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RESUMO

REIS, G. M. Variabilidade genética de cepas de Aspergillus flavus isoladas de 
amendoim.  2009.  113 f.  Dissertação  (Mestrado  em Microbiologia)  –  Instituto  de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009.

O  trabalho  objetivou  construir um  dendograma  filogenético  das  cepas  de 

Aspergillus flavus isoladas de amendoim recém-colhido de quatro regiões de São 

Paulo  (Cafelândia,  Jaboticabal,  Rosália  e  Tupã),  avaliar  o  potencial  toxigênico  e 

agrupar as cepas quanto à produção de esclerócios. A técnica de AFLP foi utilizada 

para caracterização genotípica. O potencial aflatoxigênico foi avaliado pelo cultivo 

das  cepas  em  meio  de  ágar  coco,  extração  das  aflatoxinas  por  clorofórmio, 

separação por CCD e quantificação por espectrodenditômetro CS-9000. A indução 

da produção  de esclerócios  foi  feita  pela  incubação dos isolados  em meio  ágar 

Czapeck-DOX.  AFLP gerou 78 fragmentos  de 27 pb a 365 pb,  sendo 13% não 

polimórficos.  O  perfil  genotípico  revelou  31  haplótipos  e   de  12  grupos  no 

dendograma.  A similaridade entre  os isolados variou de 37 a 90 %. O potencial 

aflatoxigênico revelou 91,7 % de cepas produtoras, com níveis entre 39,27 µg/Kg e 

28689,61  µg/Kg para AFB1 e 1,50  µg/Kg a 9781,09  µg/Kg para AFB2. Quanto aos 

esclerócios, 83,9% das cepas foram produtoras, sendo todas tipo S.

Palavras-chave: Aflatoxina. AFLP. Amendoim. Aspergillus flavus. Esclerócios. 
Variabilidade genética.



ABSTRACT

REIS,  G.  M.  Genetic  variability  of  Aspergillus  flavus strains  isolated  from 
peanut.  2009.  113  p.  Master  thesis  (Microbiology)  -  Instituto  de  Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009.

This  study  aimed  to  draw a  phylogenetic  dendogram of  Aspergillus  flavus 

strains isolated from fresh harvested peanut from four regions of São Paulo state 

(Cafelândia, Jaboticabal, Rosália and Tupã), to determine the toxigenic potential and 

to group them regarding the sclerotia production pattern. The AFLP thecnique was 

used  for  genotypic  characterization.  Aflatoxin  production  was  evaluated  by 

inoculation of fungi in coconut agar, extraction with chloroform, TLC segregation and 

quantification  by  spectrophotometer  CS-9000.  Agar  Czapeck-DOX  was  used  to 

evaluate sclerotia production. AFLP generated 78 fragments varying from 27 pb to 

365  pb,  13  % of  them  were  not  polymorphic.  The  genotypic  profile  showed  31 

haplotypes and 12 groups in the dendogram. The similarity among the isolates varied 

from 37 to 90 %. The aflatoxigenic potential showed 91,7 % of producer strains, with 

levels between 39,27 µg/Kg and 28689,61 µg/Kg for AFB1  and between 1,50 µg/Kg 

and  9781,09  µg/Kg for  AFB2.  Concerning the sclerotia production,  83,9 % of the 

strains were producers, all were S type.

Key words: Aflatoxin. AFLP. Peanut. Aspergillus flavus. Sclerotia. Genetic 
variability.



1 INTRODUÇÃO  



1.1 Amendoim (Arachis hypogaea)

A  planta  de  amendoim  pertence  à  família  Leguminosae,  subfamília 

Papilionoideae e gênero  Arachis.  É uma planta anual,  herbácea,  pubescente,  de 

porte  ereto  ou  rasteiro  (CÂMARA,  1998).  Seu  modo  de  frutificação  é  bem 

característico, pois embora suas flores sejam aéreas, os frutos são subterrâneos, e 

em uma mesma planta existem flores estéreis e férteis. 

As raízes do amendoim são pivotantes, ou seja, há uma raiz principal de onde 

surgem raízes laterais  formando um conjunto bastante ramificado.  Embora a raiz 

possa atingir até 1,30 m de profundidade (MARTIN, 1987), cerca de 60% do sistema 

radicular encontram-se nos primeiros 30 cm do solo (CÂMARA, 1998).

A parte aérea da planta possui um comprimento que pode variar de 15 a 70 

cm. As flores surgem das axilas das folhas em inflorescência, produzindo de 3 a 5 

flores. O gineceu é composto de um ovário séssil, com 2 a 5 óvulos e o androceu 

possui 10 estames, oito funcionais e 2 estéreis reduzidos aos filetes. A flor realiza 

autopolinização  e,  embora  possa  ocorrer  cruzamento  com  outras  plantas  de 

amendoim próximas, essa taxa é baixa. Muitas flores são produzidas, porém apenas 

10 a 15% produzem frutos normais, devido ao seu curto ciclo. Os frutos são vagens 

indeiscentes, uniloculadas, com 1 a 5 sementes presas á face interna e ventral do 

pericarpo.  As sementes  são compostas  de um tegumento  seminal  delgado e do 

embrião,  o  qual  possui  2  cotilédones  volumosos,  ricos  em  óleo  e  proteínas 

(CÂMARA, 1998). 

O gênero Arachis é originário da região central do Brasil, e sua vagem, com 

um sistema radicular  abundante e também um imenso potencial  de recuperação 

relacionado ao estresse ambiental,  é  resultado de uma ampla variação climática 

imposta  desde  a  origem  deste  gênero  (KOKALIS-BURELLE  et  al.,  1997).  O 

amendoim (Arachis hypogaea) é considerado uma planta natural da América do Sul 

e o provável centro de sua origem é a região dos vales dos rios Paraná e Paraguai, 

no antigo lago do Gran Chaco (GILLIER e SILVESTRE, 1970). 

O grão  era  encontrado  em abundância  do  sul  do Amazonas  ao  norte  da 

Argentina (CÂMARA, 1998). Os indígenas foram os responsáveis pela difusão do 

amendoim às regiões da América do Sul e Central (PEIXOTO, 1972). 



Desde o início do século XX o amendoim vem sendo amplamente estudado. 

