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RESUMO 

Oliveira TD. Biocontrole para fungos e micotoxinas em milho no campo [Dissertação]. São 

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Os grãos de milho são expostos, no campo e no armazenamento, à ação de fatores físicos, químicos e 

biológicos, que interagem entre si, favorecendo a contaminação fúngica, principalmente pelos gêneros 

Aspergillus, Fusarium e Penicilllium, considerados os mais importantes do ponto de vista toxigênico. O 

presente trabalho teve como principal objetivo investigar a eficácia do agente de biocontrole Afla-

guard® no controle de fungos e de micotoxinas em grãos de milho, no campo, em diferentes estágios 

de maturidade da planta cultivada no município de Cássia dos Coqueiros, Estado de São Paulo. Visou, 

também, como objetivos adicionais, a determinação da atividade de água das amostras de milho, a 

pesquisa de fungos do ar, do solo e do milho, e a influência dos fatores climatológicos (temperatura e 

precipitação pluvial), no crescimento fúngico e na produção de micotoxinas. A micobiota do milho foi 

determinada pela técnica da semeadura direta utilizando meio de Ágar Dicloran Rosa Bengala 

Cloranfenicol (DRBC) e a determinação de micotoxinas por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. 

A identificação dos fungos foi realizada utilizando metodologia clássica (morfológica) e molecular 

(sequenciamento do DNA ribossomal). Nas amostras de milho, constatou-se a predominância de 

Fusarium verticillioides, em todas as coletas. Entretanto, a presença de Aspergillus flavus foi detectada, 

nas áreas tratadas com produto, a partir da 4ª coleta. No ar atmosférico, os fungos mais frequentes foram: 

Cladosporium spp., Trichoderma spp. e Fusarium solani. A. flavus foi isolado, principalmente, na 3ª 

coleta, do tratamento. No solo, os gêneros Penicillium, Trichoderma e Rhizopus foram os mais isolados 

em todas as coletas. A. flavus foi isolado a partir da 3ª coleta, somente nas áreas tratadas. Das amostras 

analisadas, a presença de fumonisinas foi detectada em 33,3 % das amostras tratadas com o agente de 

biocontrole e em 66,6% das amostras do grupo controle (não tratadas). Em relação às aflatoxinas, a 

presença da toxina foi detectada em apenas 2 amostras (1 tratamento e 1 controle) na 4ª coleta. Quanto 

à análise do potencial aflatoxigênico determinado, encontramos em 4 dos 13 isolados de A. flavus, 

aflatoxinas B1 e B2. Os demais isolados não foram potencialmente produtores, podendo ser, portanto, 

oriundos do Afla-guard®. Já em relação à temperatura, 26 °C foi a média encontrada e 6,3 mm foi a 

média detectada em relação à precipitação pluvial. Embora não tenha apresentado resultados 

estatisticamente significativos, o emprego do agente de biocontrole foi relevante no que diz respeito a 

diminuição da contaminação por Fusarium verticillioides e fumonisinas. Entretanto, outros estudos são 

necessários para uma melhor avaliação do produto. 

 

Palavras-chave: Contaminação de alimentos, agente de controle biológico, Zea mays, Aspergillus 

flavus, micotoxinas. 



 
 

ABSTRACT 

 

Oliveira TD. Biocontrol for fungi and mycotoxins in maize in field [Dissertation]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2016. 

 

Maize grains are exposed, in the field and in storage, the action of physical, chemical and biological 

agents that interact with each other, encouraging fungal contamination, mainly by Aspergillus, Fusarium 

and Penicillium, considered the most important from the point of view toxigenic. This study aimed to 

investigate the effectiveness of Afla-guard® biocontrol agent in control of fungi and mycotoxins in corn 

grain in the field, at different stages of maturity of the plant cultivated in the city of Cassia dos Coqueiros, 

state São Paulo. Aimed also as additional objectives, determining the water activity of the maize 

samples, the research air fungi, soil and maize, and the influence of climatic factors (temperature and 

rainfall) in fungal growth and mycotoxin production. The mycobiota maize was determined by the 

technique of direct seeding using means of Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC) and 

the determination of mycotoxins by high-performance liquid chromatography. The identification of 

fungi was carried out using classical methods (morphological) and molecular (sequencing of ribosomal 

DNA). In samples of maize, there was a predominance of Fusarium verticillioides in all samplings. 

However, the presence of Aspergillus flavus was detected in the areas treated with product samplings 

from the 4th. In atmospheric air, the most common molds were Cladosporium spp, Trichoderma spp.. 

Fusarium solani and. A. flavus was isolated mainly in 3rd samplings, treatment. On the ground, 

Penicillium, Trichoderma and Rhizopus were the most isolated in all samples. A. flavus was isolated 

from the 3rd collects only in the treated areas. Of the samples tested, the presence of fumonisin was 

detected in 33.3% of the samples treated with the biocontrol agent and 66.6% of the control group 

samples (untreated). Regarding the aflatoxins, the presence of the toxin was detected in just 2 samples 

(1 treatment and 1 control) in 4th collect. The analysis of the potential aflatoxigenic, found in 4 of 13 

isolates of A. flavus, aflatoxins B1 and B2. The remaining isolates were not potentially producers and 

can therefore be derived from the Afla-guard®. Regarding the temperature 26 ° C was found to average 

6.3 mm and the average was detected in relation to rainfall. Although not shown statistically significant 

results, the use of biocontrol agent is relevant as regards the reduction of contamination by Fusarium 

verticillioides and fumonisins. However, other studies are needed to better evaluate the product. 

 

Keywords: Food contamination, biological control agent, fungi, Zea mays, Aspergillus flavus, 

mycotoxins. 
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1.1.  Milho 

 

O milho é uma monocotiledônea pertencente à família Poaceae, gênero Zea, espécie Zea 

mays L (Fancelli, 1983; Watson e Ramstad, 1987).  

Essa planta é originária da mesoamérica, um dos mais importantes centros de domesticação 

de vegetais. A região compreende do Tampico, no Golfo do México, até a parte meridional de 

Sinaloa, no Pacífico, limitada ao sul com Honduras e Nicarágua (Machado e Magnavaca, 1991). 

O peso individual do grão varia, em média, de 250 a 300 mg e sua composição média em 

base seca é 72% amido, 9,5% de proteínas, 9% de fibra e 4% óleo (Paes, 2006). Esta 

constituição faz com que este cereal seja utilizado no preparo de produtos alimentícios 

diversificados, sendo relevante fator sócio econômico para muitas regiões do mundo (Nogueira-

Júnior et al., 1987).  

Apresenta-se como um produto de relevante importância econômica, sendo utilizado na 

alimentação humana e animal e até na indústria de alta tecnologia, na produção de biofilmes e 

embalagens biodegradáveis. A produção mundial de milho destinada à alimentação animal é de 

cerca de 70% a 85%, em países desenvolvidos. Em termos gerais, apenas 15% de toda a 

produção mundial destina-se ao consumo humano, de forma direta ou indireta (Paes, 2006). 

 

 

                                                         FONTE: Paes, 2006. 

Figura 1 – Anatomia do grão de milho e sua composição. 
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A cultura do milho pode ser considerada uma das mais importantes no cenário agrícola 

brasileiro. É fundamental para as cadeias produtivas de aves, suínos e bovinos leiteiros, sendo 

o principal insumo da ração animal (Conab, 2011).  

Atualmente, a China é o maior produtor de milho no mundo (Zhang et al., 2013). O cultivo 

de milho mundial abrange cerca de 150 milhões de hectares, com produção oscilando de 550 a 

580 milhões de toneladas, anualmente. O Brasil é considerado o terceiro maior produtor e 

consumidor deste grão, superado pelos Estados Unidos e China, que ainda disputa com a 

Ucrânia a posição de 3º maior país exportador do cereal (Conab, 2012). Na safra 2013/2014, o 

Brasil obteve produção de 79 milhões de toneladas em uma área cultivada de 16 milhões de 

hectares (Conab, 2014). 

Muitos problemas podem afetar a cultura do milho, os quais, destacam-se: fertilidade do 

solo, época de semeadura, potencial produtivo do híbrido e ataque de agentes nocivos como 

plantas daninhas, pragas e doenças (Pereira, 1997). 

As principais doenças associadas ao milho, no Brasil, são causadas por vírus, bactérias e 

fungos, sendo os últimos representados, principalmente pelos gêneros Fusarium, Aspergillus e 

Penicillium. Os efeitos do crescimento fúngico incluem: diminuição do poder de germinação, 

emboloramento visível, descoloração, odor desagradável, perda de matéria seca, aquecimento, 

mudanças químicas e nutricionais, perda de qualidade e produção de compostos tóxicos, 

micotoxinas (Pomeranz, 1982). 

