foram identificados ao 

nível de genêro, concluindo que a técnica é adequada para identificação de rotina de 

fungos filamentosos. 

Marchetti-Deschmann et al. (2012), usando a mesma técnica, analisaram os 

esporos de 22 cepas diferentes de Fusarium pertencentes a 6 subespécies, 

demonstrando que a diferenciação de espécies intimamente relacionadas foi 

possível, desde que, as análises fossem realizadas sob condições bem definidas e 

parâmetros fixos, visto que um ponto crítico da análise foi a preparação adequada 

da amostra de esporos. 

Técnicas avançadas de espectrometria de massas como MALDI-TOF MS 

(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry) e 
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ESI-MS (Electrospray Ionization), têm sido utilizadas na análise de polímeros 

sintéticos, complexos organometálicos e compostos orgânicos de interesse 

ambiental. A maior expansão, no entanto, se deu em bioquímica, biologia molecular, 

petroquímica e vem crescendo na área de ciências de alimentos (Blechova et al., 

2006; Marques, 2006).  

Marques (2006) realizou um estudo pioneiro ao aplicar a técnica de ionização 

por MALDI-TOF na análise de amostras de amendoim e café contaminadas 

respectivamente por aflatoxinas e ocratoxinas, micotoxinas, de baixo peso 

molecular, tendo como resultados um excelente desempenho e vantagem com 

relação ao método ELISA, principalmente devido a maior exatidão em medidas de 

massas, e, portanto, maior confiabilidade, com perspectiva de melhoria em estudos 

futuros para adaptação da técnica. 

A vantagem da utilização da técnica MALDI-TOF sobre o ESI, além do custo 

menor, é a possibilidade de execução de 96 análises simultâneas em uma só placa, 

confirmado a presença de micotoxinas, porém, apresenta dificuldade ao se trabalhar 

em baixa escala de m/z, devido ao ruído químico muito intenso dos íons da matriz, 

minimizado pelo uso de um líquido iônico como matriz, que absorve energia na 

região do UV (Armstrong et al., 2001; Marques, 2006). 

Atualmente, a técnica de MALDI-TOF é mais utilizada em análises de 

moléculas como proteínas e peptídeos, mas artigos mostram que a técnica vem 

crescendo na detecção de misturas de antibióticos e fármacos e na análise de 

moléculas de baixo peso molecular, como as micotoxinas, de forma rápida e 

econômica, com uma preparação de amostra relativamente simples, sendo assim, 

uma alternativa eficaz para detecção de micotoxinas produzidas por F. verticillioides 

(Lee et al., 2004; Catharino et al., 2005; Sleno e Volmer, 2005; Elosta et al., 2007; 

Wang, et al., 2012). 

Este trabalho é o primeiro a utilizar a técnica de MALDI-TOF na análise de 

isolados de F. verticillioides in vitro quanto à presença de micotoxinas de baixo peso 

molecular, com destaque para fumonisina B1 e B2. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 LOCAIS DE TRABALHO 

O trabalho foi desenvolvido nos laboratórios de Fitopatologia e de Genética 

Molecular de Fungos do Departamento de Micologia do Centro de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), CETENE (Centro de 

tecnologias estratégicas do Nordeste) e nos laboratórios da Micoteca da 

Universidade do Minho (MUM) (Braga, Portugal). 

3.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE FUSARIUM VERTICILLIOIDES EM 

GRÃOS DE MILHO 

3.2.1 OBTENÇÃO DOS ISOLADOS DE FUSARIUM SPP. 

Os isolados de Fusarium spp. foram provenientes de espigas de milho 

oriundas das mesoregiões do São Francisco, Sertão e Zona da Mata de 

Pernambuco, fornecidas pelas estações Experimentais do IPA destas regiões e por 

produtores locais (Tabela 1),  durante os meses de Julho e Agosto de 2010 (Tabela 

2). As espigas foram acondicionadas em sacos plásticos, devidamente rotulados, e 

armazenadas a -4 ºC para posterior análise micológica.  

    Tabela 1: Área de coleta de espigas de milho no Estado de Pernambuco 

Mesoregião Municípios/Local de coleta 

 

 

 

São Francisco 

Belém do São Francisco 

Belém do São Francisco (BSF-Catingueiro) 

Belém do São Francisco (Catingueiro) 

Petrolina (Pedrinhas- Catingueiro) 

 

 

 

Sertão 

Araripina BRS 5036 1 

Araripina BRS 5036 1 CMS 36 

Araripina XB 8030 

Araripina BRS 5036 

Zona da Mata Goiana (Itapirema) 
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Fonte: Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA); Sistema de Monitoramento Agrometereorológico 

(Agritempo). 

 

Foram analisados 200 grãos de milho retirados de diferentes espigas colhidas 

diretamente do campo, de cada amostra oriunda de cada uma das regiões de estudo 

(amostra composta). 

Os grãos foram desinfestados superficialmente em solução de álcool etílico 

70% durante 30 segundos, solução de hipoclorito de sódio a 1,5% por 5 minutos e 

três lavagens em água destilada estéril por 30 segundos cada, e em seguida, secos 

em papel filtro esterilizado. O isolamento dos fungos foi realizado através do método 

de papel filtro com congelamento (BRASIL, 1992; Lucca Filho, 1987). Os grãos 

infectados foram transferidos para placas de Petri sobre três folhas de papel filtro 

previamente umedecidas em água destilada e incubados em câmara de germinação 

a uma temperatura de 20±2 °C por 24 horas sobre luz branca fluorescente e regime 

de 12 horas de luz/12 horas de escuro. Em seguida os grãos foram colocados em 

congelador a -18°C por mais 24 horas para impedir a germinação do embrião. Após 

o tratamento térmico, as amostras foram colocadas novamente em câmara de 

germinação por mais 5 dias sob as mesmas condições. Em seguida, os grãos foram 

analisados individualmente em microscópio de luz. Os isolados foram identificados 

inicialmente com base em suas características morfológicas: coloração do micélio 

(branca ou rosada) e formato dos micro e macroconídios. 

 

Mesoregião 
 

Municípios 
 

Período 
de coleta 

Densidade 
Pluviométric

a (mm)  

Temperatura (ºC) 

Máxima  Mínima 

São 
Francisco 

Belém do 
São 
Francisco 

 

Estiagem 0,0 29,0 18,0 

 
Petrolina  

   
 
Estiagem 

0,5 30,5 19,9 

 
Sertão 

 
Araripina 

 
Estiagem 

0,0 27,0 15,0 

 
Zona da 

Mata 

 
Goiana 

 
Estiagem 

0,0 30,5 23,0 

Tabela 2: Características climáticas da área de coleta nas mesoregiões de São Francisco, Sertão e Zona da 

Mata, Pernambuco, durante os meses de Julho e Agosto de 2010. 
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3.2.2 ISOLAMENTO DE FUSARIUM VERTICILLIOIDES 

Isolados indicativos de F. verticillioides foram obtidos dos grãos de milho 

através da transferência de colônias fúngicas para os meios Dicloran-àgar-base 

(Hocking e Pitt, 1980) e Batata-Dextrose-Ágar (BDA) suplementado com o antibiótico 

cloranfenicol (100 mgL-1) e incubados à temperatura ambiente (25±2ºC) por 

aproximadamente 5 a 7 dias. Para observações microscópicas, os isolados foram 

transferidos para placas de Petri contendo meio Spezieller Nahrstoffarmer àgar 

(SNA) (Nirenberg, 1976). 

Após este período, culturas monospóricas foram obtidas e os isolados foram 

identificados por microscopia óptica com base nas características macroscópicas 

como coloração do micélio, reverso e diâmetro da colônia e microscópicas, como 

presença de microconídios em cadeia, forma e tamanho dos micro e macroconídios, 

dos conidióforos e das fiálides, segundo Booth (1977) e Leslie e Summerell (2006). 