A hibridização das sementes devido à disseminação em larga escala levou ao início 

dos estudos das variedades de amendoim nos Estados Unidos. Assim, em 1945, os 

norte-americanos criaram diversas variedades através da seleção de sementes de 

alta  qualidade.  No Brasil,  os  estudos começaram mais tarde,  porém importantes 

pesquisas sobre melhoramento de sementes já foram realizadas (MARTIN, 1987) 

devido à grande importância econômica mundialmente estabelecida pelo consumo 

do amendoim.

A semente do amendoim é utilizada de diversas formas, tanto in natura como 

em alimentos processados, tais como paçocas, pés-de-moleque, balas, entre outros, 

além de ser altamente importante na indústria de óleo. O óleo do amendoim pode 

ser  consumido  na  alimentação,  bem  como  pode  ser  utilizado  na  indústria  de 

conservas e de produtos medicinais na indústria farmacêutica (CÂMARA, 1998), e, o 

óleo mais grosseiro, pode ainda ser utilizado como combustível para lâmpadas de 

mineiros e para indústria de sabão (MARTIN, 1987).

O óleo  do  amendoim  representa  45  % a  50  % do volume das  sementes 

(SANTOS e GODOY, 1999). O farelo resultante da extração do óleo possui grande 

valor nutritivo e é destinado à alimentação animal (MARTIN, 1987) ou como adubo 

orgânico em culturas perenes, como café e citros (CÂMARA, 1998). Assim, 60 % da 

produção mundial de amendoim é destinada à extração de óleo e 40 % ao consumo 

humano (SANTOS, 2000). Da produção brasileira cerca de 8 milhões de toneladas 

anuais de grãos destinam-se ao consumo  in natura  ou industrializado, e 15 a 18 

milhões são esmagados para a fabricação de óleo comestível (CONAB, 2007).

O amendoim possui um alto valor nutritivo e energético, sendo que cada 100 

g do grão fornecem cerca de 580 calorias (CONAB, 2006). O amendoim é a quarta 

planta  oleaginosa  mais  produzida  no  mundo,  atrás  apenas  da  soja,  algodão  e 

canola.  Seu óleo contribui com 10 % da produção mundial,  sendo o quinto mais 

consumido (SANTOS, 2000).

O Brasil possui condições naturais (solo e clima) para produzir amendoim de 

boa qualidade, sendo que a estimativa de produção nas safras de 2007/2008 foi de 

mais de 12 milhões de sacas de 25 Kg (REVISTA COPLANA, 2009b). O Estado de 

São Paulo é considerado o maior produtor (Quadro 1). A produção ocorre na região 

dos municípios de Ribeirão Preto, Jaboticabal, Sertãozinho e Dumont; e na região 

dos municípios de Marília, Tupã, Lins e Pompéia (CÂMARA, 1998). 



Quadro 1- Produção do Brasil e estado de São Paulo nas últimas safras (produção em sacas de 
25 Kg).

Ano Safra São Paulo Brasil
2006 2005/2006 8.312.000 10.708.000
2007 2006/2007 6.936.000 9.028.000
2008 2007/2008 9.456.000 12.200.000

      Fonte: CONAB, 2009.

A produção do amendoim brasileiro também é motivada pela sua exportação, 

o  que  exige  um  controle  cada  vez  maior  do  qualidade  do  produto  (Instituto 

Agronômico de Campinas, IAC, 2003). Em 2007, o Brasil exportou cerca de 25 mil 

toneladas  de amendoim,  sendo que a região  de Jaboticabal  foi  responsável  por 

cerca de 50 % dessa exportação (REVISTA COPLANA, 2009a).

A  variedade  de  amendoim  mais  importante  no  estado  de  São  Paulo  é  a 

Runner.  O cultivar  “Runner  IAC 886”  descende da multilinha Florunner,  que,  em 

1970 foi cedida pelo programa de melhoramento da Flórida (EUA) e incorporada na 

coleção de germoplasma do IAC sob o número 886. O produto originado se adaptou 

muito bem às condições de clima e solo da região paulista (IAC, 2003). 

O cultivar Runner IAC 886 possui diversas vantagens como o crescimento 

rasteiro que permite a colheita totalmente mecanizada, ciclo rápido e de 130 dias, o 

que evita a colheita no período chuvoso, resistência moderada à doenças como a 

mancha-barrenta, não produz brotações precoces, assegurando melhor qualidade à 

colheita, sua produtividade é até 27 % maior que outros cultivares “runners” e possui 

vagens de maior  tamanho e grãos uniformes.  Essas características  tornam esse 

cultivar o mais atrativo para a indústria (IAC, 2003).

Geralmente,  no  estado  de  São  Paulo,  o  maior  volume  de  produção  de 

amendoim  é  proveniente  da  safra  denominada  “das  águas”,  devido  à  grande 

freqüência de chuva nesse meses, o que é uma situação desfavorável à obtenção 

de amendoim adequadamente seco, pois um maior teor de umidade pode acarretar 

em maiores  problemas  de contaminação  durante  o  armazenamento  (FONSECA, 

2006). 

No momento do arranquio as vagens contém cerca de 40 % de umidade. O 

intervalo crítico de umidade varia de 22 a 20 %, com mínimo de 11 % (umidade ideal 

para o armazenamento do amendoim). Se houver retardo na secagem das vagens 



nessa fase, haverá uma alta probabilidade de contaminação fúngica do amendoim 

(FONSECA, 2006b).

Assim,  os  grãos  em  geral,  como  amendoim,  milho,  sorgo,  e  soja  são 

constantemente expostos, no campo, a uma ampla variedade de microrganismos, 

incluindo fungos, provenientes da poeira, água, plantas doentes, insetos, fertilizantes 

e material orgânico de animais, sendo que seus esporos ou fragmentos de micélio 

darão início à contaminação e desenvolvimento do fungo na planta, particularmente 

em sementes imaturas. A quantidade e os tipos destes microrganismos dependem 

da  resistência  dos  mesmos,  do  tipo  de  solo,  da  presença  de  roedores  e 

especialmente  de  condições  climáticas  presentes  (SILLIKER  e  ELLIOTT,  1980); 

além do estágio de desenvolvimento e maturação do grão (LACEY, 1975).