A produtividade do milho depende de vários fatores integrados, sendo os mais 

importantes a interceptação de radiação pelo dossel, eficiência metabólica, eficiência de 

translocação de fotossintatos para os grãos e a capacidade de dreno. As respostas diferenciadas 

dos genótipos à variabilidade ambiental significam que os efeitos genotípicos e ambientais não 

são independentes. Daí a importância de conhecer a época de plantio analisando todo o ciclo da 

cultura, procurando prever as condições ambientais em todas as suas fases fenológicas. A 

produtividade, geralmente, é mais alta quando as condições do tempo permitem o plantio em 

outubro. Depois disso, há redução no ciclo da cultura e queda no rendimento por área (Embrapa, 

2009). 
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                                                   FONTE: Globo Rural, 2012 

Figura 2 – Milho e seus derivados 
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1.2. Micobiota 

A contaminação dos grãos de milho pode ocorrer desde o cultivo até a colheita, assim 

como no transporte, armazenamento e nas diferentes fases de produção, ocorrendo com maior 

intensidade sob condições de temperatura e umidade favoráveis (Frisvad e Samson, 1991). Tais 

grãos podem ser colonizados por uma ampla variedade de bolores pré e pós-colheita, e a espécie 

predominante dependerá de fatores bióticos e abióticos. Assim sendo, os grãos de milho se 

tornam particularmente susceptíveis à colonização fúngica após ocorrer a emergência do tecido 

(Sutton, 1982; Miller, 1994). 

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Fusarium graminearum, Fusarium 

verticillioides, Penicillium spp. e Diplodia maydis são os fungos de mais comum colonização 

nos grãos de milho (González et al., 2003; Kpodo et al., 2000). Estes fungos podem produzir 

diferentes tipos de micotoxinas. 

Além do grão, o solo também é um ambiente propício para a colonização fúngica, sendo 

considerado o reservatório primário de muitos fungos, inclusive os do gênero Aspergillus 

(Smith e Ross, 1991). Das espécies de fungos que habitam o solo, a maioria cresce e se 

desenvolve próximo à superficie, onde prevalecem as condições de aerobiose. As espécies 

fúngicas mais comuns pertencem aos gêneros Penicillium, Mucor, Rhizopus, Fusarium, 

Cladosporium, Aspergillus e Trichoderma (Pelczar Júnior, 1997). 

Uma larga variedade de fungos também podem ser encontrados na atmosfera. No campo, 

quando depositados em um hospedeiro susceptível, sob condições ambientais favoráveis, 

induzem contaminação que pode levar à perda completa da colheita. Cerca de 70% das doenças 

das culturas no campo, são causadas por fungos (Hurst, 1996). Os principais pertencem aos 

gêneros Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Aureobasidium, Phoma, 

Trichoderma, Fusarium, Curvularia, Helminthosporium, Rhodotorula, Epicoccum e 

Cephalosporium (Morrow et. al, 1964). 

 

1.2.1.  Generalidades sobre Aspergillus flavus 

 

O gênero Aspergillus Link foi descrito inicialmente pelo botânico italiano Pier Antonio 

Micheli, em 1729, que descreveu 1900 plantas e 900 fungos. Neste estudo, a visualização 

microscópica das estruturas produtoras de conídios das espécies de Aspergillus, foi associada a 
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um objeto usado pela igreja católica para borrifar água benta durante uma parte da liturgia, 

chamado aspérgilo (Ainsworth, 1976), através dessa observação atribuiu-se o nome Aspergillus 

a esse gênero fúngico. Após cerca de 100 anos, o gênero foi validado por Link (1809). Hoje, o 

gênero Aspergillus pertence ao filo Ascomycota, ordem Eurotiales, família Trichocomaceae, 

tendo a descrição mais completa realizada por Raper e Fennell (1965), que reconheceram 132 

espécies. Neste tratado, o gênero Aspergillus foi descrito em relação aos aspectos morfológicos 

e às formas sexuadas (teleomorfo) e assexuadas (anamorfo). 

 Atualmente, o gênero Aspergillus é constituído por aproximadamente 260 (Geiser et al., 

2007; Samson e Varga, 2009) a 837 espécies (Hawksworth, 2011), divididas em 7 subgêneros 

(Aspergillus, Circumdati, Fumigati, Flavipedes, Nidulantes, Clavati e Ornati). Cada subgênero 

é divido em seções e cada seção compreende um conjunto de espécies correlacionadas. 

As espécies de Aspergillus encontram-se entre os fungos mais abundantes em todo o 

mundo, sendo relativamente pouco exigentes em relação aos fatores abióticos de crescimento. 

Por exemplo, eles podem crescer em uma vasta gama de temperaturas (6 - 55 °C) e em 

ambientes com umidade baixa, sendo que algumas espécies de Aspergillus requerem atividade 

de água mínima para crescimento de 0,71 (Lacey, 1989).  

Macroscopicamente, as colônias pertencentes ao gênero Aspergillus caracterizam-se pelo 

desenvolvimento de colônias coloridas e brilhantes e por produzir conídios em cabeças típicas, 

do tipo “mop-like” ou escovão (Pitt e Hocking, 2009). As colônias de A. flavus são 

caracteristicamente verdes a amarelo-oliva, embora eventualmente possam apresentar 

coloração amarelo puro. 

Microscopicamente, os conidióforos de A. flavus, A. parasiticus e Aspergillus nomius 

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 vesícula, a métula quando presentes, as fiálides, e as cadeias 

de conídios compreendem a cabeça conidial, que no A. parasiticus é predominantemente 

unisseriada, enquanto que no A. flavus, a seriação é mais variável (Kokalis-Burelle et al., 1997).  

Os conídios de A. flavus e A. nomius têm paredes delgadas, lisas ou levemente rugosas, 

são esféricos a elipsoidais com vesículas maiores que 50 µm, com métulas presentes. Já os 

conídios de A. parasiticus são rugosos, com paredes espessas, esféricos, e suas vesículas não 

ultrapassam 30 µm, e métulas são incomuns (Pitt e Hocking, 2009). 

 A. flavus se desenvolve bem em substratos oleaginosos, aumentando o nível de produção 

de aflatoxinas. Também são encontrados, com menor frequência, em substratos ricos em amido, 
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como o milho, podendo produzir aflatoxinas e ácido ciclopiazônico, principalmente em regiões 

tropicais e subtropicais. Podem estar distribuídos pelo mundo todo, no solo, ar, material 

orgânico e partes de plantas (Diener, 1977; Cotty et al., 1994). 

 Umidade relativa do ar entre 80% e 90% e temperatura acima de 25 ºC favorecem o 

desenvolvimento de A. flavus, caracterizando-o como fungo de armazenamento. Todavia, esta 

classificação não é apropriada para regiões tropicais, pois esta espécie também pode ser isolada 

de grãos provenientes do campo durante o desenvolvimento da planta (Christensen e Sauer, 

1982; Cast, 2003). Em geral, o desenvolvimento ótimo dos fungos ocorre em temperaturas entre 

25 ºC e 30 ºC (Carlile e Watkinson, 1994), sendo que o crescimento do A. flavus ocorre a uma 

temperatura ótima de 35 ºC (Lacey et al., 1991; Leitão, 1988). 

Isolados de A. flavus, podem ou não produzir aflatoxinas. Quando as produzem, 

sintetizam AFB1 e AFB2 (Pitt, 1997). Conídios de A. flavus podem também serem transportados 

por partículas do ar, insetos, plantas e solos (Abbas, 2011). O solo é um grande reservatório de 

micro-organismos e abriga muitos destes fungos, favorecendo a contaminação por aflatoxinas 

(Angle et al., 1982; Horn et al., 1994; Lillehoj et al., 1980). 

 

1.2.2.  Generalidades sobre Fusarium verticillioides 

 

F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sinônimo de F. moniliforme Sheldon) é uma espécie 

fúngica ubíqua, predominante em regiões tropicais e temperadas. Possui duas fases, uma 

anamórfica (assexuada), sendo denominado como F. verticillioides, e uma teleomórfica 

(sexuada), conhecida como Gibberella moniliformis (sinônimo de Gibberella fujikuroi) 

(Covarelli et al., 2012; Leslie, 1996; Leslie e Klein, 1996; Woloshuk e Shin, 2001).  

Este fungo pode infectar os grãos fazendo uso de três vias: invasão sistêmica, mediante 

contaminação das sementes, uma vez que é considerado um fungo endofítico; por fissuras na 

planta já desenvolvida; ou através do “cabelo do milho” (Munkvold et al., 1997). Dentre essas 

rotas de contaminação, a infecção nos grãos ocorre de forma mais eficiente quando as cepas de 

F. verticillioides são inoculadas nos “cabelos do milho”, proporcionando rompimento da casca 

e maior severidade no apodrecimento da espiga (Warfield e Davis, 1996). 

A colonização das plantas ou dos grãos por este fungo pode causar o apodrecimento dos 

substratos. Perdas causadas por Fusarium spp. variam de 5 a 10%, podendo chegar a 100% em 
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determinadas áreas (Mills, 1989). A etiologia do complexo Fusarium - apodrecimento de caule 

e raiz - depende do genótipo do hospedeiro, da espécie do patógeno, das condições ambientais, 

além de variáveis como tipo de solo, fertilidade, drenagem do solo, práticas culturais, umidade 

e insetos (Frederiksen e Odvody, 2000). Soma-se a isso a sua capacidade de produzir 

fumonisinas. Outro fator que torna F. verticillioides importante, do ponto de vista de saúde 

humana e animal, é a sua capacidade de colonizar assintomaticamente a planta ou os grãos. 