3.3 OBTENÇÃO DO MICÉLIO PARA EXTRAÇÃO DO DNA 

Os isolados purificados em tubos de ensaio contendo meio BDA foram 

transferidos para placas de Petri contendo o mesmo meio, e em seguida incubadas 

à temperatura ambiente (25±2ºC) por 7 dias para o crescimento micelial. 

 

3.4 EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO 

A extração de DNA genômico a partir do micélio dos isolados de F. 

verticillioides e um isolado de Penicillium glabrum (controle negativo), foi realizada 

conforme a técnica descrita por Malosso et al. (2006) modificada. O método de 

extração direta foi baseado em bead-beating na velocidade de agitação de 5,0m/s, 

durante 60 segundos, em microtubo contendo 700μl de tampão CTAB a 2%, pH 8,0 

(previamente aquecido a 65ºC) e 65mg do micélio. Em seguida, o microtubo 

contendo o micélio triturado foi incubado a 65ºC por 45 minutos e centrifugado a 

12.000 rpm, por 10 minutos, a 24ºC. O sobrenadante foi recuperado e transferido 

para outro microtubo ao qual foi adicionado 650 μl de clorofórmio e álcool isoamílico 

(24:1) seguido de centrifugação a 12.000 rpm. 
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A fase aquosa recuperada foi transferida para outro microtubo ao qual foi 

acrescido de isopropanol absoluto, à temperatura de -20ºC, na mesma proporção do 

volume recuperado. Foi então incubado em -20ºC, por 60 minutos, para precipitação 

dos ácidos nucleicos. Em seguida, foi procedida a centrifugação a 12.000 rpm por 10 

minutos, em 24ºC, para formação e fixação do sedimento, descartando o 

sobrenadante.  

Para a lavagem do sedimento, foi adicionado 1.000μl (1ml) de etanol 70% ao 

microtubo e centrifugado a 12.000 rpm, por 5 minutos, em 24ºC. Novamente foi 

procedido o descarte do sobrenadante e incubado em estufa a 37 ºC para completa 

evaporação do álcool. Após este período, foram adicionados 50μl de tampão Tris-

EDTA (pH 8,0) ao sedimento para ressuspensão espontânea do DNA, a 4ºC por 24 

horas sendo preservado sob refrigeração a - 20°C. 

 

3.5 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DE FUSARIUM VERTICILLIOIDES 

As reações de amplificação para identificação da espécie foram efetuadas 

para um volume final de 25 µL conforme Maheshwar et al. (2009), contendo: 25ng 

de DNA, 1 μL de cada primer (20 pmol), 0.5 μL de Taq DNA polymerase (3U/μL), 2.5 

μL de 10X Tampão PCR buffer, 2.5 μL de MgCl2 e 1 μL de 2 mM dNTPs. Os primers 

utilizados foram VERT-1 (5’-GTCAGAATCCATGCCAGAACG-3’) e VERT-2 (5’- 

CACCCGCAAATCCATCAG-3’) segundo Patino et al. (2006). Para o protocolo de 

amplificação foi utilizado o termociclador Techne TC-512 com a seguinte 

programação: 94 ºC por 1 minuto para desnaturação inicial, seguido de 35 ciclos de 

desnaturação por 1 minuto a 94 ºC, anelamento a 60 ºC por 1 minuto e uma 

extensão final de 72 ºC por 5 minutos. Os produtos amplificados e o DNA ladder de 

1Kb plus (Invitrogen Life Tecnologies) foram corados com GelRedTM, separados por 

eletroforese em gel de agarose 1,0 %, a 4V.cm-1 em tampão de corrida TBE 1X (pH 

8,0). 
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3.6 DETECÇÃO DA PRESENÇA DO GENE FUM1 EM ISOLADOS DE F. 

VERTICILLIOIDES 

As reações de amplificação para detecção da presença do gene FUM1 foram 

efetuadas para um volume final de 25 µL segundo Maheshwar et al. (2009), 

contendo: 25ng de DNA, 1 μL de cada primer (20 pmol), 0.5 μL de Taq DNA 

polymerase (3U/μL), 2.5 μL de 10X Tampão PCR buffer, 2.5 μL de MgCl2 e 1 μL de 

2 mM dNTPs. Os primers utilizados foram VERTF-1 (5’ - 

GCGGGAATTCAAAAGTGGCC - 3’) e VERTF-2 (5’ - 

GAGGGCGCGAAACGGATCGG - 3’), segundo Patino et al. (2006). Para o protocolo 

de amplificação foi utilizado o termociclador Techne TC-512 com a seguinte 

programação: 94 ºC por 1 minuto para desnaturação inicial, seguido de 35 ciclos de 

desnaturação por 1 minuto a 94 ºC, anelamento a 60 ºC por 1 minuto e uma 

extensão final de 72 ºC por 5 minutos. Os produtos amplificados e o DNA ladder de 

1Kb plus (Invitrogen Life Tecnologies) foram corados com GelRedTM, separados por 

eletroforese em gel de agarose 1,0 %, a 4V.cm-1 em tampão de corrida TBE 1X (pH 

8,0). 

 

3.7 ANÁLISE DA VARIABILIDADE GENÉTICA DOS ISOLADOS DE F. 

VERTICILLIOIDES 

As reações de PCR para análise da variabilidade genética dos isolados de F. 

verticillioides foram realizadas utilizando os primers de ISSR (GTG)5, segundo 

Lieckfeldt et al. (1993) e (GACA)4, conforme Meyer e Mitchel (1995). As reações de 

amplificação foram feitas com volume final de 25µL nas seguintes condições: 

Tampão (Tris– HCl 20mM pH 8,4; KCl 50mM), MgCl2 0,75mM, dNTP 0,25mM, 

0,25mM do primer, 0,4U de Taq DNA polimerase (Operon Technologies CA) e 25 ng 

de DNA alvo. As reações de amplificação foram realizadas utilizando o termociclador 

Techne TC-512 com a seguinte programação: uma etapa de desnaturação inicial a 

93 °C por 5 minutos, 40 ciclos de 20 segundos a 93 ºC, 45 segundos a 55 ºC e 90 

segundos a 72 ºC, seguidos por uma extensão final de 6 minutos a 72 ºC. Os 

produtos amplificados e o DNA ladder de 1Kb plus (Invitrogen Life Tecnologies) 
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foram corados com GelRedTM, separados por eletroforese em gel de agarose 1,0 

%, a 4V.cm-1 em tampão de corrida TBE 1X (pH 8,0). 

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA NTSYS-PC 

Os dados obtidos das amplificações com os primers (GTG)5, (GACA)4 foram 

analisados pelo programa Numerical Taxonomy System of Multivariaty Programs – 

NTSYS-PC (Rohlf, 1988; Bussab et al., 1990). Os dados foram introduzidos na 

forma de variáveis binárias, ou seja, o número 1 (um) significando presença de 

banda, e o número 0 (zero), ausência. Desta forma, construiu-se uma matriz de 

similaridade, utilizando o coeficiente de Jaccard (J) (Jaccard, 1908). A partir da 

construção da matriz de similaridade foi gerado um dendrograma pelo método de 

agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetical Average). 

 

3.9 ANÁLISE POR MALDI-TOF ICMS 

Os isolados purificados de F. verticillioides foram incubados no escuro em 

câmara incubadora durante 48 horas a 25°C, em placas de Petri de 6 centímetros de 

diâmetro contendo 5mL de meio BDA. Escherichia coli DH5 obtida da MUM foi 

utilizada como padrão para a calibração externa do MALDI-TOF MS. As células da 

Escherichia coli DH5  foram cultivadas em meio Luria Bertani Agar (triptona 10g/L, 

extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L) a 37°C durante 20 horas (Rodrigues et al., 

2011). Cerca de 1g de esporos e micélio jovem de cada cultura foi transferida 

diretamente para a placa de 48 poços de MALDI-TOF MS. Simultaneamente, 0,5L 

da solução de matriz (75mg/mL de ácido 2,5- dihidroxibenzóico -DHB- em 

etanol/água/acetronitrila (1:1:1) com 0,03% ácido trifluoracético) foi adicionada às 

amostras e homogeneizadas suavemente. As misturas foram secas a temperatura 

ambiente. Para garantia de reprodutibilidade, cada amostra foi feita em duplicata. 