Em  sementes  de  amendoim  são  frequentemente  detectados  fungos  dos 

gêneros  Aspergillus,  Penicillium,  Rhizopus,  Fusarium;  além  de  Alternaria, 

Nigrospora,  Trichoderma,  Dothiorella e  Pestalotia.  Os  fungos  Aspergillus  spp., 

Penicillium  spp.,  Fusarium  spp.  e  Rhizopus  spp.  são  os  de  maior  incidência, 

causando  decréscimo  de  germinação  e  promovendo  lesões  nas  plântulas, 

desencadeando menor desenvolvimento destas (ROSSETTO et al., 2005).

Dentre os efeitos da invasão fúngica, destacam-se a diminuição do poder de 

germinação,  emboloramento  visível,  descoloração,  odor  desagradável,  perda  de 

matéria  seca,  aquecimento,  cozimento,  mudanças  químicas  e  nutricionais  e 

produção  de micotoxinas  (CHRISTENSEN,  1982).  As  vagens  do amendoim,  por 

serem frutos subterrâneos, estão diretamente expostos à contaminação, a qual pode 

ocorrer também durante a floração da planta (HORN et al., 2000). 

Nakai  et  al.  (2008)  analisaram  a  microbiota  fúngica  em  amostras  de 

amendoim armazenado  (cascas  e  grãos),  provenientes  de  Tupã,  estado de São 

Paulo, Brasil. Os resultados mostraram uma predominância de Fusarium spp. (32,8 

% nas cascas e 25,7 % nos grãos) e de Aspergillus spp. (10,3 % nas cascas e 21,8 

% nos grãos),  e a presença de outros cinco gêneros de fungos filamentosos.  A. 

flavus foi isolado tanto nas cascas (10,3 %) como nos grãos (21,2 %). 

O  experimento  realizado  por  Bhattacharya  e  Raha  (2002)  demonstrou  a 

presença dos gêneros Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Curvularia e Mycelia sterilia. 

Dentre o gênero  Aspergillus,  A. niger (55 %),  A. ruber (45 %) e  A. flavus (40 %) 

foram as espécies mais frequentes.



1.2 Aspergillus flavus

Aspergillus é um gênero composto por  mais de 180 espécies  anamórficas 

aceitas (PITT et al., 2000), com o telemorfismo descrito em nove gêneros diferentes 

(PITT  e  SAMSOM,  2000).  Este  gênero  é  subdividido  em  7  subgêneros  que  é 

posteriormente dividido em seções (KLICH, 2002). Embora o gênero contenha mais 

de 260 espécies já estudadas por vários séculos, sua sistemática ainda está em 

estado  de  fluxo,  sempre  evoluindo  (SAMSON  e  VARGA,  2009).  O  gênero  é 

facilmente identificado pelas características do conidióforo, mas a identificação das 

espécies  e  a  diferenciação  é  complexa,  sendo  tradicionalmente  baseada  nas 

características morfológicas (RODRIGUES et al., 2007). 

Dentre  as  as  características  macromorfológicas  consideradas  estão  a 

coloração conidial e micelial, diâmetro da colônia, coloração do reverso da colônia, 

produção de exudados e pigmentos solúveis, presença de esclerócio e cleistotécio. 

Micromorfológicamente, a caracterização é principalmente dependente da seriação, 

forma  e  tamanho  da  vesícula,  morfologia  do  conídeo  e  do  estipe,  presença  de 

células de Hülle e a morfologia do cleistotécio e dos ascósporos (RODRIGUEZ et al., 

2007).

O  gênero  Aspergillus, primeiramente  descrito  pelo  botânico  Pier  Antonio 

Micheli  (MACKENZIE,  1988),  é  caracterizado  pelo  desenvolvimento  de  colônias 

verdes  a  amarelas-oliva,  tornando-se  acinzentadas  com  a  idade  e  por  produzir 

conídeos em cabeças do tipo “mop-like” (escovão) (PITT e HOCKING, 1997).

Aspergillus  flavus pertence ao Reino  Fungi,  Divisão Ascomycota,  à  classe 

Ascomycetes, à ordem Eurotiales e à família Trichomaceae (KIRK et al., 2008). Seus 

conidióforos surgem a partir de hifas vegetativas septadas. As fiálides podem surgir 

diretamente de uma vesícula globosa (condição unisseriada) ou a partir da métula 

que  envolve  a  superfície  da  vesícula  (condição  bisseriada).  A  cabeça  conidial 

(vesícula, métula, fiálides e cadeias de conídeos) é predominantemente unisseriada 

na  espécie  A.  parasiticus,  enquanto  que  em  A.  flavus é  variável  (KOKALIS-

BURELLE  et  al.,  1997).  Em  sua  fase  teleomórfica,  A.  flavus é  denominado 

Petromyces flavus (HORN et al., 2009a) pela formação de múltiplos ascocarpos não 

estiolados dentro da matriz pseudoparenquimatosa do estroma (MALLOCH e CAIN, 

1972; HORN et al., 2009b).



A.  flavus é  freqüentemente  detectado  em sementes  de  amendoins  e  sua 

grande importância deve-se à sua capacidade de produzir micotoxinas, sendo as 

mais  abundantes  conhecidas  como  aflatoxinas.  Pertence  também  ao  gênero 

Aspergillus seção  Flavi, outras espécies produtoras de micotoxinas,  tais como  A. 

parasiticus e A. nomius, bem como os chamados bolores de Koji, que inclui A. oryze 

e  A.  sojae,  ambos  reconhecidos  como  seguros  pela  “U.S.  Food  and  Drugs 

Administration” (TAILOR et al., 1979) na utilização pela indústria para produção de 

sakê, miso e molho de soja por apresentar um histórico seguro de não-produção de 

toxinas (BARSBESGAARD et al., 1992).

A.  flavus se desenvolve  muito  bem em substratos  oleaginosos,  tais  como 

amendoim que é rico em lipídeos,  onde pode aumentar  o  nível  de produção de 

micotoxinas. Se o amendoim for plantado em solos ricos em zinco, a produção de 

aflatoxinas  por  isolados  presentes  nesse  solo  também  é  favorecida  (LACEY e 

MAGAN, 1991).