Consequentemente, essa colonização faz com que os fungos e suas toxinas sejam processados 

e consumidos. Entretanto, Munkvold e Desjardins (1997) relataram que a relação entre milho e 

F. verticillioides pode trazer benefícios para a planta, podendo estimular seu crescimento e 

desenvolvimento, protegendo a planta contra outros agentes patogênicos ou insetos, reduzindo 

a infecção por Fusarium graminearum e Aspergillus flavus e, diminuindo desta forma, a 

produção de aflatoxinas.  

Segundo Leslie, Zeller e Summerell (2001) existem várias espécies de Fusarium 

classificadas erroneamente como F. verticillioides, o que torna o estudo deste fungo mais 

complexo. Questões concernentes à natureza e distribuição da variação genética dentro de uma 

população de patógenos frequentemente coincidem com questões relacionadas a diferenças em 

nível de espécie. Embora a morfologia fornecesse a única chave para a taxonomia, a biologia 

molecular integrada às características biológicas transformou-se numa ferramenta essencial 

para a identificação exata e rápida de espécies de Fusarium (Leslie e Klein, 1996; Leslie et al., 

2001). 

 Características morfológicas são utilizadas para a identificação inicial de Fusarium 

(Leslie e Summerell, 2006). Utilizando critérios morfológicos, Nelson, Touson e Marasas 

(1983) classificaram as espécies de Fusarium em 16 seções. Na seção Liseola, onde se 

encontrava F. verticillioides, foram incluídos os fungos cuja característica principal era 

ausência de clamidósporos. Entretanto, F. nygamai, produtor de clamidósporo, também foi 

agrupado na referida seção. A solução foi a sua substituição para o sistema Gibberella fujikuroi, 

formado por espécies geneticamente distintas com anamorfo Fusarium (Leslie e Summerell, 

2006). 

 Um dos conceitos biológicos que define o termo “espécie” é a capacidade que os 

indivíduos (dentro de um grupo) têm de produzirem um novo indivíduo igualmente fértil 

(Futuyma, 1997). No complexo G. fujikuroi, as espécies biológicas são consideradas 

heterotálicas, ou seja, para a ocorrência de reprodução sexuada entre cepas da mesma espécie 

há necessidade que cada um dos isolados apresente tipos diferentes de reação sexual ou mating 
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types. O sistema mating types é conduzido pelo loco Mat, composto por um dos dois alelos, 

denominados Mat-1 e Mat-2 (Steenkamp et al., 2000). Os isolados podem atuar como fêmeas, 

machos ou hermafroditas (Leslie e Klein, 1996). F. verticillioides corresponde à população 

mating “A”, mais frequentemente isolada do milho e capaz de produzir elevados níveis de 

fumonisinas (Leslie e Summerell, 2006). 

Segundo Woods e Duniway (1986), a Aa ótima e a mínima para crescimento de F. 

verticillioides é de 0,98 e 0,87, respectivamente. Já em relação à temperatura, a máxima se 

encontra entre 32-37 ºC e a mínima entre 2,5-5 °C, com ótima próxima a 25 ºC (Nirenberg, 

1976). Para a produção de fumonisinas o valor de Aa mínima é 0,90 (Cahagnier et al., 1995). 

 

1.2.3.  Interações fúngicas 

 

          O estudo da colonização ecológica entre fungos que se desenvolvem em um mesmo 

substrato, pode fornecer maior compreensão sobre os mecanismos que controlam a produção 

de micotoxinas (Moreira, 1989).  

As interações ecológicas podem ser do tipo antagônica ou sinergista. O antagonismo entre 

dois micro-organismos que competem pelo mesmo substrato, pode se dar de forma ativa ou 

passiva. O antagonismo ativo ocorre quando há inibição por contato (a hifa do fungo 

antagonizado sofre plasmólise ao entrar em contato com a hifa do fungo antagonista); alteração 

do substrato (o antagonista produz e excreta para o ambiente substâncias que inibem o 

crescimento do antagonizado, tais como antibióticos e ácidos); ou quando há micoparasitismo 

(as hifas dos dois fungos entrelaçam-se, sendo que o parasita pode matar seu hospedeiro ou 

viver em simbiose com ele). No antagonismo passivo não há inibição de um micro-organismo 

pelo outro, mas sim competição por espaço ou por nutrientes essenciais ao desenvolvimento, 

com vantagem para o micro-organismo que estiver em maior número, que possuir maior taxa 

de crescimento, ou melhor aptidão para explorar o substrato. No caso das interações sinergistas, 

elas favorecem um ou ambos os micro-organismos na ocupação do ambiente (Deacon, 1980).  

Em relação aos fungos toxigênicos, as interações que ocorrem entre eles e outros micro-

organismos, podem interferir no seu metabolismo, inibindo ou estimulando a produção de 

toxina. Alguns micro-organismos são também capazes de degradar micotoxinas, afim de usá-

las como nutrientes ou para não ser inibidos por elas (Moreira, 1989). 

   De acordo com Deacon (1984) e Lillehoj et al. (1982), A. flavus e F. verticillioides 

também interagem entre si através de antagonismo passivo, sendo o último considerado forte 
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competidor em relação ao primeiro. Marín et al. (1998), estudando a influência da Aa e da 

temperatura nas interações entre os fungos filamentosos, observou que isolados de F. 

verticillioides se demonstravam mais competitivos e abeis na inibição de fungos dos gêneros 

Aspergillus e Penicillium, quando mantidos em um substrato com altos níveis de atividade de 

água, a uma temperatura de 15 ºC.  

 

1.3. Micotoxinas 

 

  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). 

Os metabólitos primários dos fungos, e também de outros organismos, são aqueles 

indispensáveis ao seu crescimento, como carbono, açúcares e lipídios (Bu’lock, 1980). Já os 

metabólitos secundários, que caracterizam as quinomas, os pigmentos, os antibióticos e as 

micotoxinas, são produzidos por diversas espécies de fungos ao final da fase de crescimento 

exponencial, dependendo do acúmulo dos precursores originados do metabolismo primário, 

como acetatos, piruvatos e aminoácidos (Steyn, 1977). 

A produção de micotoxinas pelos fungos 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, tempo de armazenamento, e 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). 

 Estas micotoxinas mantem sua atividade biológica por um longo período, podendo 

causar as micotoxicoses (Jay, 1994); quando associadas aos alimentos e ração animal, são 

ingeridas, causando graves efeitos sobre a saúde (Santurio, 2000), acarretando efeitos tóxicos 

agudos ou crônicos, dependendo do sistema teste, dosagem e frequência 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 acarreta efeitos mais significativos que a 

exposição aguda, sendo diretos e substanciais na saúde humana. 

 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: aflatoxinas e ácido ciclopiazônico, produzidas principalmente, por Aspergillus spp.; 

fusariotoxinas, representadas pela zearalenona, fumonisinas, moniliforminas e tricotecenos, 
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produzidas por Fusarium spp.; e ocratoxinas, produzidas por Aspergillus alutaceus (A. 

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

De acordo com Taniwaki e Silva (2001), as micotoxinas muitas vezes ocorrem em 

baixas concentrações, o que dificulta sua detecção. Além disso, uma mesma toxina pode ser 

produzida por uma variedade de fungos, porém, nem todos os fungos são produtores de 

micotoxinas. Dentro de uma mesma espécie, existem cepas produtoras e outras não produtoras 

de micotoxinas (Rossetto et al., 2005). A ausência de sinais visíveis do crescimento fúngico 

não pode ser totalmente interpretada como ausência de toxinas, já que estas são capazes de 

permanecer em um alimento, mesmo depois que o fungo produtor tenha sido eliminado 

(Taniwaki e Silva, 2001). 

 

1.3.1.  Aflatoxinas 

As aflatoxinas são um grupo estreitamente relacionado e amplamente estudado 

produzidas por uma variedade de diferentes espécies de Aspergillus. As aflatoxinas foram 

encontradas em 3 grupos filogeneticamente diferentes: A. flavus, A. parasiticus, A. 

parvisclerotigenus, A. nomius, A. bombycis e A. pseudotamarii na seção Flavi, A. 

ochraceoroseus e A. rambellii na seção Ochraceorosei e Emericellaastellata e E. venezuelensis 

na seção Nidulantes (Frisvad et al., 2005).   Em virtude de sua capacidade de ligação ao DNA 

das células, esses metabólitos são carcinógenos naturais que afetam animais e humanos (Bedard 

e Massey, 2006). Dentre estes, as aflatoxinas mais comumente estudadas são: aflatoxina B1 

(AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1 (AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2), que receberam 

estas denominações, pois emitem fluorescências azuis e verdes ("blue" e "green", 

respectivamente) sob luz ultravioleta (Allcroft et al., 1966; De Iongh et al., 1964). A estrutura 

química das aflatoxinas é formada por um núcleo cumarínico fundido a um anel bifurano e um 

anel pentanona (AFB1 e AFB2) ou 6-lactona (AFG1 e AFG2) (Applebaum et al., 1982).  A 

biotransformação das aflatoxinas é promovida por enzimas e podem ser divididas em duas 

fases. Na primeira, ocorrem reações de oxidação, redução e hidrólise, tornando as moléculas 

mais hidrofílicas. Na segunda fase, os compostos produzidos são conjugados a substâncias 

endógenas (sulfato, glutationa, aminoácidos e grupos metil e acil), facilitando a excreção. Este 

processo consiste em alterações moleculares reversíveis e irreversíveis. A detoxificação ocorre 

mediante reações irreversíveis, produzindo metabólitos hidroxilados, hidrossolúveis e menos 

tóxicos que os precursores (aflatoxinas M1, Q1, P1, B2a). Já a detoxificação reversível ocorre 

com formação de aflatoxicol, que posteriormente retorna a forma de AFB1 por intermédio de 
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reações de oxidação. A principal reação de ativação da AFB1 caracteriza-se pela epoxidação da 

molécula, formando o composto 8,9-epóxido de aflatoxina, o qual possui propriedades de 

ligação covalente com ácidos nucleicos, refletindo em atividades mutagênicas, teratogênicas, 

carcinogênicas e diminuição de produção de proteínas. Essas reações ocorrem no sistema 

enzimático citocromo P-450, composto por enzimas responsáveis pelas reações de oxidação, 

especialmente epoxidação de ligações covalentes, importantes na ativação de xenobióticos 

(Smith e Ross, 1991).  

