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RESUMO 

 

ROCHA, L. O. Distribuição de fungos e micotoxinas em grãos de milho recém-colhidos 
e variabilidade genética das cepas de Fusarium verticillioides e Aspergillus flavus 

isoladas. 2010. 174 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 

 

O presente trabalho teve como objetivos avaliar a micobiota e a ocorrência de 

aflatoxinas e fumonisinas em  amostras de grãos de milho provenientes de quatro 

regiões do Brasil (São Paulo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Bahia); identificar os 

isolados de A. flavus pela técnica de AFLP e de Fusarium verticillioides, utilizando as 

técnicas de AFLP (Amplified Fragment Length Plymorphism) e sequenciamento parcial 

do gene do fator de elongação 1-α (TEF1-α); caracterizar alelos mating types de F. 

verticillioides por PCR (Polymerase Chain Reaction); comparar o potencial toxigênico 

das cepas  com a expressão dos genes aflR e aflP (A. flavus) e FUM1 e FUM19  (F. 

verticillioides),  através da técnica de real time RT-PCR.  Análise da micobiota dos grãos 

demonstrou maior prevalência de Fusarium verticillioides,com níveis de a atividade de 

água (Aa) de 0,76 a 0,87. Das amostras analisadas, 98% apresentaram contaminação 

por FB1 e 74,5% por FB1 + FB2; enquanto 21 (10,5%) apresentaram contaminação por 

AFB1, 7 (3,5%) por AFB2 e apenas uma por AFG1 e AFG2 (0,5%). Do total de isolados, 

96% foram identificados como F. verticillioides, através das técnicas de AFLP e 

sequenciamento parcial de TEF-1. Além disso, as filogenias obtidas por AFLP e TEF-1α 

foram congruentes. Com relação aos alelos MAT, verificou-se proporção 7:3 (MAT-

1:MAT-2), dentre os isolados de F. verticillioides. A similaridade dos isolados de A. 

flavus com a cepa padrão variou de 79% a 100%, e não foi observado agrupamento 

origem geográfica específico entre os isolados de  A. flavus e F. verticillioides pela 

técnica de AFLP. Todos os isolados de F. verticillioides produziram fumonisinas, 

enquanto 47,37% dos isolados de A. flavus produziram aflatoxinas. Observou-se 

elevada correlação positiva entre a expressão de FUM1 e FUM19 e a produção de 

toxinas por F. verticillioides, e baixa correlação positiva entre os transcritos de aflR e 

aflP em relação ao perfil de produção de aflatoxinas por A. flavus, demonstrando 

necessidade de estudos referentes a expressão de genes relacionados à produção de 

micotoxinas.  



 

Palavras chave: Fusarium verticillioides. Aspergillus flavus. Fumonisinas. Aflatoxinas. 

Milho. AFLP. Sequenciamento. PCR em tempo real. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

ROCHA, L. O. Distribution of fungi and mycotoxins in freshly harvested corn and 
genetic variability of Fusarium verticillioides and A. flavus isolated. 2010. 174 p. Ph. 
D. thesis (Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2010. 
 

The present study aimed to verify the mycoflora  and occurrence of aflatoxins  and 

fumonisins in  freshly harvested corn samples from four regions of Brazil (São Paulo, 

Mato Grosso, Rio Grande do Sul and Bahia); to identify Aspergillus flavus strains by 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) technique and Fusarium 

verticillioides by AFLP and by the translation elongation factor 1α (TEF-1α) partial gene 

sequencing; to characterize mating types alleles in Fusarium verticillioides by PCR 

(Polymerase Chain Reaction); to compare the mycotoxin-producing ability of the 

strains in relation to aflR and aflP gene expression (A. flavus) and FUM1 and FUM19 (F. 

verticillioides), using Real Time RT-PCR technique. Mycoflora was characterized by a 

predominance of Fusarium verticillioides, and the mean water activity (aw) of the 

grains ranged from 0.76 to 0.87.  Our data showed that 98% of the samples were 

contaminated by FB1, and 74.5% by FB1 + FB2, while 21 (10.5%) showed contamination 

by AFB1, seven (3.5%) by AFB2 and only one by AFG1 and AFG2 (0.5%). Of the total 

strains, 96% were identified as F. verticillioides by AFLP technique and TEF-1α 

sequencing. Besides, a concordant phylogeny was obtained by AFLP and TEF-1α 

sequencing. Concerning the MAT alleles, among F. verticillioides strains, a proportion 

of approximately 7:3 was obtained. The similarity of A. flavus isolates with the 

standard strain ranged from 79% to 100%, and the results of AFLP, demonstrated a 

lack of relationship between the groups of the phylogenetic tree and the different 

geographic origins, for both A. flavus and F. verticillioides strains. All F. verticillioides 

were able to produce fumonisins, while 47.37% of A. flavus strains produced 

aflatoxins. A high positive correlation was observed between the expression of FUM1 

and FUM19 genes and fumonisin production, and a low positive correlation was 

observed between the expression of aflR and aflP genes and aflatoxin production. 