Fatores como umidade relativa do ar entre 80 e 90 % e temperatura acima de 

25 ºC,  permitem um ótimo desenvolvimento  de  A.  flavus,  caracterizando-o como 

contaminante típico de armazenamento. Essas condições abióticas são comuns em 

países tropicais, o que favorece a contaminação de grãos no Brasil.

De acordo com Moss (1991) a atividade de água (Aa) mínima para A. flavus 

se  desenvolver  é  de  0,78  com  teor  de  umidade  mínima  de  16  %,  condições, 

segundo Puzzi (1986), geralmente encontradas no amendoim. Além disso, durante o 

armazenamento,  a escassez de atmosfera rica em CO2 e pobre em O2  facilita o 

crescimento de bolores.

Pitt e Miscamble (1994), avaliando o crescimento de A. flavus em diferentes 

atividades de água (0,75 a 0,96) e temperaturas (25, 30 e 37 °C), constataram que 

os valores mínimos para o crescimento do fungo eram 0,82 a 25 °C, 0.81 a 30 °C e 

0,80  a 37  °C.  Por  sua vez,   FARAJ et  al.  (1991)  demonstraram altos  níveis  de 

aflatoxinas em cepas  A. flavus cultivadas a 30 °C em substrato com Aa de 0,95 a 

0.98.

Apesar da maior frequência de  A. parasitus  no solo,  comparativame ao  A. 

flavus (HORN  et  al.,  1994),  este  último  parece  ser  dominante  no  cultivo  do 

amendoim, sugerindo maior agressividade da espécie (PITT et al., 1991; HORN et 

al.,  1994).  Outros  estudos  demonstram  que  o  isolamento  de  A.  parasiticus em 



sementes de amendoim é de apenas 10-12 % entre as duas espécies (HILL et al., 

1983; BLANKENSHIP et al., 1984).

1.3Micotoxinas

O termo micotoxina é originado da palavra grega “mykes”, que significa fungo; 

e  do  latim  “toxicum”,  que  significa  veneno  ou  toxina  (BULLERMAN,  1979; 

GOLDBLATT, 1972).

O estudo das micotoxinas ganhou maior atenção a partir da descoberta das 

aflatoxinas na Inglaterra, em 1960. Hoje, sabe-se que diversos tipos de substratos, 

como o milho, amendoim, sorgo, caroço de algodão e nozes, em geral, são os mais 

freqüentemente acometidos (STOLOFF, 1976), condenando várias culturas, tanto na 

pré  como  na  pós-colheita  (STEINHART,  1996;  COUNCIL  FOR AGRICULTURAL 

SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2003).

A  produção  de  micotoxinas  depende  de uma série  de  fatores  incluindo a 

susceptibilidade do substrato à colonização do fungo produtor; fatores físicos como 

temperatura do ambiente, umidade do substrato, umidade relativa do ar durante o 

armazenamento,  aeração,  danos mecânicos  e tempo de armazenamento;  fatores 

biológicos como capacidade genética do fungo em produzir micotoxinas, quantidade 

de esporos viáveis, interação de diferentes fungos existentes no mesmo substrato, 

interação de micotoxinas e presença de insetos (CIEGLER, 1978).

As micotoxinas são metabólitos secundários, produzidos no final da fase de 

crescimento  exponencial,  dependendo  do acúmulo  de  precursores  originados  do 

metabolismo primário, como acetatos, piruvatos e aminoácidos (STEYN, 1977).

Vários  relatos  colocam as  micotoxinas  como responsáveis  por  surtos  que 

ocorreram em várias fases da história. As micotoxicoses foram confundidas diversas 

vezes com pragas, envenenamentos e eplepsias. Há indícios de micotoxicose nas 

10  pragas  do Egito,  quando tumores  e  úlceras  dizimaram os rebanhos  do povo 

egípicio (SABINO, 2004). O episódio conhecido como “Fogo de Santo Antônio”, em 

1850, foi relacionado com a ingestão de centeio contaminado pelo fungo Claviceps 

purpurea,  produtor  da  toxina  ergot  (SANTURIO,  2000).  Há relatos  no  Japão  de 

mortes  associadas  à  ingestão  de  arroz  contaminado  com  fungo  do  gênero 

Penicillium (SAITO et al., 1971) e na Rússia de ulcerações necróticas na mucosa 



oral  e  lábios  causadas  pelo  fungo  Fusarium  sporotrichoides  (CAMPBELL  e 

STOLOFF, 1974).

Estas  micotoxinas  mantêm  sua  atividade  biológica  por  um  longo  período, 

podendo causar as micotoxicoses (JAY, 1994); e quando associadas aos alimentos 

e  ração  animal  são  ingeridas,  causando  graves  efeitos  sobre  a  saúde animal  e 

humana  (SANTURIO,  2000);  acarretando  efeitos  tóxicos  agudos  ou  crônicos, 

dependendo do sistema teste,  dosagem e freqüência da exposição (JAY,  1994). 

Segundo Miller (1994), a exposição crônica às micotoxinas através da dieta, ou seja, 

a  ingestão  de  pequenas  doses  por  um  longo  período,  apresenta  efeitos  mais 

significativos  que as  exposições  agudas,  sendo diretos  e  substanciais  na  saúde 

humana. As micotoxinas tem 100 vezes mais potencial carcinogênico relativo do que 

outras categorias de substâncias da dieta, como pesticidas, aditivos ou codimentos 

(MILLER, 1994).

A relação das micotoxinas com outros organismos pode variar desde a inibição 

do crescimento do organismo não produtor da micotoxina até a inibição, remoção ou 

degradação da micotoxina pelo organismo não produtor (TANIWAKI e SILVA, 2001). 

Há  muitas  micotoxinas  com  a  capacidade  de  alterar  o  sistema  de  defesa  do 

hospedeiro, e pela atividade imunodepressiva, estas micotoxinas ajudam o fungo a 

invadir o tecido do hospedeiro pelos fatores de virulência (KAMEI e WATANABE, 

2005). Entre as micotoxinas produzidas por Aspergillus spp., estão por exemplo, as 

aflatoxinas que inibem a função dos macrófagos (LIOI et al., 2004) e as ocratoxinas 

que são conhecidas por serem citotóxicas aos linfócitos (LIOI et al., 2004) e inibir as 

funções  dos  linfócitos,  monócitos  e  granulócitos  (MULLER  et  al.,  2004),  dentre 

outras  como  gliotoxina  e  fumagilina,  também  consideradas  imunodepressivas 

(KAMEI e WATANABE, 2005).