 As aflatoxinas mais comumente produzidas pelo A. flavus são as AFB1 e AFB2, enquanto 

A. parasiticus e A. nomius produzem além das duas aflatoxinas já mencionadas, as AFG1 e 

AFG2 (Figura 3). Na maioria dos isolados produtores, a AFB1 é produzida em grandes 

quantidades (Council for Agricultural Science and Technology, 2003; Smith; Ross, 1991). 

AFB1 é a mais tóxica das quatro principais substâncias, apresentando propriedades 

hepatotóxicas, teratogênicas e mutagênicas, podendo causar hemorragias, edemas, 

imunossupressão e carcinoma hepático (Smith; Ross, 1991). A manifestação de seus efeitos 

carcinogênicos ocorre após a conversão hepática em AFB1-epóxido, o qual reage com 

macromoléculas e ácidos nucleicos (Busby; Wogan, 1984). A AFB1 é classificada no grupo 1 

dos carcinógenos humanos pela “International Agency for Research on Cancer” (IARC, 1993).   

No Brasil, o Ministério da Saúde (resolução RDC no. 7, da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária – ANVISA -  de fevereiro de 2011) estabeleceu o limite máximo de 

aflatoxinas (B1+B2+G1+G2) permitido em milho para consumo humano de 20 µg/kg (ppb) 

(Brasil, 2011). 
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                                          FONTE: Hussein; Brasel, 2001 

Figura 3 -  Estruturas químicas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 

  

1.3.2. Fumonisinas 

 

F. verticillioides é o principal produtor de fumonisinas, que, são metabólitos secundários, 

descobertos na África do Sul em 1988 (Gelderblom et al., 1988; Scott, 1993, 2012). 

Além dessas espécies, existem várias outras espécies do gênero produtoras de 

micotoxinas, tais como: F. anthophilum (A. Braun) Wollenw., F. dlamini Marasas, Nelson, et 

Toussoun, F. napiforme Marasas, Nelson, et Rabie, F. nygamai Burgess et Trimboli, F. 

thapsinum Klittich, Leslie, Nelson, et Marasas, F. sacchari (Butler) W. Gams, F. fujikuroi 

Nirenberg, F. subglutians (Wollenw et Reinking) Nelson, Toussoun, et Marasas, F. subglutians 

sensu lato, F. pseudonygamai (Nirenberg,  O'Donnell), F. andiyazi Marasas et al. e F. 

polyphialidicum Marasas, P.E. Nelson, Toussoun & P.S. van Wyk (Marín et al., 2004; Rheeder 

et al., 2002).  

As fumonisinas são frequentemente encontradas em milho e alimentos à base de milho 

(Shephard et al., 1996; Weidenborner, 2001). São compostos polares e solúveis em água e 

acetonitrila-água, mas não são solúveis em solventes orgânicos (Waskiewicz et al., 2012).  

 Das quatro fumonisinas da série B (FB1, FB2, FB3 e FB4), dentre outras séries análogas 

(Rheeder, 2002) (Figura 4), a fumonisina B1 (FB1) é a principal delas, sendo considerada a mais 
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tóxica e a mais frequente na natureza (Nelson et al., 1992; Sydenham et al., 1991; Scott, 2012). 

A FB1 está presente não apenas no milho e em seus subprodutos, mas também em cerveja, arroz, 

sorgo, feijão-de-corda, feijões, soja e aspargos (Scott, 2012). Ela pode ocasionar 

leucoencefalomalácia em equinos (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 e alterações 

no tubo neural (NTD) (Marasas, 1996, 2001; Missmer et al., 2006; Norred; Vos, 1994; Stack, 

1998). 

  

 

 

        

 
                                    FONTE: Waskiewicz; Beszterda; Golinski, 2012. 
 

Figura 4 - Estrutura química das fumonisinas 

 
 

As fumonisinas são elaboradas a partir de uma estrutura que é característica da 

esfinganina, um composto intermediário da biossíntese dos esfingolipídios. Essa semelhança 

das fumonisinas com a molécula de esfinganina leva alguns autores a acreditar que o seu 
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mecanismo de ação esteja relacionado com a inibição do metabolismo dos esfingolípidios, pela 

potente inibição de ceramida sintetase (Wang et al., 1991), uma enzima chave na biossíntese 

dos esfingolípidios (Riley et. al., 1993).  

Os esfingolípidios estão relacionados com diversas funções da célula, tais como: 

comunicação célula-célula, crescimento, diferenciação e transformação. Assim, a inibição da 

biossíntese dos esfingolipídeos pode trazer graves consequências (Sweeley, 1991; Wang et al., 

1991). Nas fumonisinas, a alanina substitui a serina, enquanto o carbono 18 do acetil-CoA 

substitui o palmitoil-CoA. (Desjardins et al.,1996). 

As fumonisinas são consideradas como possivelmente carcinogênicas para seres 

humanos (IARC, 1993). 

A frequente ocorrência de fumonisinas no milho como também suas implicações, tem 

incentivado o desenvolvimento de diversas técnicas de separação destas micotoxinas, 

destacando-se a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com detector de fluorescência, 

apresentando, como vantagens, alta resolução, menor tempo de análise, alta sensibilidade e 

versatilidade (Dilkin et al., 2001). Muscarella et al. (2008) também relatam e indicam o uso de 

CLAE com detector de fluorescência para análise de FB1 e FB2 em milho e seus subprodutos, 

com derivatização pós coluna utilizando OPA (ortoftaldeído) e NN-dimetil-2-

mercaptoetilamina. O uso de colunas de imunoafinidade para extração e limpeza, tem 

possibilitado maior especificidade permitindo limites de detecção mais baixos e uso de menor 

volume de solventes (Shundo, 2004). 

Até o presente momento não há uma legislação global para regular os níveis máximos 

permitidos de fumonisinas no milho e em produtos processados a partir do mesmo. Entretanto, 

mais de 90 países apresentam regulamentação própria ou níveis máximos tolerados para 

algumas micotoxinas, dependendo do tipo de matriz (Lino et al., 2004). 

Segundo Scott (2012), a Comissão Europeia recomendou, em 2007, limites máximos de 

4.000 µg/kg para fumonisinas totais (FB1 + FB2) em milho não processado, 1.000 µg/kg em 

milho e alimentos à base de milho destinados a consumo humano direto, 800 µg/kg em cereais 

matinais e snacks à base de milho e 200 µg/kg em alimentos à base de milho para bebês e 

crianças.  

No Brasil, a recomendação para limites máximos tolerados de FB1 + FB2 para milho de 

pipoca é de 2000 µg/kg (ou 2 µg/g) e para alimentos à base de milho para alimentação infantil 

é de 200 µg/kg (ou 0,2 µg/g). Em janeiro de 2012, novos alimentos foram adicionados, como a 

farinha de milho, creme de milho, fubá, flocos, canjica, canjiquinha, cujo limite máximo 
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tolerado é de 2500 µg/kg (ou 2,5 µg/g). Também foram adicionados amido de milho e outros 

produtos à base de milho, cujo limite máximo tolerado é 2000 µg/kg (ou 2 µg/g). A partir de 

janeiro de 2014, milho em grão para posterior processamento também foi adicionado à lista, 

tendo como limite máximo tolerado 5000 µg/kg (ou 5 µg/g) (Resolução – RDC nº 7, de 18 de 

fevereiro de 2011) (Brasil, 2011). 