These data demonstrate the need for studies concerning gene expression related to 

mycotoxins production.  



Keywords: Fusarium verticillioides. Aspergillus flavus. Fumonisin. Aflatoxin. Corn. AFLP. 

Sequencing. Real time RT-PCR. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1 INTRODUÇÃO 

 

 O milho, cujo nome científico é Zea mays L., é uma planta cultivada em regiões 

quentes e temperadas de todo o mundo, sendo o cereal de maior produção no Brasil. 

Representa uma das principais culturas da agricultura brasileira, não somente no 

aspecto quantitativo, como também no que diz respeito à sua importância estratégica 

por ser base da alimentação animal e, consequentemente, humana (LÓPEZ-OVEJERO 

et al., 2004). 

 Esta cultura, entretanto, pode ser afetada por muitos problemas destacando-

se: fertilidade do solo, época de semeadura, potencial produtivo do híbrido e ataque 

de agentes nocivos como plantas daninhas, pragas e doenças. As principais doenças 

associadas ao milho, no Brasil, são causadas por vírus, bactérias e fungos, sendo os 

últimos representados, principalmente pelos gêneros Aspergillus, Fusarium e 

Penicillium (PEREIRA, 1997; CASA e REIS, 2003). Estes podem produzir micotoxinas, 

metabólitos secundários tóxicos capazes de causas intoxicações agudas ou crônicas 

nos homens e animais. Em adição, a contaminação de grãos por micotoxinas pode 

acarretar perdas substanciais à economia, associadas ao impacto para a saúde 

humana, produtividade animal como também ao comércio internacional destes 

produtos, pois muitos países estabelecem limites para micotoxinas em alimentos. De 

acordo com a FAO, as perdas mundiais de alimentos contaminados por micotoxinas 

estão em torno de 1000 milhões de toneladas por ano (FOOD AND AGRICULTURE 

ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 1997; COUNCIL FOR AGRICULTURAL 

SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2003). 

 A espécie fúngica mais comumente associada à semente de milho no Brasil é 

Fusarium verticillioides, sendo que espécies do gênero Aspergillus também são 

frequentemente veiculadas por estas sementes (CASA e REIS, 2003). 

 F. verticillioides é a principal espécie produtora de fumonisinas,  grupo de 

micotoxinas que ocorrem naturalmente no milho e em produtos a base de milho,  

consideradas pela International Agency for Research on Cancer (IARC) como 

possivelmente carcinogênicas para seres humanos (MARASAS, 1996; INTERNATIONAL 

AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993). A temperatura e a atividade de água 



mínima para o crescimento dessa espécie são respectivamente: 2 a 37 °C e 0,87, sendo 

que para a produção de fumonisinas a Aa mínima é 0,90 (CAHAGNIER et al., 1995). 

 Até o presente momento, 28 fumonisinas foram isoladas e caracterizadas, 

sendo a fumonisina B1 (FB1) a mais importante do grupo (MUSSER e PLATTNER, 1997). 

Esta micotoxina pode ocasionar leucoencefalomalácia em eqüinos (LEME), edema 

pulmonar em suínos, câncer hepático em ratos, redução do desenvolvimento, 

imunossupressão, problemas cardíacos, degeneração e necrose hepática em aves, 

além de estar associada ao câncer esofágico em humanos (NORRED e VOS, 1994; 

MARASAS, 1996). 

O mecanismo de ação das fumonisinas está relacionado com a inibição do 

metabolismo dos esfingolípideos, sendo essas estruturas relacionadas com diversas 

funções da célula, tais como: comunicação célula-célula, crescimento, diferenciação e 

transformação. Assim, a inibição da biossíntese dos esfingolipídios pode trazer graves 

consequências (SWEELEY, 1991; WANG et al., 1991). 