Durante a análise, todas as soluções foram preparadas e armazenadas a 5°C de 

acordo com Rodrigues et al. (2011). 

As análises foram realizadas em um sistema Axima LNR (Kratos Analytical, 

Shimadzu, UK) equipado com um laser de nitrogênio (337nm), em que a intensidade 
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do laser foi fixada imediatamente acima do limiar para a produção de íons. Doze 

proteínas ribossomais conhecidas de E. coli DH5 (4.365,4; 5.096,8; 5.381,4; 

6.241,4; 6.255,4; 6.316,2; 6.411,6; 6.856,1; 7.158,8; 7.274,5; 7.872,1; 9.742 e 

12.227,3 Da) foram utilizadas como calibrantes externos. Os espectros de massa 

com base na gama de massas 2-20 kDa foram registrados utilizando o modo linear, 

como um atraso de 104 ns e uma voltagem de aceleração de 20kV. Os espectros 

finais foram gerados somando 20 disparos do laser acumulados por perfil e 50 perfis 

produzidos por amostra, o que levou a 1000 disparos de laser por espectros 

somados. 

As listas de picos resultantes foram exportadas para o programa SARAMISTM 

(Spectral Archiving and Microbial Identification System, AnagnosTec, Germany, 

www.anagnostec.eu), onde a identificação microbiana final foi alcançada. No 

SARAMISTM as listas de picos das amostras individuais foram comparadas no banco 

de dados gerando uma lista ordenada de espectros correspondentes. O SARAMISTM 

utiliza um sistema de pontos baseado em lista de picos com sinais de massa 

ponderados de acordo com a sua especificidade. A semelhança entre os espectros 

individuais é expressa como o número absoluto ou relativo de combinar sinais de 

massa e depois de submeter os dados para um único algoritmo de agrupamento 

aglomerativo. Identificações microbianas através do SARAMISTM são baseadas na 

presença ou ausência de cada pico no espectro. Um dendrograma baseado na 

análise proteômica das linhagens foi criado através do SARAMISTM. 

 

 

3.10  DETECÇÃO DE FUMONISINAS B1 E B2 POR MALDI-TOF MS   

 Os isolados de F. verticillioides foram preparados segundo metodologia 

descrita por Ono et al. (2010) modificada. Cada amostra de crude (extrato) (0,5L), 

separada previamente para as análises por espectrometria de massas, foi aplicada 

na placa de MALDI-TOF (Flexi-

da solução matriz do ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA, Fluka, Buchs, Suiça, 

CHCA saturado em 33% de etanol, 33% acetonitrila, 31% de água e 3% de ácido 

trifluoro-acético) foi adicionado sobre cada amostra e misturada suavemente com a 

http://www.anagnostec.eu/
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ponteira de micropipeta. A placa foi mantida a 25°C (+- 2,0°C) até a evaporação da 

fase líquida. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.  

De acordo com o método analítico desenvolvido neste trabalho, a calibração 

externa do equipamento foi realizada utilizando-se uma mistura de padrões de 

peptídeos (Peptide Calibration Standard II, Bruker Daltonics) em matriz de ácido α-

ciano-3-hidróxi cinâmico (CHCA), de acordo com as instruções do fornecedor. Os 

espectros foram gerados em espectrômetro de massa MALDI-TOF, modelo Autoflex 

III (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA), equipado com laser Nd:YAG que opera a 

355nm. Os espectros foram adquiridos em modo refletido positivo, com uma 

voltagem de aceleração de 19 kV, em faixa de massas de 500-4480 (m/z). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 OBTENÇÃO DE ISOLADOS DE FUSARIUM VERTICILLIOIDES 

Foram obtidos para este estudo sessenta isolados de Fusarium verticillioides 

oriundos dos grãos de milho coletados em três mesoregiões de Pernambuco (Tabela 

3). Todos os isolados fúngicos analisados apresentavam características 

macroscópicas (Figura 9) e microscópicas típicas da espécie (Figura 10), como 

descrito segundo Booth (1977) e Leslie e Summerell (2006). 

 

 

 

 

 

 

N° de Isolados Mesoregião Localidade 

 

 

 

 

53 a 60 

 

 

 

 

 

 

São Francisco 

Belém do São Francisco 

Belém do São Francisco (BSF-

Catingueiro) 

Belém do São Francisco 

(Catingueiro) 

 

 

 

18 

 

Petrolina (Pedrinhas- 

Catingueiro) 

31 a 39 

 

40 a 45 

 

19 a 30 

46 a 52 

   

 

Sertão 

Araripina BRS 5036-1 

Araripina BRS 5036 1 CMS 36 

Araripina XB 8030 

Araripina BRS 5036 

1 a 17 Zona da Mata Goiana (Itapirema) 

Tabela 3: Fusarium verticillioides isolados de grãos de milho procedentes de 

diferentes localidades do Estado de Pernambuco. 
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Figura 9: Ilustração de algumas culturas de Fusarium verticillioides. Culturas incubadas durante 4 
dias no escuro, a 25°C em meio de cultura Batata-dextrose-ágar (BDA). (A) e (B) Verso e reverso, 
respectivamente, do isolado n° 10; (C) e (D) Verso e reverso, respectivamente, do isolado n° 59; (E) 
e (F) Verso e reverso, respectivamente, do isolado n° 28; (G) e (H) Verso e reverso, 
respectivamente, do isolado n° 18; (I) e (J) Verso e reverso, respectivamente, do isolado n° 15; (K) e 
(L) Verso e reverso, respectivamente, do isolado n° 54; (M) e (N) Verso e reverso, respectivamente, 
do isolado n° 36; (O) e (P) Verso e reverso, respectivamente, do isolado n° 45. 
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A B 

Figura 10: Microconídios (A) e macroconídios (B) de F. verticillioides. 
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4.2 IDENTIFICAÇÃO DE FUSARIUM VERTICILLOIDES 

Todos os sessenta isolados, identificados morfologicamente como F. 

verticillioides, foram submetidos a PCR para confirmação molecular da espécie pelo 

uso dos primers VERT-1 e VERT-2, e apresentaram o produto amplificado de 

aproximadamente 800pb previsto (Figura 11). O mesmo produto amplificado não foi 

evidenciado em Penicillium glabrum (controle negativo).  

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

Os resultados mostraram a eficiência do uso dos primers espécie-específicos 

VERT-1 e VERT-2 baseados na sequência IGS para confirmação da identidade dos 

isolados de F. verticillioides, identificados primariamente pela metodologia clássica. 

Os métodos fenotípicos algumas vezes não permitem a correta identificação 

das espécies deste gênero, devido a variação morfológica decorrente da 

variabilidade genética. Pelas limitações na identificação morfológica dentro do 

gênero Fusarium, uma vez que algumas espécies dos gêneros Cylindrocarpon, 

Acremonium também produzem conídios multicelulares fusiformes semelhantes aos 

produzidos por espécies de Fusarium, os métodos moleculares podem auxiliar na 

confirmação taxonômica deste gênero (Godoy, 2004; Martins, 2005). 

Diversas técnicas têm sido utilizadas para caracterizar diferentes espécies de 

Fusarium, como iniciadores de PCR espécie-específicos. Em busca de uma 

 M   1   2    3    4    5   6    7   8    9   10 11  12 13 14  15  16 17 18 19  20 21  22 23  24 25 26  27 28  29 30 

M  31 32 33  34 35 36 37 38 39  40 41  42 43 44  45 46 47 48 49 50  51 52 53 54 55 56  57 58  59 60 61 

Figura 11 (a) e (b): Perfis de amplificação de 60 isolados de F. verticillioides obtidos com os 
primers VERT-1 e VERT-2. Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 1-17: 
isolados de F. verticillioides da Zona da Mata, Goiana (Itapirema); Pista 18: isolado de F. 
verticillioides do São Francisco, Petrolina (Pedrinhas- Catingueiro); Pistas 19-30: isolados de F. 
verticillioides do Sertão, Araripina XB 8030; Pistas 31-39: isolados de F. verticillioides do 
Sertão, Araripina BRF 5036-1; Pistas 40-45: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina 
BRF 50361 CMS 36; Pistas 46-52: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036; 
Pistas 53-60: isolados de F. verticillioides do São Francisco, Belém de São Francisco; Pista 61: 
Penicillium glabrum. 