1.4. Controle biológico 

 

O uso intensivo de agrotóxicos para o controle de doenças, pragas e plantas invasoras na 

agricultura tem, reconhecidamente, promovido diversos problemas de ordem ambiental, como 

a contaminação dos alimentos, do solo, da água, dos animais; a intoxicação de agricultores; a 

resistência de patógenos, de pragas e de plantas invasoras a certos princípios ativos dos 

agrotóxicos; o surgimento de doenças iatrogênicas (as que ocorrem devido ao uso de 

agrotóxicos). Também tem ocasionado o desequilíbrio biológico, alterando a ciclagem de 

nutrientes e da matéria orgânica; a eliminação de organismos benéficos e a redução da 

biodiversidade. Por outro lado, a proteção de plantas por meio do uso de agrotóxicos, apresenta 

características atraentes, como a simplicidade, a previsibilidade e a necessidade de pouco 

entendimento dos processos básicos do agro ecossistema para a sua aplicação. Para o sucesso 

com a aplicação de um fungicida é importante o conhecimento de como aplicar o produto, sendo 

necessária pouca informação sobre a ecologia e fisiologia de espécies, interações biológicas, 

ecologia de sistemas, ciclagem de nutrientes, entre outras (Bettiol; Ghini, 2003). Essa 

simplificação interessa basicamente à comercialização de insumos que interferem em muitas 

espécies e consequentemente desequilibram o sistema (Bettiol, 2008). 

Entretanto, a preocupação da sociedade com o impacto da agricultura no ambiente e a 

contaminação da cadeia alimentar com agrotóxicos está alterando o cenário agrícola, resultando 

em alimentos produzidos sem o uso de agrotóxicos ou aqueles com selos que garantem que os 

agrotóxicos foram utilizados adequadamente. Esses aspectos contribuem para que o uso dos 

agrotóxicos permeie a agenda ambiental de diversos países (Bettiol, 2008). Dentre as 

alternativas para a redução do uso de agrotóxicos, o uso do controle biológico é um dos mais 

discutidos, podendo tanto aproveitar o controle biológico natural quanto realizar a indução de 

um agente de controle biológico. Desta forma, para a seleção de um bom agente de controle 

biológico deve-se levar em consideração as interações entre o antagonista e o patógeno, além 

das condições ambientais que podem influenciar essas interações (Palazzini et al., 2007). 
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O controle biológico de doenças de plantas pode ser conceituado como sendo o controle 

de um micro-organismo por meio de outro micro-organismo. Os mecanismos de ação dos 

antagonistas normalmente envolvidos são: antibiose, competição, parasitismo, predação, 

hipovirulência e indução de defesa do hospedeiro (Bettiol, 1991). 

Sendo assim, o controle biológico tem se mostrado uma estratégia promissora pois além 

de não causar dano ambiental, pode reduzir a contaminação de grãos por aflatoxinas, tanto em 

períodos de pré como em pós-colheita (Dorner, 2002). Diversas tecnologias estão sendo 

desenvolvidas, dentre elas, destacam-se bactérias (Tabela 1), actinobactérias (Tabela 2), 

leveduras (Tabela 3) e, principalmente, o uso de linhagens de Aspergillus não produtoras de 

aflatoxinas (Bettiol; Morandi, 2009). 

 

Tabela 1 – Linhagens de bactérias disponíveis comercialmente para o controle de                     

fitopatógenos. 

FONTE: Bettiol e Morandi, 2009 
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 Tabela 2 – Produtos comerciais de controle biológico contendo linhagens de actinobactérias. 

 

FONTE: Gardener e Fravel, 2002 (Adaptado) 

 

 

FONTE: Hua et al., 1999 

 

A utilização de linhagens de A. parasiticus e A. flavus, não produtoras de aflatoxinas,  

ácido ciclopiazônico e de nenhum outro precursor da aflatoxina, vem sendo empregada no 

campo, diretamente no solo, ao redor da planta em desenvolvimento. Essas linhagens competem 

pelo mesmo nicho ecológico que as linhagens produtoras de aflatoxinas, no campo. Com tal 

competição, é esperada uma redução no potencial de inóculo da linhagem aflatoxigênica e, 

consequentemente, redução na produção de aflatoxina. A linhagem não-aflatoxigênica pode por 

ventura infectar culturas susceptíveis, como o amendoim e milho. Mas, mesmo com a infecção, 

não haverá contaminação, pois esta linhagem invasora não produz aflatoxina (Dorner, 2005). 

Utilizando esta tecnologia, Dorner et al. (2003) constataram redução significativa dos 

níveis de aflatoxinas (cerca de 90) em amendoim colhido ao longo de dois anos de cultivo. Da 

mesma maneira, Cotty e Bhatnagar (1994) demonstraram que uma cepa de A. flavus, produtora 

de muitas enzimas envolvidas na biossíntese da aflatoxina, mas não produtora de aflatoxina, foi 

Tabela 3 – Espécies de leveduras utilizadas por Hua et al. (1999) para inibição da síntese de 

     aflatoxinas. 
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a mais eficiente na redução da contaminação em casa-de-vegetação. Além disso, devido ao 

melhor entendimento da via de regulação das aflatoxinas, a eficácia dessas cepas competidoras 

pode ser melhorada por meio de engenharia genética (Bhatnaghar et al., 2006). 

 

1.4.1.  Afla-guard® 

 

O Afla-guard®, também considerado agente de biocontrole, tem sido utilizado no 

controle de micotoxinas, principalmente de aflatoxinas, em lavouras de amendoim e milho 

(Dorner, 2009). O ingrediente ativo deste produto é uma cepa de  A. flavus (NRRL 21882) não 

produtora de toxinas. Este produto (Afla-guard®) consiste em sementes de cevada envolvidas 

com conídios de A. flavus (NRRL 21882) em concentração de 2,93 x 105 Unidades Formadoras 

de Colônia (UFC) por grama de cevada. O produto é lançado ao solo (equivalente a 1,12g do 

agente por m2 de área), ao redor da planta em desenvolvimento. Desta forma, o fungo ali 

presente passa a competir com os fungos produtores de aflatoxinas e fumonisinas existentes no 

solo, e acaba por controlar suas populações. Assim, o Afla-guard® tem como objetivo impedir 

que as populações das linhagens toxigênicas de Aspergillus colonizem o substrato, de forma a 

reduzir a contaminação por aflatoxinas (Biosphere, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. PROPOSIÇÃO E OBJETIVOS 
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Em termos de produção, a qualidade do milho depende muito de sua variedade e práticas 

culturais. Sabemos que todos os grãos são expostos, tanto no campo quanto no armazenamento, 

à ação de fatores físicos, químicos e biológicos, que interagem entre si favorecendo os processos 

de deterioração, que podem acarretar perdas substanciais na economia e alto risco à saúde 

humana e animal. Assim, muitas tecnologias tem sido utilizadas para amenizar a deterioração 

por fungos e uma consequente contaminação por micotoxinas. Dentre elas destacam-se: a 

utilização de híbridos geneticamente modificados; a implantação de rotação de culturas e o uso 

de agentes de biocontrole. Com base nessas informações, a presente investigação teve como 

objetivo geral avaliar a eficácia do Afla-guard® no controle de fungos e de micotoxinas 

(aflatoxinas e fumonisinas) em milho, no campo. Os objetivos específicos a serem atingidos 

são os seguintes: 

• Determinação da micobiota do ar, do solo e dos grãos de milho na área de plantio antes e 

após a aplicação do biopesticida; 

• Determinação de micotoxinas (aflatoxinas e fumonisinas) nos grãos de milho durante o 

crescimento da planta, no campo; 

• Determinação da atividade de água das amostras de milho e solo; 

• Análise do potencial aflatoxigênico dos isolados de Aspergillus flavus; 

• Correlação dos dados obtidos com os fatores climatológicos (temperatura, umidade 

relativa do ar, precipitação pluvial); 

• Análise estatística dos resultados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1. Local do experimento e caracterização das parcelas 

O experimento, utilizando amostras de milho convencional (híbrido AL Avaré- 

Embrapa), foi conduzido em Cássia dos Coqueiros, estado de São Paulo, localizado a uma 

latitude 21º16'58" sul, longitude 47º10'11" oeste, e uma altitude de 890 metros (Figura 5). 

A lavoura de milho foi instalada seguindo as recomendações básicas relativas à 

exploração das espécies em áreas comerciais, sendo para tanto empregado o espaçamento 

de 90 cm entre linhas, sob sistema de plantio direto (Figura 6, 7 e 8). 

 

 

                                                                            FONTE: IBGE, 2013 

Figura  5 - Região de Cássia dos Coqueiros, SP, Brasil 

Cássia dos 

Coqueiros 
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Figura 6 - Área experimental utilizada para plantio do milho. 

 

 

Figura 7 - Área experimental utilizada para plantio do milho. 
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Figura 8 - Área experimental utilizada para plantio do milho. 

 

3.2. Produto utilizado 

Afla-guard® (Figura 9, 10, 11, 12 e 13), comercializado pela empresa Biosphere Indústria 

e Comércio de Insumos Agrícolas Ltda, foi o agente de controle utilizado neste estudo.  

 

Figura 9: Afla-guard® ensacado e armazenado. 
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Figura 10: Descrição do produto (Afla-guard®) no verso da embalagem. 

 

 

Figura 11: Descrição do produto (Afla-guard®) no verso da embalagem. 
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Figura 12: Afla-guard® separado para ser lançado ao solo do tratamento (tamanho 

original). 

 

 

Figura 13: Semente de cevada envolvida com conídios de A. flavus não-toxigênico 

(NRRL 21882), após ser lançado ao solo. 