A frequente ocorrência de fumonisinas no milho como também as implicações 

na saúde humana e animal, tem influenciado no desenvolvimento de diversas técnicas 

de separação para esta micotoxina, destacando-se a cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) com detector de fluorescência. Esta técnica apresenta, como 

vantagens, alta resolução, menor tempo de análise, alta sensibilidade e versatilidade 

(DILKIN et al., 2001). O uso de colunas de imunoafinidade para extração e limpeza, tem 

possibilitado maior especificidade permitindo limites de detecção mais baixos e 

utilização de menor volume de solvente (SHUNDO e SABINO, 2004). 

Atualmente, a dificuldade na nomenclatura das diferentes espécies de 

Fusarium, tem resultado em divergências taxonômicas. A utilização de métodos 

convencionais para detecção e identificação de fungos toxigênicos em alimentos inclui 

cultivo do fungo e análise morfológica. Este enfoque, considerado subjetivo, requer 

maior disponibilidade de tempo e habilidade taxonômica (LESLIE et al., 2001; MAYER 

et al., 2002). Além disso, a discriminação das diferentes espécies contribui para a 

determinação dos riscos da exposição humana e animal aos alimentos contaminados 

por estes microrganismos. (LESLIE et al., 2001; LESLIE e SUMMERELL, 2006). 



 As aflatoxinas produzidas, principalmente, por Aspergillus flavus, A. parasiticus 

e A. nomius, estão entre os mais importantes carcinógenos conhecidos, sendo 

classificados como classe 1 dos carcinógenos humanos pela IARC (IARC, 1993).  

São conhecidas 18 diferentes moléculas do grupo, porém, a AFB1 é a mais 

tóxica de todas e o fígado considerado o órgão mais afetado. Além de sua 

hepatotoxicidade apresenta, também, atividades  mutagênica, carcinogênica e 

possivelmente teratogênica para animais (LEWIS et al., 1994). 

As aflatoxinas precisam ser ativadas metabolicamente pelo sistema 

microssomal hepático para posteriormente exercer seus efeitos tóxicos. Dentre os 

derivados formados enzimaticamente, a aflatoxina B1 epóxido é de particular 

importância, pois apresenta característica eletrofílica e, consequentemente, liga-se 

covalentemente a vários locais nucleofílicos da célula, tais como: DNA, RNA e 

proteínas, resultando na interferência do funcionamento celular (LEWIS et al., 1994; 

PARKINSON, 1996). 

Existem diversas metodologias analíticas para a detecção de aflatoxinas em 

alimentos. Uma técnica de separação muito utilizada é a cromatografia em camada 

delgada (CCD), sendo que a detecção e quantificação podem ser obtidas por métodos 

visuais ou ainda utilizando-se densitômetros ou espectrofotômetro de fluorescência. O 

emprego de colunas de imunoafinidade para a extração e purificação associada a CCD 

tem resultado em baixos limites de detecção e quantificação para estas micotoxinas 

(SHUNDO e SABINO, 2004). 

Técnicas baseadas na análise molecular têm sido utilizadas com êxito na 

identificação de espécies fúngicas e na detecção de genes responsáveis pela 

biossíntese de micotoxinas. Neste sentido,  Patiño et al. (2005) e Jurado et al. (2005)  

utilizaram as regiões IGS (Inntergenic Spacer Region) e ITS (Internal Transcribeb Spacer 

Sequence) do DNA para a identificação de Fusarium spp. O uso da técnica de 

Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP – Amplified 

Fragment Length Polymorphism) para a identificação de espécies e verificação da 

variabilidade genética entre populações fúngicas tem demonstrado grande 

repetitividade e eficiência (LESLIE e SUMMERELL, 2006; CHULZE et al., 2000; LEE et al., 

2004; ABD-ELSALAM et al., 2003).  



 Dentre as técnicas atualmente utilizadas na detecção de genes responsáveis 

pela produção de micotoxinas, inclui-se o sequenciamento, que analisa as sequências 

de bases nitrogenadas presentes nos genes, podendo identificar mutação em apenas 

uma única base. Entretanto, essas mutações podem ser silenciosas, podendo não 

afetar a estrutura do aminoácido ou a atividade da proteína produzida (ZAHA et al., 

2000). 