Como característica geral, as micotoxinas são produzidas lentamente, atingindo 

níveis detectáveis após um longo período de cultivo do fungo, o que significa que o 

tempo de liberação para o meio de cultura é tempo-dependente. Esta produção lenta 

significa  que  as  micotoxinas  não  parecem  ser  fatores  de  virulência  (KAMEI  e 

WATANABE, 2005).

Dentro de uma mesma espécie, pode haver cepas produtoras de micotoxinas e 

cepas não produtoras (ROSSETO et al.,  2005). A falta de sinais da presença do 

fungo não pode ser interpretada como ausência de micotoxinas no alimento, já que 



essa pode permanecer no alimento mesmo após o fungo produtor ter sido eliminado 

(TANIWAKI e SILVA, 2001).

Tanto  o  homem  quanto  os  animais  podem  apresentar  diferenças  na 

susceptibilidade às micotoxinas inerentes de fatores como genética (espécie, raça, 

linhagem),  fisiológicos  (idade,  nutrição,  condição  imunológica)  e  ambientais 

(climáticas e de manejo) (SMITH e ROSS, 1991).

Na  maioria  das  vezes,  as  micotoxinas  provocam  síndromes  leves  que  são 

facilmente  confundidas  com  outras  doenças.  Nas  micotoxicoses  crônicas, 

geralmente  estão  presentes  alguns  sinais  clínicos  como  a  diminuição  do 

desempenho produtivo dos animais (tais como ingestão de alimentos e ganho de 

peso) e a diminuição da fertilidade (DILKIN e MALLMANN, 2004).

As  micotoxinas  são  compostos  de  difícil  detecção,  sendo  o  diagnóstico 

fundamentado na detecção e quantificação da toxina no alimento, nas alterações 

clínicas e patológicas, na constatação de resíduos do metabolismo das micotoxinas 

nos tecidos afetados e nas evidências epidemiológicas (WILSON et al., 1981).

Existem centenas de micotoxinas detectadas produzidas por pelo menos 350 

espécies  de  fungos  (SABINO,  2004),  porém,  as  mais  estudadas  e  comumente 

encontradas  em  alimentos  são  as  de  3  grandes  grupos:  1-  aflatoxinas  e  ácido 

ciclopiazônico,  produzidas  principalmente,  por  Aspergillus  spp.;  2-  fusariotoxinas, 

representadas  pela  zearalenona,  fumonisinas,  moniliforminas  e  tricotecenos, 

produzidas por Fusarium spp.; 3-  ocratoxinas, produzidas por Aspergillus alutaceus 

(A. ochraceus) e várias espécies do gênero Penicillium (CLEVSTROM, 1986). 

1.4Aflatoxinas

O primeiro relato sobre aflatoxina foi realizado por Stevens et al. (1960), que 

descreveram  a  morte  de  aproximadamente  100.000  perus  na  Inglaterra, 

apresentando sintomas típicos de ingurgitamento e congestão renal com hemorragia 

ou necrose do fígado. O episódio foi atribuído a uma nova doença, denominada por 

Blount (1961) de “Turkey X Disease”. Verificou-se que o fator comum em todos os 

surtos  era  a  ingestão  de  rações  contendo  farelo  de  amendoim  de  procedência 

brasileira (BLOUNT, 1961;  ASPLIN  e CARNAGHAN, 1961). Sargeant et al. (1961) 



isolaram  o  fungo  A.  flavus,  confirmando-o  como  responsável  pela  produção  da 

toxina que causou as mortes. A toxina recebeu então o nome de aflatoxina.

As aflatoxinas, aparentemente, não são essenciais para o crescimento dos 

fungos (EHRLICH et al., 2005), porém, existem algumas propostas para a função 

das mesmas, a saber: proverem uma maneira de remover o excesso de carbono, 

quando  o  fungo  está  crescendo  em  um  ambiente  rico  em  fonte  de  carbono 

(BU’LOCK, 1965); agirem como sinal químico entre as espécies (LILLEHOJ, 1991); 

estarem  envolvidas  em  processos  de  desenvolvimento  fúngico  (COTTY,  1988; 

KALE,  1996)  e,  finalmente,  o  fato  de  protegerem  o  fungo  produtor  contra  a 

microbiota do solo e da competição por insetos (MATSUMURA e KNIGHT, 1967; 

DOWD, 1992). 

As aflatoxinas não são fitopatogênicas (McLEAN et al., 1995; HASAN, 2001) e 

acredita-se que elas  não sejam fatores de virulência de plantas,  pois cepas não 

aflatoxigênicas  são igualmente capazes de invadir  culturas susceptíveis  (COTTY, 

1989).

As  aflatoxinas  são  metabólitos  extremamente  tóxicos  para  humanos  e 

animais.  Sua  estrutura  policíclica  deriva  de  um núcleo  cumarínico  (OGA,  1996), 

ligado a um sistema reativo bifurânico de um lado,  e do outro a uma pentanona 

(característica da série B) ou uma lactona de seis membros (característica da série 

G). Atualmente se conhecem 18 compostos denominados aflatoxinas sendo as mais 

comuns as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, conforme a fluorescência que emitem quando 

expostos  à luz ultravioleta  (B= Blue e G= Green)  (Figura A.1)  (HARTLEY  et  al., 

1963;  NESBITT, 1962;  SHARMA, 1991). Outras aflatoxinas, como M1, M2, P1, Q1 e 

aflatoxicol, ocorrem como produtos do metabolismo fúngico ou da biotransformação 

hepática (DIENER et al.,  1987; SMITH e ROSS, 1991; YANNIKOURIS e JUANY, 

2002)  (Figura  A.2).  Pelo  menos  23  reações  enzimáticas  estão  envolvidas  na 

formação  da  aflatoxina.  Não  menos  que  15  intermediários  da  aflatoxina 

estruturalmente definidos foram identificados na via biosintética da aflatoxina (GUO 

et al., 2008). 