 

3.3. Amostragens de milho, solo, ar e delineamento experimental 

 

Para amostragem das parcelas experimentais foi utilizada a metodologia proposta por 

Delp et al. (1986).  O milho foi plantado no dia 10 de novembro de 2012. 
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A região do plantio foi dividida em uma área contendo 500m2, formada por 10 parcelas 

uniformes de 80 m2, conforme apresentado na Figura 14. Para cada coleta foram escolhidas, ao 

acaso, 5 parcelas e de cada uma dessas parcelas foram colhidas 10 espigas de milho de uma 

mesma linha de semeadura. Após o terceiro período de coleta (80 dias após o plantio) foram 

coletadas 5 amostras de milho das áreas tratadas, totalizando 15 amostras, e 1 da área controle, 

totalizando 3.  

 

 

  

Figura 14 - Croqui da área experimental 

 

 As coletas foram realizadas nos seguintes períodos: 1) Antes do plantio (antes da 

aplicação do Afla-guard®); 2) 60 dias após o plantio (momento da aplicação do Afla-guard®); 

3) 80 dias após o plantio (20 dias após a aplicação do Afla-guard®); 4) 120 dias após o plantio 

(60 dias após a aplicação do Afla-guard®); 5)150 dias após o plantio (90 dias após a aplicação 

do Afla-guard®) (colheita).  

           Amostras de solo (25 das áreas tratadas 3 e da área controle) foram obtidas na 

profundidade de 0-20 cm, resultante de 10 pontos, em toda área utilizada para o plantio, 

perfazendo uma amostra composta que, após homogeneização, resultou em uma única amostra. 

           Para a amostragem de fungos do ar, ao início de cada coleta, foram sorteadas 5 parcelas 

(a partir da 3ª coleta, adicionamos a parcela de Controle Negativo), as quais foram obtidas 

amostras em duplicata de dois pontos de cada parcela, totalizando 4 amostras por parcela. Estas 

8 m 

10 m 

Parcela Controle 
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amostragens foram realizadas por meio do Aparelho Monitor de ar (T-air, Millipore), 

representado na Figura 12.  

 

 

Figura 15 - Aparelho Monitor de Ar (T-air, Millipore) 

 

3.4.  Coletas  

 

 

  Coletas 

       

                     Micobiota         Micotoxinas 

     Ar     Solo    Milho Fumonisinas Aflatoxinas 

      1ª      20*       5*        -          -         - 

      2ª      20*       5*        -          -           - 

      3ª      24*       6*        6*         6*         6* 

      4ª      24*       6*        6*         6*         6* 

      5ª      24*       6*        6*         6*         6*  

   Total     112*      28*       18*         18*        18* 

 

*= número de amostras 

1ª = antes da aplicação do Afla-guard® (antes do plantio do milho) - 15/10/2012  

2ª = 60 dias após o plantio (momento da aplicação do Afla-guard®) – 10/01/2013 

3ª = 80 dias após o plantio (20 dias após a aplicação) – 30/01/2013 

4ª = 120 dias após o plantio (60 dias após a aplicação) -  10/03/2013 

5ª= 150 dias após o plantio (90 dias após a aplicação) – colheita – 10/04/2013 

Tabela 4 -  Coletas realizadas e o nº de amostras obtidas para a determinação da 

micobiota e das micotoxinas 
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3.5.  Isolamento de fungos do ar 

 

Para isolamento dos fungos do ar, utilizamos o equipamento coletor de ar, que se baseia na 

quantificação da sedimentação, por m3 de ar, dos conídios suspensos na atmosfera, em placas 

de petri contendo Ágar Sabouraud. Tais amostragens foram realizadas nos mesmos momentos 

em que o solo foi coletado. Após a coleta, as placas foram incubadas a 25 ºC de 3 a 5 dias 

(Figura 13). 

 

 

Figura 16 – Placas coletadas pelo T-air Millipore, após a incubação 

 

3.6.  Determinação da atividade de água 

 

       Os níveis de atividade de água (Aa) das amostras de solo e de grãos de milho foram 

determinados por meio do equipamento Aqualab CX-2 (Decagon Devices Inc.), 

representado na Figura 17. As amostras foram acondicionadas no recipiente de medida e 

as Aa mensuradas em duplicata, utilizando o método do ponto de orvalho. Esse método 

consiste em uma câmara que contém um espelho. A amostra foi colocada em um 

recipiente no interior da câmara. Aguarda-se certo tempo até que o equilíbrio seja 

atingido. O espelho é resfriado por um elemento termoelétrico eletrônico (Peltier). Com 

o resfriamento, gotas de água condensada se formarão na superfície do espelho, que serão 

determinadas por uma célula fotoelétrica. Um sensor infravermelho mede a temperatura 

da amostra, um ventilador acelera o processo de modo que o equilíbrio é atingido mais 

rapidamentee um microprocessador interno usa os dados da temperatura para calcular a 

Aa (Ditchfield, 2000). 
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Figura 17: Equipamento Medidor de Atividade de água (Aqualab CX-2). 

 

 

3.7. Determinação da micobiota das amostras de solo  

 

Para a determinação da micobiota das amostras de solo, foi utilizada a técnica de diluição 

seriada e plaqueamento superficial (Pitt; Hocking, 1997). De cada amostra de solo, foram 

retirados 10 g e diluídos em 90 mL de água destilada esterilizada, obtendo-se diluição de 10-1. 

A partir desta, foram preparadas diluições decimais e sucessivas até 10-6. Foram retirados 0,1 

mL de cada diluição e plaqueados. As placas contendo meio Martin (1950), foram incubadas a 

25 C por aproximadamente 5 dias.  

Após a incubação, foi feita a contagem das colônias multiplicando-se o número obtido 

pelo fator de diluição, a fim de se obter o número de unidades formadoras de colônia por grama 

de substrato. Colônias de diferentes tipos morfológicos foram isoladas e identificadas a nível 

de gênero por métodos morfológicos clássicos (Pitt; Hocking, 1997). Entretanto, as espécies 

pertencentes aos gêneros Aspergillus e Fusarium foram identificadas através de método 

molecular (sequenciamento do DNA ribossomal). 
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3.8.  Determinação da micobiota das amostras de milho  

 

Para as amostras de milho, foi utilizada a técnica de desinfecção superficial e semeadura 

direta proposta por Berjak (1984), de cada uma das sub-amostras (1kg) de grãos de milho, 

previamente homogeneizadas, foram retiradas aproximadamente 30 g para desinfecção em 

solução de hipoclorito de sódio 0,4% por 3 minutos, seguida de lavagens vigorosas com água 

destilada esterilizada para eliminação dos contaminantes externos. Após a desinfecção, 33 grãos 

foram selecionados ao acaso e semeados diretamente em 3 placas de Petri contendo Ágar 

Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) 

(Pitt; Hocking, 2009). Cada placa contendo 11 grãos foi incubada a 25 ºC por 5 dias (Figura 

18) e os resultados expressos em porcentagem do total de grãos semeados. As colônias de 

diferentes tipos morfológicos foram isoladas em Ágar Batata Dextrose (Oxoid) e submetidas à 

identificação morfológica através da técnica de microcultivo (Riddell, 1950). Os fungos foram 

classificados em nível de gênero, utilizando metodologia morfológica clássica, de acordo com 

Pitt e Hocking (2009). Entretanto aqueles pertencentes ao gênero Fusarium foram identificados 

até espécie utilizando metodologia molecular, empregando o sequenciamento parcial do gene 

do fator de elongação 1α, utilizando os primers EF-1 e EF-2, como descrito por Geiser et al. 

(2004). 

 

 

Figura 18 - Placas contendo Grãos de Milho, após incubação 
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3.9. Sequenciamento de DNA dos isolados fúngicos 

 

 As espécies de Fusarium foram confirmadas através de sequenciamento da região entre 

os nucleotídeos 75 a 978 do gene fator de elongação 1α (baseando-se na sequência de 

Trichoderma reesei, Genebank Acession Number Z23012). Para as cepas classificadas como 

FNE (Fungos Não Esporulados) foi utilizado o sequenciamento da região ITS do DNA 

ribossomal. Já as espécies de Aspergillus foram identificadas por sequenciamento das regiões 

ITS do DNA ribossomal (Glass; Donaldson, 1995) e de um segmento do gene calmodulina 

(Carbone; Khon, 1999). 

 Foram utilizados os seguintes primers:  EF1 e EF2, para identificação dos isolados 

Fusarium spp.; ITS1 e ITS4, para os isolados de Aspergillus spp. e FNE; CMD42 e CMD637, 

para os isolados de  Aspergillus spp. (Tabela 5). 