A complexidade na correlação entre as seqüências de DNA e os níveis de 

produção de micotoxinas contribuiu para o desenvolvimento de técnicas para análise 

da expressão dos genes envolvidos na biossíntese de micotoxinas. Dentre estas, 

destacam-se os microarranjos de DNA (Microarrays) e a PCR em tempo real (Real Time 

PCR) (MAYER et al., 2003). Segundo López-errasquín et al. (2007), a detecção e 

quantificação da expressão de genes reguladores da biossíntese de micotoxinas 

constitui-se de uma ferramenta importante para o estudo da capacidade genética do 

fungo em produzir diferentes níveis destas toxinas. Sabe-se que diversos fatores 

bióticos e abióticos podem influenciar fortemente a produção de micotoxinas, assim, a 

análise da expressão gênica também pode contribuir para a identificação de fatores 

que possuem preponderância na produção dessas toxinas (NICHOLSON et al., 2003). 

Neste sentido, a PCR em tempo real tem sido utilizada amplamente, pois garante 

rapidez, elevada especificidade, além de propiciar a quantificação da expressão dos 

genes analisados (MAYER et al., 2003; LOPÉZ-ERRASQUIN, et al., 2007).  

 A presença de fungos toxigênicos no milho, especialmente A. flavus e F. 

verticillioides, constitui-se em um sério problema nacional, pois as contaminações 

pelas toxinas produzidas por estes fungos causam prejuízos à economia, além de 

proporcionar riscos à saúde humana e animal. Assim, tornam-se necessários estudos 

mais aprofundados nesta área, visando a determinação de meios rápidos e eficazes na 

detecção destes microrganismos, como também diminuição dos riscos de 

contaminação dos alimentos.  

 

 

 

 

 



7  CONCLUSÕES 

 

Com base nos objetivos propostos e nas condições de realização deste experimento, 

conclui-se que: 

 

§  F. verticillioides foi a espécie mais isolada nas quatro regiões, demonstrando-se 

adaptada, principalmente, ao substrato milho e às condições climáticas das 

regiões; 

 

§ Fumonisinas foram as micotoxinas mais frequentes nos grãos, nas quatro regiões 

estudadas; 

 

§  A reduzida frequência de isolamento de A. flavus e a baixa incidência de 

aflatoxinas nos grãos, podem estar relacionadas com a elevada incidência de F. 

verticillioides, uma vez que esses fungos podem apresentar uma relação de 

antagonismo passivo;  

 

§  Com relação ao potencial toxigênico das cepas, constatou-se que dos 76 isolados 

de A. flavus, 36 (47,37%) foram produtores de aflatoxinas, enquanto que, das 

96 cepas de F. verticillioides, 100% foram produtoras de fumonisinas; 

 

§  As proporções dos alelos MAT-1 e MAT-2 nos isolados das regiões do Mato 

Grosso e Rio Grande do Sul foram semelhantes, sugerindo a possibilidade de 

cruzamentos no campo; 

 

§  A técnica de AFLP propiciou clara separação das espécies de Fusarium 

confirmada, posteriormente, pelo sequenciamento parcial do gene do fator de 

elongação 1α; 

 

§  As condições ambientais de cada região de estudo não influenciaram na 

variabilidade genética das cepas de F. verticillioides e nem dos isolados de A. 



flavus, pois não houve relação do perfil genético dos isolados com as diferentes 

regiões; 

 

§  A técnica de real time RT-PCR para quantificação relativa de FUM1 e FUM19 

demonstrou-se uma boa ferramenta para estimar o nível de produção de 

fumonisinas pelos isolados, devido à elevada correlação entre os resultados; 

 
§   A técnica de real time RT-PCR para estudo da expressão de aflR e aflP a partir de 

cepas padrão, demonstrou que todas as espécies foram capazes de expressar 

os dois genes, exceto A. oryzae, incapaz de expressar aflR e aflP; 

 

§  A técnica de real time RT-PCR para a quantificação relativa de aflR e aflP  

resultou em correlação positiva entre os níveis de produção de aflatoxinas. 

Entretanto, há necessidade de buscar genes que estejam estritamente 

relacionados com a produção dessas toxinas, uma vez que os valores de 

correlação obtidos nessa pesquisa foram baixos.; 

 

§  Os resultados obtidos em nossa investigação, bem como os dados encontrados 

na literatura, ressaltam a necessidade de outros estudos de expressão gênica 

em fungos toxigênicos. Além disso, pesquisas nessa área contribuem para a 

elucidação dos diversos fatores que possam estimular ou reprimir a biossíntese 

dessas toxinas, contribuindo para novas estratégias de controle. 
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