 

 

  

 

(a) 

(b) 
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detecção precoce de F. verticillioides e na tentativa de impedir a entrada de 

fumonisinas na cadeia alimentar, González-Jáen et al. (2004) relatam a importância 

e a utilidade do uso do mesmo par de primers espécie-específcos deste estudo para 

identificação de F. verticillioides. 

Dissanayake et al. (2009) também utilizaram os primers espécie-específicos 

VERT-1 e VERT-2 e diferenciaram espécies de F. verticillioides e F. proliferatum 

provenientes de sementes e plantas de Allium fistulosum no Japão, sendo esta 

última identificada pelos primers PRO1 (5’-CTTTCCGCCAAGTTTCTTC- 3’) e  PRO2 

(5’-TGTCAGTAACTCGACGTTGTTG- 3’). 

Goertz et al. (2010) identificaram espécies de Fusarium em milho híbrido 

comercial na Alemanha. F. verticillioides, F. graminearum e F. proliferatum foram as 

espécies predominantes durante a coleta realizado no ano de 2006, enquanto as 

espécies predominantes durante o ano de 2007 foram F. graminearum, F. cerealis e 

F. subglutinans, identificadas por primers especificos, inclusive os primers VERT-1 e 

VERT-2 para F. verticillioides. 

Nayaka et al. (2010) confirmaram a taxonomia de 35 isolados de F. 

verticillioides obtidos de milho cultivado no Sul da Índia pelo uso do mesmo par de 

primers utilizado neste estudo, observando um fragmento de 800 pb para esta 

espécie, ao contrário do fragmento obtido para outras espécies de Fusarium 

analisadas. 

Magculia e Cumagun (2011) analisaram a diversidade genética e o potencial 

de produção de fumonisina em isolados de F. verticillioides responsáveis por 

infecções no milho nas Filipinas usando técnicas moleculares. Quarenta e nove dos 

54 isolados foram identificados como F. verticillioides pelo uso dos primers VERT-1 e 

VERT-2. 

Pelizza et al. (2011) em estudo onde relatam a primeira ocorrência de F. 

verticillioides como fungo entomopatogênico do gafanhoto Tropidacris collaris (Stoll), 

praga cada vez mais recorrente e generalizada em áreas cada vez mais extensas na 

província do Norte da Argentina, também utilizaram os primers VERT-1 e VERT-2 

para identificação molecular desta espécie, sugerindo assim, estudos futuros para o 

uso de F. verticillioides como agente controlador da praga. 

Apesar de exemplos de sucesso, ainda há resultados conflitantes sobre o uso 

destes primers. Outras técnicas, como sequenciamento de regiões de interesse no 

DNA, têm sido utilizadas, porém o consumo de tempo é muito maior. 
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Visentin et al. (2009) analisaram 100 isolados de Fusarium, descritos como F. 

proliferatum e F. verticillioides, obtidos de grãos de milho infectados no Noroeste da 

Itália pelo uso de marcadores moleculares espécie-específicos, presença ou 

ausência de polifiálides, amplificação da região ITS, sequenciamento da calmodulina 

e perfil AFLP. O uso dos primers VERT-1 e VERT-2 predominantemente diferenciou 

as espécies supracitadas, mas alguns isolados de F. proliferatum, confirmado pelo 

uso de outras técnicas utilizadas no mesmo estudo, foram identificados 

erroneamente por este par de primers. 

Outros pares de primers também são utilizados para identificar isolados de F. 

verticillioides. Sampietro et al. (2010) utilizaram primers baseados na sequência IGS 

para identificação de espécies de Fusarium, sendo os primers Fps-F (5’ -

CGCACGTATAGATGGACAAG - 3’) e VERT-2 (5’ - CACCCGCAGCAATCCATCAG - 

3’) os primers utilizados para identificação molecular de F. verticillioides, segundo 

Jurado et al. (2006 a,b) 

 Sreenivasa et al. (2010) isolaram e identificaram amostras de F. verticillioides 

de grãos de milho na Índia utilizando um novo conjunto de primers, VERT-R (5’- 

CGA CTC ACG GCC AGG AAA CC - 3’) combinado com um primer já projetado 

VERTF-1 (5′-GCG GGA ATT CAA AAG TGG CC - 3′), de modo que, das 103 

espécies de Fusarium analisadas, 83 apresentaram resultado positivo para 

F.verticillioides. 

Faria et al. (2012) usaram novos ensaios de PCR para identificação de F. 

verticillioides, F. subglutinans e outras espécies do complexo Gibberella fujikuroi. Os 

primers desenhados revelaram isolados de F. verticillioides e F. subglutinans, 

obtidos de sementes de milho de diferentes regiões do Brasil, mas não outras 

espécies de Fusarium ou outros gêneros de fungos obtidos de coleções de culturas 

ou a partir de sementes de milho. 

Lenart et al. (2013) utilizaram primers espécie-específicos para identificar 

isolados de Fusarim spp. (F. poae, F. oxysporum, F. graminearum, F. 

sporotrichioides, F. culmorum, F. proliferatum e F. verticillioides) provenientes de 

culturas de milho do Sul da Polônia, tendo sido os primers VER-1 (5’ – 

CTTCCTGCGATGTTTCTCC – 3’) e VER-2 (5’ – 

AATTGGCCATTGGTATTATATATCTA – 3’), conforme Mulé et al. (2004), utilizados 

para identificação de F. verticillioides. 
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A identificação de fungos potencialmente micotoxigênicos, provenientes de 

culturas vegetais de importância econômica, pelo uso de marcadores moleculares 

espécie-específicos, auxilia na confirmação dos resultados taxonômicos com rapidez 

e eficiência, sendo em muitos casos, a única alternativa de identificação (Godoy, 

2004). 

 

4.3  DETECÇÃO DA PRESENÇA DO GENE FUM1 EM ISOLADOS DE F. 

VERTICILLIOIDES 

Todos os sessenta isolados de F. verticillioides submetidos a PCR para 

detecção do gene FUM1 usando os primers VERTF-1 e VERTF-2 para a fumonisina, 

mostraram-se positivos quanto à presença do gene, gerando fragmentos de 

aproximadamente 500pb previsto para confirmação (Figura 12). Não houve 

amplificação para o isolado de Penicillium glabrum, utilizado como controle. 

 

   

 
 

   

 
 

 

 

 

 

 

 

Vários autores relatam que nem todos os isolados de F. verticillioides 

produzem fumonisina (Sánchez-Rangel et al., 2005; Maheshwar et al., 2009), e a 

maioria dos isolados que são capazes de produzir fumonisina apresentam o gene 

FUM1.  

M   1    2    3    4    5   6    7   8    9   10 11 12  13 14 15 16 17  18  19 20 21  22  23 24  25 26  27 28  29 30 

M   31 32 33  34 35  36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47  48 49 50 51  5253 54 55  56 57 58 59  60  61 

Figura 12 (a) e (b): Amplificação do gene FUM1 em 60 isolados de F. verticillioides obtida com 
os primers VERTF-1 e VERTF-2. Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 1-17: 
isolados de F. verticillioides da Zona da Mata, Goiana (Itapirema);  Pista 18: isolado de F. 
verticillioides do São Francisco, Petrolina (Pedrinhas- Catingueiro); Pistas 19-30: isolados de F. 
verticillioides do Sertão, Araripina XB 8030; Pistas 31-39: isolados de F. verticillioides do Sertão, 
Araripina BRF 5036-1; Pistas 40-45: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 
50361 CMS 36; Pistas 46-52: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036; Pistas 
53-60: isolados de F. verticillioides do São Francisco, Belém de São Francisco; Pista 61: 
Penicillium glabrum. 
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Sánchez-Rangel et al. (2005) reportaram a correlação entre a produção de 

fumonisina e a presença do gene FUM1 através do uso deste primer específico, 

para 34 linhagens de F. verticillioides isolados de culturas de milho no México, de 

modo que a maioria dos isolados com capacidade de produzir fumonisina 

apresentava este gene. 