 

 

       Primers           Forward Primer (5´ - 3´)                   Reverse Primer (3´- 5´) 

     EF1 e EF2 ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC  GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT 

    ITS1 e ITS4      TCCGTAGGTGAACCTGCG             TCCTCCGCTTATTGATAT 

CMD42 e CMD637     GGCCTTCTCCCTATTCGTAA             CTCGCGGATCATCTCATC 

 

          O DNA ribossomal foi extraído e purificado diretamente das colônias fúngicas a partir 

do cultivo em ágar YES (Abdollahi; Buchanan, 1981; Degola et al., 2007), seguindo o kit do 

protocolo PrepMan Ultra® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Em seguida, o DNA 

total extraído foi diluído 50 x (98 L de água Milli-Q e 2 L do DNA da amostra) e 

posteriormente quantificado em NanoDrop 2000 C (Thermo Scientific Waltham, 

Massachusetts, EUA). No caso dos isolados de Aspergillus fragmentos da região ITS e 

seguimentos do gene calmodulina, foram amplificados, já no caso dos isolados de Fusarium 

spp., fragmentos do gene fator de elongação 1α foram também amplificados. Com relação aos 

FNE, somente fragmentos da região ITS do DNA ribossomal, foram amplificados. Para a PCR, 

foram utilizados microtubos de 0,2 mL, utilizando os seguintes reagentes: 12,5 μL Master 

Mix® (Promega, Madison, WI); 2,0 μL de cada um dos primers [os primers utilizados foram 

sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies, Illinois, EUA)]; 2,0 μL de DNA diluído 

Tabela 5: Primers utilizados para o sequenciamento e suas respectivas sequências.  
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a 40 ng/ μL; 6,5 μL de água Milli-Q, totalizando volume final de 25 μL. A amplificação do 

DNA foi realizada em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Byosistems, 

Gouda, Holanda). Para os isolados de Aspergillus spp., o programa para a amplificação incluiu 

a desnaturação inicial a 94 °C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturação a 94 °C por 

1 min, temperatura de anelamento de 57 °C (ITS) e 54 °C (CMD). No caso dos isolados de 

Fusarium spp., o aparelho foi programado com ciclo inicial de 94 °C por 5 min, seguido por 40 

ciclos de 95 °C por 30 seg, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min; 72 °C por 7 min.   

Após a PCR, os produtos foram purificados com o kit QIAquick PCR Purification 

(Qiagen, Hilden, Alemanha) e estocados a -20 °C até serem sequenciados. Desta forma, os 

produtos de PCR foram sequenciados utilizando os mesmos primers que foram empregados na 

amplificação. O kit Big Dye Terminator v3.1. Cycle Sequencing (Applied Biosystems) foi 

usado para o sequenciamento das amostras, e as reações foram corridas 3100 DNA sequencer 

(Applied Biosystems). Sequências consenso foram obtidas e editadas utilizando o programa 

Sequencher 5.1 (Ann Arbor, MI, EUA), as quais foram então alinhadas, utilizando a ferramenta 

BLAST, através das sequências depositadas no GeneBank 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e no Fusarium ID v1.0 

(http://isolate.fusariumdb.org/index.php) (Geiser et al., 2004).  

 

3.10.  Determinação de micotoxinas das amostras de milho 

Todos os solventes utilizados nas etapas de determinação de micotoxinas do milho foram 

grau cromatográfico. A água Milli-Q foi produzida em nosso departamento utilizando o 

equipamento de purificação de água: Academic System (Millipore, Marlborough, MA, EUA).   

 

3.10.1.  Otimização dos métodos para detecção de micotoxinas 

Os métodos para determinação de micotoxinas das amostras de milho e da potencialidade 

toxigênica das cepas de Aspergillus Seção Flavi foram previamente testados e otimizados.  Com 

essa finalidade, foram avaliados os seguintes parâmetros: porcentagem de recuperação, 

repetibilidade, limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ).  
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3.10.1.1.  LD e LQ 

 

A determinação do LD foi baseada nas normas da International Union of Pure and 

Applied Chemistry (IUPAC) de 1999, onde foi utilizado como a concentração mais baixa que 

possa ser determinado sendo diferente a partir de uma amostra branca, ou seja, livre da 

micotoxina estudada. Os valores estimados da LD foram baseados na relação de cinco vezes o 

ruído de linha de base e determinado por análise das soluções padrão de cada analito, 

diminuindo as concentrações até ao nível mínimo detectável. O LQ foi definido como o nível 

acima do qual os resultados quantitativos podem ser obtidos com um grau de confiança 

especificado (IUPAC, 1999). O LQ foi determinado por análise das soluções padrão de cada 

micotoxina, diminuindo as concentrações até o nível mais baixo quantificado com precisão e 

exatidão aceitável. Os LD e LQ foram realizados através da inoculação de solução padrão 

contendo as aflatoxinas B1 e B2 ou fumonisinas FB1 e FB2 para os grãos de milho. Após 

evaporação do solvente em que o padrão estava ressuspendido, procedeu-se a extração, limpeza 

e separação por CLAE. O método de quantificação foi através de curva de calibração. 

 

3.10.1.2.   Testes de recuperação de micotoxinas e repetibilidade   

 

De acordo com o Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO, 2003), a porcentagem de 

recuperação expressa a precisão de uma metodologia, sendo estimada pela adição de 

quantidades conhecidas do analito em uma determinada amostra. Repetibilidade é utilizada para 

avaliar a dispersão dos resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma 

amostra, e em condições definidas. Para os testes de recuperação, foram utilizadas amostras 

previamente analisadas e que apresentaram níveis de micotoxinas não detectada.  

Para os testes de recuperação para aflatoxinas, foi inoculada soluções-padrão 

correspondente à concentração de 10 µg/kg de cada aflatoxina em 5g de milho. Após, 

executaram-se as etapas de extração, limpeza, derivatização e separação por CLAE (seção 

3.8.3.). Foram calculados os percentuais de recuperação para cada aflatoxina e os respectivos 

coeficientes de variação da recuperação. 

No que diz respeito às fumonisinas, a recuperação foi realizada da seguinte forma: em 

20 g de amostras de grãos de milho foram adicionados soluções-padrão de fumonisinas, em 
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triplicata, nas seguintes concentrações: 15,0 g/kg, 25,0 g/kg, 50,0 g/kg, 85,0 g/kg, 150,0 

g/kg e 300,0 g/kg para FB1 e 15,0 g/kg, 25,0 g/kg, 50,0 g/kg, 85,0 g/kg 150,0 g/kg e 

300,0 g/kg para FB2. Em seguida, as amostras foram submetidas à metodologia proposta por 

Visconti et al. (2001). 

    

3.10.1.3.  Curvas de calibração para aflatoxinas 

 

A quantificação das aflatoxinas foi realizada através de curva de calibração construída a 

cada lote (batch). As curvas de calibração para as aflatoxinas, com 5 pontos e em quintuplicata, 

foram realizadas injetando-se soluções derivatizadas dos padrões nas concentrações de 0,625; 

1,25; 2,5; 5 e 10 ng/mL para cada aflatoxina. Essas concentrações correspondem aos valores de 

0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 µg/kg, respectivamente.   

 

3.10.1.4.  Curva de calibração para fumonisinas 

 

A quantificação das fumonisinas foi realizada através de curva de calibração, resultante 

de 6 pontos, em triplicata. Para tanto, foi construída uma curva de calibração para cada  

fumonisina (FB1 e FB2), nas concentrações de 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0 µg/mL. 

 

3.10.2. Determinação de fumonisinas em amostras de milho 

 

         Foram transferidos para um frasco 20 g de cada amostra previamente triturada e 

adicionados 50 mL de acetonitrila:metanol:água (25:25:50, v/v/v). Após agitação por 20 

minutos, em agitador mecânico horizontal, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 10 

minutos, e o sobrenadante filtrado em papel de filtro (Whatman nº 4, 12 cm). As operações 

foram repetidas novamente para o precipitado, e os filtrados recolhidos. Foram pipetados 10 

mL do filtrado, adicionados 40 mL de tampão fosfato (PBS) pH 7,0 e agitados. Os extratos 

diluídos foram filtrados em papel de filtro de microfibra e, em seguida, coletados 10 mL para a 

purificação em coluna de imunoafinidade. Após a filtragem, um volume de 10 mL foi 

submetido à purificação através de coluna de imunoafinidade com fluxo de 2-3 mL por minuto. 
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Posteriormente, a coluna foi lavada com 10 mL de PBS (tampão fosfato, pH 7,0) para a retirada 

de resíduos. As fumonisinas foram eluídas com 1,5 mL de metanol grau CLAE, evaporadas até 

resíduo e mantidas a – 20 °C até o momento da detecção e quantificação. O resíduo foi 

redissolvido em 200 μL de acetonitrila:água (50:50, v/v). Uma alíquota de 50 μL do extrato da 

amostra foi diluída em 50 μL do reagente OPA (40 mg de ortoftaldeído dissolvidos em 1 mL 

de metanol, diluídos em 5 mL de solução 0,1M de tetraborato de sódio, acrescidos de 50 μL de 

2-mercaptoetanol e mantidos a temperatura ambiente sob abrigo da luz). A solução foi agitada 

por 30 segundos, e após 2 minutos da adição do reagente OPA, foi injetada no cromatógrafo 

líquido (Shimadzu, modelo LC-10AD, equipado com injetor e “loop” fixo de 20 μL, 

Rheodyne). Após a separação em coluna de fase reversa C-18 (5 ODS-20, 150 x 4,6 mm, 

Phenomenex), as fumonisinas foram detectadas em detector de fluorescência (modelo RF-

10AXL), em comprimentos de onda de 335 e 440 nm (excitação e emissão respectivamente). 

Como fase móvel, utilizou-se acetonitrila:água:ácido acético (480:520:5, v/v/v). A foi será de 

1,0 mL/min, temperatura da coluna de 30 °C.  