Todas as aflatoxinas têm efeito carcinogênico (LEGATOR, 1966), sendo que 

a aflatoxina B1 (AFB1) é considerada a mais tóxica do grupo, seguida das aflatoxinas 

G1,  B2 e  G2 (BENNET  e  FRENHOLZ,  1978;  SHARMA e  SALUNKE,  1991; 

ZERINGUE et  al.,  1993),  sendo  também  a  mais  comumente  encontrada  nos 

alimentos contaminados por aflatoxinas. A aflatoxina B1 é uma das substâncias mais 



tóxicas de ocorrência natural registradas até hoje. As aflatoxinas foram classificadas 

na classe 1 dos carcinógenos humanos pela International Agency for Research on 

Cancer (IARC, 1993).

Na verdade a AFB1 é um pró-carcinógeno que requer ativação para exercer 

suas ações citotóxicas e genotóxicas (HSIEH e ATKINSON, 2001). A propriedade 

tóxica da AFB1 manifesta-se após a conversão hepática  da AFB1 pelas  enzimas 

microssomais  do  sistema  citocromo  P  450  na forma  ativa  AFB1-epóxido,  o  qual 

reage com proteínas e ácidos nucléicos (OLIVEIRA, 2004) (Figura A.2). Ligações 

covalentes  da  aflatoxina  resultam no decréscimo da síntese de DNA e  RNA no 

fígado. A inibição da síntese de proteína não é tão rápida ou extensa como as dos 

ácidos nucléicos,  ocorre  uma desagregação polissomal  paralelamente  e é o que 

parece  representar  o  modo  de  inibição  da  síntese  de  proteína  (ROEBUCK  e 

MAXUITENKO,  1994).  As  aflatoxinas  podem  causar  danos  como  hemorragia, 

edemas,  imunossupressão  e  carcinoma  hepático  (SMITH  e  ROSS,  1991).  A 

formação de aductos ocorre através da ligação epóxido-guanina na posição 7 do 

nitrogênio  do  gene  p53,  gene  supressor  de  tumor,  no  códon  249.  Existe  a 

possibilidade dos aductos serem retirados metabolicamente, originando um ponto de 

mutação  no  DNA  pela  transversão  de  GC  para  TA  (AGUILAR  et  al.,  1993).  A 

inativação  do gene supressor  de tumor  p53 leva  ao  desenvolvimento  do câncer 

primário de fígado (BRESSEC et al., 1991).

Dentre  as  características  das  aflatoxinas,  podemos  citar  o  baixo  peso 

molecular,  baixa  solubilidade  em  água  (o  que  acarreta  na  difícil  eliminação  do 

organismo),  alta  solubilidade  em  solventes  moderadamente  polares  (clorofórmio, 

metanol  e  dimetilsulfóxido).  São  sensíveis  à  luz,  principalmente  à  ultravioleta  e, 

quando secas, são estáveis em temperaturas muito elevadas. O ponto de fusão das 

aflatoxinas é de 269 °C e são destruídas por autoclavagem na presença de amônia 

e em tratamento com hipoclorito (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1979).

As aflatoxinas podem ser detectadas através de métodos analíticos, como a 

Cromatografia  Líquida  de  Alta  Eficiência  (CLAE),  a  Cromatografia  em  Camada 

Delgada  (CCD),  a  Cromatografia  Gasosa  (CG)  e  ELISA  (SCOTT,  1990).  Assim, 

concentrações em ppm podem ser facilmente detectadas em países de clima quente 

e  úmido,  em  regiões  tropicais  e  subtropicais  no  mundo,  embora  possam  ser 

controladas com métodos adequados de secagem e conservação dos grãos (BHAT 



et al., 1996), pois A. flavus necessita de uma atividade de água mínima de 0,78 para 

se desenvolver e produzir micotoxinas.

Açúcares simples como glicose, sacarose e maltose promovem a formação 

de aflatoxina, enquanto peptona, sorbose ou lactose não promovem sua formação. 

Fontes  de nitrogênio  afetam a  formação de aflatoxinas  de diversas  formas  e os 

níveis de produção são diferentes quando Aspergillus spp. está em meio com nitrato 

ou em meio com nitrito (GUO et al., 2008).

Mesmo antes da Era Cristã, os alimentos já eram submetidos a legislações e 

inspeções. Essas legislações foram evoluindo até o início do século XX, quando se 

adotou-se uma legislação oficial, com o propósito de controlar a qualidade e proteger 

o consumidor,  sendo incluído então,  regulamentos  para contaminantes (SABINO, 

2004). No Brasil, o Ministério da Saúde através da Resolução RDC 274, ANVISA, 

15/10/02 (BRASIL, 2002) e o Ministério da Agricultura com a Portaria MAARA nº183, 

21/03/96 estabeleceram o limite  de 20 µg/kg para aflatoxinas B1 + B2 + G1 + G2 

(BRASIL, 1996).

Diversos trabalhos tem sido desenvolvidos visando o estudo da ocorrência de 

aflatoxinas em amendoim, como por exemplo, o trabalho de Caldas et al. (2002) que 

estudaram  a  ocorrência  de  aflatoxinas  em  diversos  alimentos,  inclusive  226 

amostras de amendoim e derivados.  Os resultados demonstraram que 72 destas 

amostras encontraram-se positivas, sendo que 97 % estavam contaminadas com 

AFB1 e 96,7 % com AFB2. 

Trabalho realizado por Gonçalez et  al.  (2006),  analisando 21 cepas de  A. 

flavus isoladas do amendoiam no campo, demonstrou que 85,7 % das cepas foram 

produtoras de aflatoxinas. As concentrações variaram de 18.560 µg/kg a 8,0 µg/kg 

(AFB1) e de 260 µg/kg a 1,0 µg/kg, (AFB2). Da mesma maneira, Almeida et al. (2005) 

verificaram a produção de aflatoxinas por 92,9 % dos isolados, em concentrações de 

10,5 a 482,6 µg/kg (AFB1) e 2,9 a 132,5 µg/kg (AFB2).