Silva et al. (2007) analisaram 27 isolados de F. verticillioides oriundos de 

milho e sorgo do Brasil quanto a presença do gene FUM1, e seis destes exibiram 

amplificação do gene.  

A presença do gene FUM1 entre os isolados fitopatogênicos foi observada em 

diversos estudos, como os de Maheshwar et al. (2009), que usaram os mesmos 

pares de primers deste estudo para análise de isolados de F. verticillioides na Índia.  

Nayaka et al. (2010) detectaram isolados de F. verticillioides toxigênicos via 

PCR pelo uso dos primers VERTF-1 e VERTF-2. Vinte e três isolados dos trinta e 

cinco analisados apresentaram amplificação do gene FUM1, assim como todos os 

isolados deste estudo, sendo a capacidade produtora de fumonisina confirmada 

posteriormente pelo uso de técnicas como HPLC e CD-ELISA. 

Karthikeyan et al. (2011) submeteram 82 isolados de espécies de Fusarium 

coletadas de amostras de arroz infectadas a um ensaio de PCR para determinar 

cepas produtoras de fumonisinas e não produtoras utilizando os mesmos primers 

VERTF-1 e  VERTF-2 usados neste estudo, identificando 21 isolados de F. 

verticillioides que apresentaram amplificação para o gene FUM1 e 25 isolados que 

não apresentaram amplificação para o mesmo gene.  

Outros pares de primers vêm sendo utilizados para detecção da presença do 

gene FUM1 em espécies de Fusarium, e assim, caracterizando seu potencial 

toxigênico. 

 Anukul et al. (2013) analisaram a produção de fumonisina e toxina T-2 por 

espécies de Fusarium, predominantemente F. verticillioides, isoladas de alimentos 

para camarão e matérias primas agrícolas para cultivo de camarão na Tailândia. 

Foram utilizados os primers FUM1 (5 - ’GGCCATGACTTTGCCATTTCC - 3’) e 

reverso (5’ – GATGGCATTGATTGCCTCGC - 3’) para determinação da produção da 

fumonisina por isolados de Fusarium spp. Todos, exceto quatro dos 40 isolados 

fúngicos, produtores de fumonisina apresentaram o gene FUM1. As espécies de 

Fusarium que não sintetizaram toxina T-2 não continham o gene Tri-5. Deste modo, 

o estudo fez um alerta à contaminação por micotoxinas na cadeia de alimentos 
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destinados à fabricação de ração animal e ao uso de matérias primas contaminadas 

no cultivo de camarão. 

Vinte e sete isolados de Fusarium spp. provenientes de amostras de 

sementes de sorgo, foram diferenciadas quanto a sua capacidade de produção de 

fumonisinas através da elaboração de um primer para o gene FUM21 juntamente 

com primers já estabelecidos para os genes FUM1 e FUM8, em estudo realizado por 

Divakara et al. (2013). Entre os 27 isolados de Fusarium spp. investigados, apenas 

nove isolados de F. verticillioides apresentaram todos os três genes testados. Os 

restantes dos 14 isolados de F. thapsina e os quatro isolados de F. incarnatum-

equiseti, do complexo F. cf. incarnatum, não mostraram amplificação para os genes 

testados. 

Madania et al. (2013) identificaram 32 isolados de Fusarium spp. oriundos de 

quatro diferentes regiões geográficas na Síria. A maioria destes isolados (26 dos 32 

isolados) foi identificada como F. verticillioides, sendo apenas estes potencialmente 

produtores de fumonisina, demosntrado a partir da amplificação do gene FUM1 pelo 

uso dos pares de primers Fum-1 (5’ – GTCCTACGCGATACATCCCACCACAAT – 

3’) e Fum-2 (5’ – GATCAAGCTCGGGGCCGTCGTTCATAG – 3’). 

Zhang et al. (2013) analisaram o potencial de produção de fumonisinas em 

espécies do gênero Fusarium isoladas de produtos derivados de milho na China. 

Dos 22 isolados de Fusarium spp., 19 eram potenciais produtores de fumonisina, 

sendo 16 destes F. verticillioides, dois F. subglutinans e um isolado de F. 

proliferatum, e apresentaram amplificação dos genes FUM1 e FUM8 demonstrado 

pelo uso dos pares de primers Fum1-2L (5’-GCAACTCACCTTACTCGCTATTC–3’)/ 

Fum1/2R (5’-TGTTCAGAGGGGTCTTTGGTTA–3’) e Fum8-3N (5’-

CACTGCATATGACTACCTCTTGGGAGGA-3’)/ Fum8-4E (5’- 

CTCGAATTCGGACATGTCCCTCGCGATAA -3’), respectivamente. 

No presente estudo a presença do gene FUM1, detectada pelo uso dos 

primers VERTF-1 e VERTF-2, foi detectada em todos os isolados de F. verticillioides 

analisados, confirmando o potencial micotoxigênico dos mesmos. 
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4.4  ANÁLISE DA VARIABILIDADE GENÉTICA DOS ISOLADOS DE F. 

VERTICILLIOIDES  

Os perfis de amplificação das regiões ISSR, utilizando o primer (GTG)5 em 

sessenta isolados de F. verticillioides estão ilustrados na Figura 13. Foram obtidos 

padrões de um a seis fragmentos, com peso molecular variando em torno de 300 a 

1500 pares de bases.  

 

 

 
 

 
 

 
  

 

 

 

 

 

 

 O marcador evidenciou a formação de 5 grupos distintos com 100% de 

similaridade de tamanho de fragmento, distinguindo apenas um isolado dos demais 

(isolado 45), que relaciona-se com o primerio grupo com um nível de 

aproximadamente 85%  de similaridade, como demonstrado na Figura 14. 

 

  M   1   2   3    4    5   6   7    8    9   10 11 12 13  14  15  16  17 18 19  20 21  22  23  24 25 26  27  28  29 30 

 M 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41  42 43 44  45 46  47 48 49  50  51 52 53 54 55 56 57 58 59  60  61 

Figura 13 (a) e (b): Perfis de amplificação de ISSR obtidos com o primer (GTG)5.  Pista M: 
marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 1-17: isolados de F. verticillioides da Zona da 
Mata,  Goiana (Itapirema); Pista 18: isolado de F. verticillioides do São Francisco, Petrolina 
(Pedrinhas- Catingueiro); Pistas 19-30: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina XB 
8030; Pistas 31-39: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036-1; Pistas 40-45: 
isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 50361 CMS 36; Pistas 46-52: isolados de 
F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036; Pistas 53-60: isolados de F. verticillioides do 
São Francisco, Belém de São Francisco; Pista 61: Penicillium glabrum. 
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Figura 14: Dendrograma construído pelo método de UPGMA, utilizando o coeficiente de 
Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificação das regiões ISSR com o primer (GTG)5, obtidos 
de 60 isolados de F. verticillioides. Números 1-17: isolados de F. verticillioides da Zona da 
Mata,  Goiana (Itapirema); Número 18: isolado de F. verticillioides do São Francisco, Petrolina 
(Pedrinhas- Catingueiro); Números 19-30: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina 
XB 8030; Números 31-39: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036-1; 
Números 40-45: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 50361 CMS 36; 
Números 46-52: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036; Números 53-60: 
isolados de F. verticillioides do São Francisco, Belém de São Francisco; Número 61: 
Penicillium glabrum. 

  

Valor de R = 0.98 
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Os perfis de amplificação de ISSR utilizando o primer (GACA)4 dos sessenta 

isolados de F. verticillioides estão representados na Figura 15. Os isolados 

apresentaram padrões com um ou quatro fragmentos, com peso molecular variando 

em torno de 300 a 2000 pares de bases.  