1.5Esclerócios

Esclerócios são estruturas de resistência produzidas por algumas espécies 

fúngicas,  incluindo  A.  flavus, que visam suportar  condições  ambientais  adversas 



(WICKLOW  et  al.,  1984).  Geralmente  apresentam-se  ovaladas  a  globosas,  de 

coloração escura, rígidas e composta por uma massa compacta de hifas inativas 

com material de reserva que se mantém dormente até que uma condição favorável 

favoreça o crescimento micelial (WICKLOW, 1983).

Acredita-se  que  os  esclerócios  possam  servir  como  fonte  de  inoculação 

primária através da germinação miceliogênica em algumas culturas (WICKLOW e 

DONAHUE, 1984). Em seu estudo, Horn et al. (1994) reportaram pela primeira vez a 

ocorrência  de esclerócios  de  Aspergillus seção  Flavi em amendoim  pré-colheita, 

sendo  que  os  esclerócios  que  cobriam  o  amendoim  estavam  relacionados  com 

danos causados por insetos. A infecção por A. flavus pode ser explicada pela perda 

na produção de fitoalexinas durante a fase de seca do grão junto com a falta do fator 

resistência adicional presente nos grãos maduros (DORNER et al., 1989).

Quanto à produção de esclerócios, as cepas de Aspergillus flavus, podem ser 

divididas  em  dois  grupos:  cepas  S,  produtoras  de  numerosos  e  pequenos 

esclerócios  (diâmetro  <  400  µm)  e  altos  níveis  de  aflatoxinas;  e  as  cepas  L, 

produtoras poucos e grandes esclerócios (diâmetro > 400 µm) e baixos níveis de 

aflatoxina  (SAITO  et  al.,  1986;  COTTY,  1989).  Os  isolados  do  tipo  S  são 

subdivididos em SB, produtores apenas de  aflatoxinas to tipo B, ou em SBG, isolados 

atípicos que produzem aflatoxinas  do tipo B e G (SAITO et  al.,  1989;  COTTY e 

CARDWELL,  1999).  É  importante  lembrar  que  o  fenótipo  esclerocial  S  não  é 

necessariamente previsível com respeito à produção de aflatoxinas (GEISER et al., 

2000). 

Estudo  desenvolvido  por  Cardwell  e  Cotty  (2002)  na  América  do  Norte, 

demonstrou que cepas S são freqüentemente encontradas em regiões com altas 

temperaturas e baixo índice pluviométrico. Os autores postularam que a produção 

de pequenos esclerócios pelas cepas S pode ser um mecanismo de sobrevivência 

para um organismo adaptado à flutuações climáticas.

1.6Variabilidade genética 

O interesse por fungos de interesse médico e a necessidade de identificá-los 

até  o  nível  de  espécie  e  discriminá-los  individualmente  dentro  de  uma  mesma 



espécie  têm estimulado  o  desenvolvimento  de  métodos  de tipagem da variação 

encontrada no DNA fúngico. Prestando atenção nos atributos do ciclo de vida, como 

o  modo  de  reprodução  e  a  diferenciação  ou  isolamento  genético,  micologistas 

podem dizer quais os grupos intraespecíficos a serem identificados e determinar o 

número e tipo de marcadores necessários para isso (TAYLOR et al., 1999).

Sem  um  conhecimento  adequado,  os  estudos  de  tipagem  de  cepas 

geralmente assumem que o fungo é assexuado, tem reprodução clonal e não está 

subdividido em populações geneticamente isoladas (TAYLOR et al., 1999).

Inicialmente, a maioria das aplicações sobre a variação do DNA fúngico para 

o estudo da evolução se dava diretamente acima do nível de espécie (BOWMAN et 

al., 1996; TAYLOR et al., 1999).  O interesse em distinguir cada indivíduo de uma 

espécie está nos levando à direção da identificação de cada genótipo utilizando 

apenas uma técnica molecular (TAYLOR et al., 1999). Em outras palavras, com um 

pouco mais de esforço, o estudo da tipagem de cepas poderia revelar características 

básicas da história da vida dos fungos, cuja informação teria um grande impacto 

para a pesquisa que visa o controle de fungos potencialmente toxigênicos.

A técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism) foi a primeira 

técnica de marcadores de DNA utilizada para o estudo da biologia evolucionária de 

fungos. Essa técnica avalia a variação na seqüência de DNA do genoma pelo uso de 

endonucleases de restrição que geram curtos fragmentos de seqüência de DNA. 

Alterações na seqüência de reconhecimento impedem a ação da endonuclease ou 

altera o padrão do tamanho do fragmento formado.  

Outra  técnica  utilizada  para  a  mesma  finalidade  é  a  técnica  de  RAPD 

(Randomly amplified polymorphc DNA). É uma técnica similar ao RFLP no que diz 

respeito à análise de variações em pequenas regiões na seqüência de DNA, porém 

ao invés do foco estar  nas seqüências de reconhecimento de endonucleases de 

restrição, é focada na região de ligação de iniciadores de PCR (Polymerase Chain 

Reaction)  (WILLIAN  et  al.,  1990).  A  substituição  de  nucleotídeos  na  região  de 

ligação dos iniciadores pode impedir a ligação dos iniciadores e, conseqüentemente, 

a  amplificação  da  seqüência  de  DNA  pela  PCR.  O  RAPD  utiliza  um  pequeno 

iniciador de PCR (cerca de 10 pb) e uma baixa temperatura de ligação para gerar 

muitos fragmentos em uma única amplificação. A análise por RAPD é uma técnica 

simples e freqüentemente detecta variação entre isolados que não se mostravam 



variantes com a análise de RFLP, e por isso se tornou muito popular (TAYLOR et al., 

1999).

Do  mesmo  modo,  a  técnica  de  AFLP  (Amplified  Fragment  Length 

Polymorfism) é uma técnica cuja  análise do polimorfismo depende da diferença nos 

sítios das endonucleases de restrição, assim como acontece no RFLP. Entretanto, o 

AFLP requer a criação de uma biblioteca dos fragmentos de restrição gerados e 

amplificados por  PCR, representando o genoma completo do fungo.  Um número 

maior de fragmentos é gerado na reação de AFLP do que do que aquele gerado por 

RFLP e ocorre uma maior reprodutibilidade comparada com a técnica RAPD (VOS 

et al., 1995).  