 

 
    

 
  
    

 
 

 

 

 

  

 

 

M  1    2   3    4    5   6    7   8   9   10 11 12 13  14  15 16  17 18 19  20  21  22 23  24  25 26 27  28 29 30 

M 31 32 33 34 3536 37 38 39  40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50  51 52 53  54 55  56  57 58  59 60  61 

Figura 15 (a) e (b): Perfis de amplificação de ISSR obtidos com o primer (GACA)4.  Pista M: 
marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 1-17: isolados de F. verticillioides da Zona da 
Mata,  Goiana (Itapirema); Pista 18: isolado de F. verticillioides do São Francisco, Petrolina 
(Pedrinhas- Catingueiro); Pistas 19-30: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina XB 
8030; Pistas 31-39: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036-1; Pistas 40-45: 
isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 50361 CMS 36; Pistas 46-52: isolados de 
F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036; Pistas 53-60: isolados de F. verticillioides do 
São Francisco, Belém de São Francisco; Pista 61: Penicillium glabrum. 
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O marcador evidenciou a formação de 4 grupos distintos com 100% de 

similaridade, distinguindo três isolados (isolados 12, 57 e 59) dos demais, além de 

distinguir o isolado de Penicillium glabrum (isolado 61) dos demais isolados de F. 

verticillioides, como demonstrado na Figura 16. O isolado número 12 relaciona-se 

com aproximadamente 65% de similaridade com dois grupos, enquanto os isolados 

números 57 e 59 relacionam-se entre si com um nível de similaridade de 

aproximadamente 75%. 
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 Figura 16: Dendrograma construído pelo método de UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard 
(J) a partir dos perfis de amplificação das regiões ISSR com o primer (GACA)4, obtidos de 60 
isolados de F. verticillioides. Números 1-17: isolados de F. verticillioides da Zona da Mata, Goiana 
(Itapirema); Número 18: isolado de F. verticillioides do São Francisco, Petrolina (Pedrinhas- 
Catingueiro); Números 19-30: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina XB 8030; Números 
31-39: isolados de F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036-1; Números 40-45: isolados de 
F. verticillioides do Sertão, Araripina BRF 50361 CMS 36; Números 46-52: isolados de F. 
verticillioides do Sertão, Araripina BRF 5036; Números 53-60: isolados de F. verticillioides do São 
Francisco, Belém de São Francisco; Número 61: Penicillium glabrum. 

  

Valor de R = 0.99 
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A análise dos géis de agarose revelou grande homogeneidade genética entre 

os isolados de F. verticillioides com o uso dos primers (GTG)5 e (GACA)4,  não 

havendo agrupamento em função do local de origem.  

A variabilidade genética entre fungos parasita possibilita a adaptabilidade das 

espécies aos hospedeiros e as regiões geográficas (Lima, 2005). 

Há poucos relatos sobre o uso dos primers de ISSR em isolados de F. 

verticillioides, sendo um recente estudo realizado por Chang et al. (2013), que usou 

os primers de ISSR  (GTG)5 e (GACA)4 para análise comparativa da variabilidade 

genética entre isolados clínicos e fitopatogênicos desta espécie fúngica, onde foi 

observada uma maior homogeneidade entre os isolados obtidos de amostras 

clínicas. Estudo semelhante foi realizado por Oliveira et al. (2011), que utilizaram 

outros três primers de ISSR para diferenciar isolados patogênicos e não patogênicos 

de Fusarium spp. coletados em bananais de diferentes municípios do Norte de 

Minas Gerais, demonstrando a eficiência destes primers na diferenciação destes 

isolados.  

Utilizando o mesmo par de primers deste estudo, Brasileiro (2003) encontrou 

uma grande diversidade molecular intraespecífica para F. solani, não havendo 

coincidência entre os quatro grupos formados e a origem geográfica dos isolados, 

corroborando com os resultados aqui obtidos. 

Lima (2005) analisando o perfil de amplificação de ISSR utilizando o primer 

(GTG)5 constatou que este foi eficiente em detectar diferenças entre linhagens de 

Metarhizium anisopliae, observando também, através do uso do primer (GACA)4, 

uma diversidade genética significante nas linhagens de Metarhizium mutantes e 

selvagens. Esta variabilidade genética encontrada entre as linhagens permite sua 

adaptabilidade aos mais variados hospedeiros e regiões geográficas.  

Medeiros (2008), utilizando os marcadores (GTG)5 e (GACA)4, para amplificar 

o DNA de isolados de Colletotrichum lindemuthianum provenientes de feijão-comum 

(Phaseolus vulgaris), detectaram alta variabilidade genética, não encontrando 

também agrupamento em função da origem geográfica. 

Tiago et al. (2011) caracterizaram 37 isolados de Metarhizium anisopliae var. 

anisopliae obtidos de cigarrinha da raiz da cana-de-açúcar utilizando também os 

primers (GTG)5 e (GACA)4, observaram 96% de similaridade de tamanho de 

fragmentos entre os grupos formados pelo uso do primer (GTG)5 e 100% de 
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similaridade entre os grupos formados para os demais primers utilizados em sua 

pesquisa. 

Outros primers de ISRR vêm sendo utilizados para análise da variabilidade 

genética em Fusarium spp. Bayraktar et al. (2008) analisaram 74 isolados de F. 

oxysporum f. sp. ciceris usando 20 primers de ISSR, confirmando que a variabilidade 

genética entre os isolados foi maior entre as diferentes regiões estudadas. 

 Baysal et al. (2009), analisaram a variabilidade genética pelo uso de primers 

ISSR de isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici e F. oxysporum f. sp. radicis 

lycopersici provenientes de campos de produção de tomate na Turquia. Estas 

análises moleculares indicaram diversidade genética nos isolados, separando-os em 

três grupos, porém, este agrupamento não foi relacionado com a distância 

geográfica entre os isolados. 

Gurjar et al. (2009) utilizaram os primers ISSR afim de distinguir isolados de 

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris causadores de murcha em grão de bico de 

isolados de Fusarium proliferatum. Os resultados evidenciaram que os de F. 

oxysporum f. sp. ciceris eram claramente distintos de F. proliferatum, e os isolados 

de F. oxysporum f. sp. ciceris não diferiram geneticamente entre si, evidenciando, 

assim, pouca variabilidade dentro da formae speciales. 

Baysal et al. (2010) realizaram pioneiramente a caracterização molecular de 

isolados de Fusarium oxysporum f. melongenae utilizando marcadores ISSR e 

RAPD. Foram utilizados seis marcadores ISSR, obtendo como resultados uma 

grande variabilidade genética intraespecífica pelo uso dos marcadores 

CCA(TGA)5TG e (ACC)6CC. 

Viswanathan et al. (2011) usaram marcadores ISSR1, ISSR5 e ISSR9 para 

confirmação patogênica e molecular de linhagens de F. sacchari isoladas de Cana-

de-açúcar, obtendo fragmentos de 650 pb, 720 pb e 880 pb respectivamente, 

caracterizando isolados patogênicos e não-patogênicos. 

Arpita Das et al. (2012) caracterizaram 24 isolados de Fusarium oxysporum f. 

sp. cubense provenientes de culturas de banana na Índia. A identificação molecular 

foi feita pelo uso de marcadores moleculares espécie-específico e a análise de 

toxinas foi feita via PCR e HPTLC. Marcadores moleculares ISSR foram utilizados 

para verificar a diversidade genética dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense. Os dendrogramas gerados a partir dos perfis de amplificação pelo uso dos 

26 primers de ISSR, incluindo (GTG)5 e (GACA)4, revelaram a natureza polifilética 
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dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, e 10 grupos genotípicos foram 

identificados, demosntrando a eficiência da técnica para análise da diversidade 

genética de isolados de F. oxysporum. 

Ingle e Ingle (2013) utilizaram marcadores moleculares ISSRF2, ISSRF3, 

ISSRF7 e ISSRF11 para analisar a variabilidade genética intraespecífica de isolados 

de F. oxysporum f. sp. cubense, tendo como resultado a divisão em quatro grupos 

dos isolados estudados, não havendo também separação quanto a região de 

origem. 

O conhecimento do grau de variabilidade genética do patógeno é fundamental 

no delineamento de ensaios com agentes controladores, podendo-se analisar a ação 

do agente inibidor in vitro, e planejar formas de controle e monitoramento no campo. 

Desta forma, as diferenças específicas e a variabilidade genética podem ser 

empregadas como critério ou indicação do uso de novos produtos com potencial 

para serem utilizados como alternativa de controle (Cramer et al., 2003). 

 

4.5 ANÁLISE POR MALDI-TOF ICMS 

 Um dendrograma de parentesco entre os isolados de F. verticillioides, 

baseado nos perfis proteômicos gerados pela técnica de MALDI-TOF ICMS, está 

ilustrado na Figura 17. Os resultados obtidos pela análise molecular, 

macromorfológica e micromorfológica estiveram predominantemente em 

consonância com os resultados obtidos neste estudo, confirmando a taxonomia no 

mínimo ao nível de gênero (Tabela 4). 
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Figura 17: Dendrograma de similaridade espectral entre isolados de F. verticillioides com 

base nos perfis proteômicos por MALDI TOF-MS.  As distâncias são medidas em percentagem 

de similaridade espectral. *Isolado identificado como Achromobacter sp. 

 

* 



88 
 

 

Número do 

isolado 

Código no MALDI-TOF 

ICMS 

Identificação 

proteômica 

Origem 

28 SCC.0000.018 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

25 SCC.0000.014* Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

30 SCC.0000.031 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

23 SCC.0000.001* Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

22 SCC.0000.036 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

29 SCC.0000.034 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

26 SCC.0000.038 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

20 SCC.0000.049 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

60 SCC.0000.023 Fusarium sp. São Francisco- Belém S. F. 

27 SCC.0000.054 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

19 SCC.0000.027 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

21 SCC.0000.057 F. verticillioides Sertão- Araripina XB 8030 

24 SCC.0000.009 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

45 SCC.0000.050 Fusarium sp. Sertão- Araripina CMS 36 

59 SCC.0000.012 Fusarium sp. São Francisco- Belém S. F. 

55 SCC.0000.040 F. verticillioides São Francisco- Belém S. F. 

32 SCC.0000.015* Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036(1) 

36 SCC.0000.053 F. verticillioides Sertão-Arari. BRS 5036(1) 

33 SCC.0000.022 Fusarium sp. Sertão-Arari.BRS 5036(1) 

54 SCC.0000.055 Fusarium sp. São Francisco- Belém S. F. 

38 SCC.0000.059 Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036(1) 

34 SCC.0000.033 Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036(1) 

31 SCC.0000.037 F. verticillioides Sertão-Arari.BRS 5036(1) 

2 SCC.0000.032 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

13 SCC.0000.047 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

15 SCC.0000.039 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

11 SCC.0000.041 F. verticillioides Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

3 SCC.0000.035 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

6 SCC.0000.046 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

7 SCC.0000.006* Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

5 SCC.0000.025 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

10 SCC.0000.013* Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

52 SCC.0000.030 Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036 

46 SCC.0000.042 F. verticillioides Sertão-Arari. BRS 5036 

18 SCC.0000.051 Fusarium sp. São Francisco- Petrolina 

53 SCC.0000.052 Fusarium sp. São Francisco- Belém S. F. 

 

Tabela 4: Isolados do gênero Fusarium identificados pela técnica de MALDI-TOF ICMS. 
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10 SCC.0000.013 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

32 SCC.0000.015 Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036(1) 

7 SCC.0000.006 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

41 SCC.0000.043 Fusarium sp. Sertão- Araripina CMS 36 

14 SCC.0000.026* Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

56 SCC.0000.028 Fusarium sp. São Francisco- Belém S. F. 

48 SCC.0000.024 Fusarium  sp. Sertão-Arari. BRS 5036 

47 SCC.0000.021 Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036 

43 SCC.0000.011* Fusarium sp. Sertão- Araripina CMS 36 

42 SCC.0000.003 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

58 SCC.0000.002 Fusarium sp. São Francisco- Belém S. F. 

51 SCC.0000.010* Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036 

9 SCC.0000.020 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

25 SCC.0000.014 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

50 SCC.0000.005 Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036 

57 SCC.0000.019 Fusarium sp. São Francisco- Belém S. F. 

49 SCC.0000.016 Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036 

51 SCC.0000.010 Fusarium sp. Sertão-Arari. BRS 5036 

43 SCC.0000.011 Fusarium sp. Sertão- Araripina CMS 36 

23 SCC.0000.001 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

17 SCC.0000.029 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

1 SCC.0000.017 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

16 SCC.0000.058 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

4 SCC.0000.008 Fusarium sp. Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

22 SCC.0000.044 Fusarium sp. Sertão- Araripina XB 8030 

14 SCC.0000.026 Fusarium sp.  Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

8 SCC.0000.007 Família Alcaligenaceae Z. da Mata- Goiana (Itap.) 

*Isolados que aparecem duas vezes no dendrograma de MALDI-TOF ICMS. 
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Com exceção apenas do isolado SCC. 0000.007 (correspondendo ao isolado 

número 8- Zona da Mata- Goiana- Itapirema), que foi identificado como a bactéria 

Achromobacter sp., a maioria dos isolados foram identificados pelo menos ao nível 

de gênero (Fusarium sp.), e outros identificados ao nível de espécie (Fusarium 

verticilliodes). 

 Alguns isolados, identificados pela taxonomia clássica e pela análise 

molecular como F. verticillioides, não foram identificados pela técnica de MALDI-TOF 

ICMS, uma vez que não foram observados picos suficientes para formação de um 

espectro e identificação final (isolados número 40- Sertão- Araripina BRS 5036 1 

CMS 36; 37- Sertão- Araripina BRS 5036-1; 44- Sertão- Araripina BRS 5036 1 CMS 

36  e 12- Zona da Mata- Goiana- Itapirema). Do ponto de vista espectral e de acordo 

com o agrupamento, todos os isolados foram identificados como Fusarium spp, 

assim como nos resultados obtidos por Santos et al. (2011), onde todos os isolados 

analisados corresponderam fortemente com a identificação proposta pela biologia 

molecular a partir da análise da amplificação da região ITS. 

Pequenas variações durante a preparação de amostras para análise de 

proteínas/peptídeos pela técnica de MALDI-TOF ICMS afetam a qualidade dos 

espectros de massa, uma vez que, em virtude da complexidade dos micro-

organismos, não há protocolos padronizados para aquisição destes perfis 

reprodutíveis de proteínas, em particular para os fungos.  

Na tentativa de minimizar este problema, Dong et al. (2009) desenvolveram 

um método de preparação da amostra para identificação de Fusarium spp. 

produtoras de micotoxinas, de modo que, com a amostra optimizada, foi possível 

diferenciar cada esporo fortemente colorido ao nível de espécie. 

Membros de muitos gêneros de fungos, tais como Aspergillus, Penicillium, 

Fusarium e também leveduras obtidas de amostras clínicas (ex: Candida albicans) 

têm sido identificados por MALDI-TOF ICMS com sucesso (Silva, 2011; Croxatto et 

al., 2012; Santos et al., 2012; Firacative et al., 2013; Chalupová et al., 2013; Li et al., 

2013 a e b; Pereira et al., 2013; Simões et al., 2013; Theel, 2013).  

Espécies micotoxigênicas de Fusarium tornam-se um problema quando 

alimentos são infectados por estes fungos, e consequentemente, as micotoxinas 

podem entrar nas cadeias alimentares de humanos e animais. Quando os isolados 

de F. verticillioides deste estudo foram analisados pela técnica de MALDI-TOF 
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ICMS, que analisa caracteres fenotípicos e proteínas ribossomais, um dendrograma 

similar ao dendrograma gerado pelo uso dos primers de ISSR foi obtido, não 

havendo também agrupamento dos isolados em função da região de origem.  