A técnica de AFLP pode produzir um complexo perfil de marcadores sem a 

necessidade  de  prévia  clonagem  ou  obtenção  de  dados  de  seqüenciamento,  e 

permite a geração de um grande número de marcadores dependendo do tamanho 

do genoma e dos iniciadores selecionados, muito mais rápido do que é possível nas 

técnicas de RAPD ou RFLP (BARROS et al., 2007). 

AFLP permite  a  verificação  de um grande número  de  polimorfismos,  com 

pequenas variações no protocolo, e por isso é extremamente útil para a descoberta 

de seqüências de marcadores específicos (SCHIMIDT et al.,  2003; HYNES et al., 

2006).  O  grande  número  de  marcadores  gerados  por  AFLP permite  uma  maior 

robustez na análise estatística e, a utilidade, reprodutibilidade e eficiência do AFLP 

faz  da  técnica  uma  importante  ferramenta  molecular,  o  que  levou  à  sua  ampla 

aplicação  para  análise  populacional  de  fungos  (BROWN,  1996;  BARROS  et  al., 

2007),  pois,  uma vez os dados de tipagem da cepas nas mãos, eles podem ser 

usados para a análise da diversidade genotípica entre os isolados fúngicos.

Recentemente a técnica de AFLP tem sido aplicada para a verificação da 

variabilidade  genética  entre  populações  dos  três  maiores  gêneros  toxigênicos, 

Fusarium  (ABD- ELSALAM et al.,  2003; ZELER et al.,  2004; SCHEMALE et al., 

2006),  Aspergillus (ABD- ELSALAM et al., 2003; SCHIDMIT et al., 2004; PERRONE 

et al., 2006) e Penicillium (CASTELLA et al., 2002; FRISVAD et al., 2005). 

Serra et al. (2006), Perrone et al. (2006) e Esteban et al. (2008) utilizaram a 

técnica de AFLP para determinar a diversidade genética de espécies pertencentes à 

Aspergillus seção  Nigri  obtidos  de  uvas  e  solo  de  plantio,  sugerindo  em  seus 

trabalhos a real possibilidade do uso de AFLP como marcador de população/origem. 



Montiel et al. (2003) e Barros et al. (2007) utilizaram AFLP para estudar a relação 

genética entre isolados de Aspergillus seção Flavi isolados de amendoim. 

Outros trabalhos que objetivaram estudar a diversidade genética de isolados 

de uma mesma espécie fúngica aprovam a técnica de AFLP por obter resultados 

satisfatórios  e  reprodutíveis,  dentre  eles  podemos  citar  o  estudo  da  diversidade 

genética de isolados de  Sporothrix schenkii  (NEYRA et  al.,  2005) e de Bouveria 

bassiana (KU et al., 2006).

É importante considerar cuidadosamente as funções dos diferentes tipos de 

caracteres  no  delineamento  dos  limites  entre  as  espécies.  Caracteres  como 

seqüências de DNA variáveis nos dá o melhor meio de inferência da relação entre 

os organismos,  simplesmente porque é possível  amostrar  um grande número de 

caracteres variáveis, e na maioria das vezes, estes caracteres variam porque eles 

estão sobre pequena ou muito fraca seleção (GAISER et al., 2007). Portanto, para 

delimitar uma espécie ou fazer análises populacionais, um estudo polifásico deve ser 

considerado como ‘padrão ouro’,  usando a combinação de dados de seqüências 

multilocus,  dados  morfológicos,  características  fisiológicas  e  dados  ecológicos 

(SANSON e VARGA, 2009).



4 CONCLUSÕES  



Nas condições da realização deste experimento, e dentro dos objetivos 

propostos, pode-se concluiur que:

• Do  total  de  cepas  de  Aspergillus  flavus  analisadas,  91,7,% foram 

aflatoxigênicas, produtoras de aflatoxinas B1 e B2;

• Na região de Tupã foi isolado o maior número de cepas de  A. flavus 

produtoras de AFB1 e AFB2 (40,99 % do total de cepas produtoras), e na 

região de Jaboticabal o menor número de cepas aflatoxigênicas (18,02 

% do total de cepas produtoras); 

• A região  de  Cafelândia  teve  a  maior  porcentagem relativa  de  cepas 

aflatoxigênicas (96 %), enquanto a região de Jaboticabal teve a menor 

(78,4 %);

• Os  maiores  níveis  de  AFB1 foram  constatados  nos  isolados  do 

amendoim procedentes de Cafelândia (28696,39 µg/Kg); 

• Pesquisa de esclerócio em 242 isolados de A. flavus revelou que 83,9% 

delas foram produtoras e classificadas como pertencentes ao tipo S;

• O elevados percentuais de cepas aflatoxigênicas (91,7 %) e de cepas 

produtoras  de  esclerócios  (83,9  %)  demonstram  correlação  entre  a 

presença da estrutura e a produção de aflatoxinas; 

• Não houve correlação entre os haplótipos produzidos pela técnica de 

AFLP com os níveis de aflatoxinas, produção de esclerócios, região de 

estudo e parte do amendoim de onde a cepa foi isolada;



• Da mesma forma, não houve correlação entre os grupos formados na 

tipologia com os níveis de aflatoxinas, produção de esclerócios, região 

de estudo e parte do amendoim de onde a cepa foi isolada;

• Os níveis de similaridade e distância genética encontrados variaram de 

59 % (D= 0,41) a 100 % (D=0) com relação a cepa de A. flavus padrão, 

porém,  não houve correlação do grau de similaridade com os outros 

fatores estudados;

• Os  níveis  de  similaridade  entre  os  grupos  variaram  de  37  %  entre 

isolados do grupo G12 e G2 a 90 %  entre isolados do G3 e G4; 

• Os dados obtidos nesse trabalho sugerem que os isolados de A. flavus, 

independente das diferentes regiões estudadas, sofreram variabilidade 

genética  acentuada,  devido  ao  grande  número  de  polimorfismos 

detectados e à ausência de agrupamentos específicos no dendograma;

• Neste trabalho, o AFLP foi capaz de detectar diferenças intraespecíficas 

e interespecíficas nos padrões de fragmentos gerados entre os isolados 

de A. flavus estudados e a cepa de A. parasiticus padrão (formação do 

“outgroup”);

• O AFLP não detectou marcadores origem geográfica-específicos.
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