Uma identificação eficiente de espécies de fungos produtores de micotoxinas, 

como Fusarium spp., é de grande importância para agricultura, indústria de 

alimentos e para medicina. Assim como neste estudo, Kemptner et al. (2009) 

usaram a técnica de MALDI-TOF ICMS para identificação de cinco isolados de 

Fusarium spp. conhecidos por afetarem o crescimento de grãos. Foram testadas 

diferentes matrizes e solventes orgânicos para optimização da amostra, tendo como 

melhor resultado o ácido ferúlico (FA) como matriz em  1mL de solvente orgânico 

acetonitrila (ACN) 0.1% ácido trifluoroacético (TFA) (7:3, v/v). A mistura de esporos 

com a solução matriz diretamente na placa do MALDI-TOF ICMS deu origem a perfis 

de proteína/peptídeo altamente reprodutíveis, e as diferenças nos padrões de 

espectros de massas obtidos permitiram a diferenciação das espécies de Fusarium, 

confimando sua taxonomia prévia pelo uso da biologia molecular. 

Marinach-Patrice et al. (2009) realizaram um amplo estudo de identificação 

com 62 isolados fúngicos obtidos de sítios de infecções em humanos comparando 

os resultados obtidos com a técnica de MALDI-TOF ICMS com sequenciamento de 

um gene característico que codifica o fator de elongação 1-(Tef-1), sendo as 

espécies de Fusarium mais frequentemente isoladas de infecções humanas 

Fusarium solani, Fusarium oxysporum e F. proliferatum, identificadas pela técnica de 

MALDI-TOF ICMS. 

Passarini et al. (2013) usaram uma abordagem polifásica, incluindo análise 

morfológica, análise pela técnica de MALDI-TOF ICMS e análise molecular, para 

identificação de fungos filamentosos presentes na esponja marinha Dragmacidon 

reticulatum. Noventa e oito isolados fúngicos foram obtidos de duas amostras de 

Dragmacidon reticulatum, usando seis meios de cultura diferentes e sendo 

identificados em nível de gênero. Representantes de Penicillium e Trichoderma 

foram os mais diversos e abundantes fungos isolados, e foram submetidos à análise 

por MALDI-TOF ICMS para refinar a identificação, sendo alguns poucos 

representantes do gênero Fusarium encontrados na segunda amostra analisada. 
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a técnica de MALDI-TOF 

ICMS pode ser considerada uma metodologia confiável e simples para identificação 

de espécies de Fusarium, uma vez que os resultados obtidos foram semelhantes 

aos obtidos pela análise taxonômica clássica e molecular, de uma maneira rápida e 

com procedimentos experimentais simples. Sendo assim, a supracitada técnica pode 

ser uma ferramenta adicional adequada na taxonomia polifásica de fungos 

filamentosos. Entretanto, ainda há necessidade de aumentar o banco de dados 

utilizado para identificação, uma vez nos bancos de dados atuais os espectros de 

massas de fungos filamentosos ainda são limitados (Rodrigues et al. 2011; Passarini 

et al., 2013). 

 

4.6 DETECÇÃO DE FUMONISINAS B1 E B2 POR MALDI-TOF MS 

 Os espectros de detecção das fumonisinas B1 e B2 nos 60 isolados de F. 

verticillioides provenientes de culturas de milho das regiões São Francisco, Sertão e 

Zona da Mata do Estado de Pernambuco pela utilização da técnica de MALDI-TOF 

MS estão ilustrados no Anexo I. Todos os isolados deste estudo apresentaram picos 

com valores de massas moleculares equivalentes à massa molecular das 

fumonisinas B1 e B2. 

As condições do ambiente, tais como: a quantidade de nutrientes disponíveis, 

a temperatura, a atividade da água e do oxigênio, são importantes fatores para 

produção de metabólitos tóxicos por fungos. Contudo, a produção de micotoxinas é 

um fator dependente da linhagem e não da espécie, de modo que, dentro de uma 

determinada espécie pode haver isolados produtores, ou não, de uma determinada 

micotoxina (Silva, 2013). Neste estudo, todos os isolados avaliados apresentaram 

produção de micotoxinas, independente da região geográfica.  

A produção de fumonisinas por F. verticillioides tem sido frequentemente 

detectada e estudada, porém, por técnicas tradicionais como HPLC (Makun, 2011; 

Kong et al., 2012; Ferreira et al., 2013). São raros os estudos da avaliação do 

potencial micotoxigênico de fungos pela técnica de MALDI-TOF MS, como utilizado 

no presente estudo, sendo este o primeiro relato da detecção de fumonisinas B1 e B2 

por isolados de F. verticillioides. 
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Os resultados obtidos nesta análise concordam fortemente com os resultados 

obtidos pela biologia molecular, a partir da amplificação do gene FUM1, responsável 

pela capacidade produtora da micotoxina fumonisina. Todos os isolados 

apresentaram amplificação deste gene, confirmando assim, o resultado 

demonstrado pela técnica de MALDI-TOF MS, onde os 60 isolados de F. 

vertcillioides apresentaram compostos com peso molecular equivalente a fumonisna 

B1 e B2. 

Estudo semelhante foi realizado por Marques (2006), que utilizou 

pioneiramente a técnica de ionização por MALDI-TOF MS no screening de amostras 

de amendoim contaminadas pelas micotoxinas de baixo peso molecular aflatoxina e 

ocratoxina. A técnica de MALDI-TOF MS mostrou-se promissora para execução de 

screening de micotoxinas nestes grãos, apresentando boa detecção das principais 

aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) e ocratoxina. Porém, para obtenção de sensibilidade 

adequada das micotoxinas estudadas, alguns fatores mostraram-se importantes, tais 

como a utilização de líquido iônico adequado como matriz (ácido dihidroxibenzoico- 

DHB), que possibilitou a obtenção de espectros de massas livres de interferentes 

nas escalas de m/z mais baixas. 

A alta sensibilidade atribuída à espectrometria de massas por MALDI-TOF MS 

leva à perspectiva futura de que o método de screening de micotoxinas por esta 

técnica poderá facilitar a análise de micotoxinas em geral, além do controle de 

qualidade de produtos agrícolas como amendoins, milho, arroz, e outros produtos de 

interesse econômico. Para uma resposta rápida às empresas agrícolas, o uso de 

novas técnicas rápidas e sensíveis, que permitam uma análise direta de micotoxinas 

em matérias-primas como grãos ou extratos fúngicos, é de fundamental importância, 

vantagem esta aliada a técnica de MALDI-TOF MS quando comparada a técnicas 

tradicionais como o HPLC (Marques, 2006; Silva, 2013). 
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5 CONCLUSÕES 

 

1. As técnicas de identificação morfológica e por primer espécie específico 

confirmaram que os 60 isolados de milho de Pernambuco pertencem à espécie 

Fusarium verticillioides; 

2. Todos os isolados apresentam amplificação para o gene FUM1, sendo 

potenciais produtores da micotoxina fumonisina; 

3. Os marcadores moleculares ISSR (GTG5 e GACA4) utilizados evidenciam 

grande homogeneidade genética entre os isolados de Fusarium verticillioides 

coletados em três mesorregiões do Estado de Pernambuco, e não houve relação 

entre grupos e as regiões de origem; 

4. A técnica espectral de MALDI-TOF ICMS é eficiente quanto à identificação de 

Fusarium spp., confirmando predominantemente os resultados obtidos pelo uso 

da taxonomia clássica e da análise molecular; 

5. A detecção de micotoxinas produzidas por Fusarium verticllioides pelo uso da 

técnica de MALDI-TOF MS é eficiente, confirmando os resultados obtidos na 

biologia molecular quanto à capacidade de produção da fumonisina B1 e B2. 
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APÊNDICE 

Espectros de detecção das fumonisinas B1 e B2 em isolados de F. 

verticillioides provenientes de culturas de milho do Estado de Pernambuco 

pela utilização da técnica de MALDI-TOF MS. 
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