 

3.10.3.   Determinação de aflatoxinas em amostras de milho 

 

Utilizando a metodologia proposta por Tanaka (2002) e Lebret (2004), as amostras foram 

trituradas e homogeneizadas, e 2,5 g de cada amostra de milho foram transferidos para um tubo 

de polipropileno com fundo cônico (tipo Falcon) de 50 mL, adicionou-se 12,5 mL de solução 

acetonitrila:água (85:15, v/v). Os tubos foram submetidos a agitador vórtex por 1 minuto e, 

posteriormente, a agitador mecânico horizontal durante 60 minutos. Os tubos foram 

centrifugados a 10000 rpm durante 3 minutos. Cinco mililitros do sobrenadante foram, então, 

transferidos para outro tubo de polipropileno (tipo Falcon) de 50 mL e adicionados 45 mL de 

água acidificada com ácido acético glacial a 0,5%. O tubo foi, então, agitado vigorosamente. A 

partir desta solução foi realizada a extração em fase sólida, utilizando cartucho Strata C18-E 

500 mg/3 mL, previamente condicionado com 3 mL de metanol e 6 mL de água acidificada 

0,5%. A solução foi submetida completamente a fluxo de 1 gota/segundo, com auxílio de 

bomba a vácuo. Após esta etapa, a limpeza foi realizada pela adição de 12 mL de água 

acidificada e a eluição das aflatoxinas foi feita com 1 mL de metanol em frasco âmbar. O 

metanol foi evaporado a resíduo e os frascos foram armazenados a -4 ºC até o momento da 

derivatização química. A derivatização química dos extratos, utilizando ácido trifluoracético 
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(TFA) e hexano (Stubblefield, 1986), foi realizada com a finalidade de aumentar os sinais 

cromatográficos das AFB1 e AFG1, transformando-as em AFB2a e AFG2a, respectivamente, 

confirmando a identidade química desses compostos. Assim, o procedimento foi realizado pela 

adição de 200 µL de hexano e 100 µL TFA, os frascos foram incubados a 40 ºC por 15 minutos 

e, a seguir, a solução derivatizante foi evaporada sob nitrogênio. Após esse processo, as 

amostras foram ressuspendidas em 500 µL de solução metanol: água (1:1, v/v) e 100 µL de 

cada amostra foram injetados. A separação das aflatoxinas foi realizada por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE), tendo como fase móvel isocrática, baseada em trabalho de 

Scott et al. (1990), composta por água:acetonitrila:metanol (8:1,5:1,5 v/v/v) acrescido de 0,1% 

TFA a um fluxo de 1 mL/min. O equipamento utilizado para separação dos compostos foi o 

cromatógrafo líquido de alta eficiência - Prominence da marca Shimadzu (Shimadzu 

Corporation, Quioto, Japão), modelo LC 20, com coluna analítica de fase reversa C18 Shim-

Pack VP-ODS 5 µm 150L X 4,6 (Shimadzu) e cartucho de pré-coluna Shim-Pack GVP-ODS 

10 X 4,6 (Shimadzu), acoplada em forno CTO-20A com temperatura constante de 40 °C. Foi 

utilizado detector de fluorescência RF 10 AXL (365 nm de excitação e 450 nm de emissão), 

com injetor automático de volume variável de 1 a 100 µL. O cromatógrafo foi conectado ao 

computador através do módulo de interface CBM 20A. Para análise dos resultados foi utilizado 

o programa LC Solution (Shimadzu).  Os padrões de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (Sigma, St. 

Louis, MO, EUA) utilizados nas análises foram ressuspendidos em solução de 

benzeno:acetonitrila (98:2, v/v) e quantificados em espectrofotômetro DU-640 (Beckman 

Coulter, Brea, CA, EUA). A partir da concentração encontrada, foi realizada diluição a 1 µg/mL 

de cada aflatoxina. A partir dessa solução foram realizadas as diluições para uso nas atividades 

propostas. 

 

3.10.4.  Avaliação do potencial toxigênico dos isolados de A. flavus 

 

 Todas os isolados de A. flavus obtidos durante o estudo foram avaliados quanto à 

potencialidade para produção de aflatoxinas, utilizou-se, para essa finalidade, a metodologia 

preconizada por Lin e Dianese (1976).  Um inóculo de cada colônia de Aspergillus, obtido do 

cultivo de 7 dias em PDA a 25 °C, foi semeado em meio de cultivo ágar coco e incubado a 25 

°C por 15 dias.  Após esse período, todo o conteúdo da placa foi transferido para frasco 

erlenmeyer de 250 mL e a cada 10 g da cultura com o ágar foi acrescida de 30 mL de 
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clorofórmio. Os frascos foram submetidos a agitador mecânico horizontal durante 30 minutos. 

Os extratos clorofórmicos foram filtrados em papel de filtro para frascos âmbares. Os filtrados 

foram evaporados até resíduo em banho-maria (60 ºC) e armazenados a -4 ºC até a realização 

da cromatografia. Foi realizada triagem através de cromatografia em camada delgada (CCD) 

com os extratos ressuspendidos em 1 mL de clorofórmio e aplicados 10 µL de cada extrato em 

cromatofolha de sílica gel G60 (Merck, Darmstadt, Alemanha). A cromatografia foi realizada 

em cuba cromatográfica contendo como fase móvel solução saturada de clorofórmio:acetona 

(9:1, v/v). Após a separação, as cromatofolhas foram secas em capela de exaustão e observadas 

em sala escura sob luz UV com comprimento de onda (λ) de 360 nm. As manchas das amostras 

foram comparadas as dos padrões de aflatoxinas (AFB1 e AFB2) de acordo com o Rf dos 

padrões.  A quantificação das aflatoxinas foi realizada por CLAE. Para essa finalidade, cada 

extrato foi ressuspendido em 2 mL de clorofórmio e uma alíquota de 100 µL desta solução foi 

transferida para outro frasco âmbar e evaporada até resíduo. A partir daí, o extrato foi 

ressuspedido em 3 mL de solução de acetonitrila:água (85:15,v/v), agitado em vórtex durante 

1 minuto e diluído em 27 mL de água acidificada (0,5% ácido acético glacial) e novamente 

agitada. A partir desta solução foi realizada a extração em fase sólida, utilizando cartucho de 

sílica Strata C18-E 500 mg/3 mL, conforme metodologia descrita para as amostras de milho 

(seção 3.8.3.). 

 

3.11.  Análise dos fatores climatológicos de Cássia dos Coqueiros 

 

  Dados referentes à temperatura mínima e máxima (°C) e à quantidade de chuvas por 

metro quadrado (índice pluviométrico - mm) da região durante todo o período do experimento 

(outubro/2012 a abril/2013) foram coletados diariamente na Estação Meteorológica 

automatizada próxima ao local do experimento, sob a responsabilidade do Portal 

Agrometeorológico e Hidrológico do Estado de São Paulo. 

 

3.12. Análise estatística 

 

Para a análise estatística foi realizado a correlação entre a micobiota existente na área em 

que o afla-guard® foi aplicado e na área de controle, assim como analisados entre os substratos 
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em que foram isolados os fungos (ar, solo e milho). Da mesma maneira foi feito com os 

resultados obtidos da atividade de água do solo e milho das duas áreas (tratamento e controle), 

bem como com as micotoxinas (fumonisinas e aflatoxinas) determinadas nas duas áreas.   

Para a análise da variável micobiota foi feito a análise da variância de forma que as 

preposições dessa análise foram verificadas e a comparação de médias feitas pelo teste de 

Tukey. Foi preciso fazer a transformação logarítmica da variável UFC+1 devido a problemas 

de heterogeneidade da variância e pontos discrepantes. 

O modelo utilizado foi:  UFC = µ + Controle + Tratamento + Substrato + Tratamento + 

Substrato + Constante Média Geral. 

Para as variáveis Aa e micotoxinas, a análise também foi realizada pelo teste de Tukey e 

o modelo utilizado foi: Variável (Aa e Micotoxinas)= µ + Controle + Tratamento + Substrato 

+ Tratamento + Substrato + Constante Média Geral 
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4.  FLUXOGRAMA 
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Legenda: 

Antes da aplicação do produto                 Depois da aplicação do produto 

Região de estudo 

Cássia dos Coqueiros 

Coletas 

1ª (ar e solo) 2ª (ar e solo) 3ª (ar, solo e milho) 

+ Controle Negativo 

4ª (ar, solo e milho) 

+ Controle Negativo 

 

5ª (ar, solo e milho) 

+ Controle Negativo 

 

Ar Solo Milho 

Micobiota Micobiota Fumonisinas 

e Aflatoxinas 

Aa 

Gêneros 

Fusarium spp. Aspergillus spp. 

Macro e microscopia Sequenciamento DNA ribossomal 

Aspergillus flavus Fusarium verticillioides 

Potencial toxigênico Termotolerância 
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5. RESULTADOS 
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Para cada coleta, foram escolhidas, aleatoriamente, as parcelas de estudo. A saber: 

 

 

   Coletas       Parcelas       Micobiota 

       1ª   1; 4; 5; 7 e 10 Ar e solo 

       2ª   2; 3; 6; 8 e 9 Ar e solo 

       3ª   2; 3; 5; 7; 9 e CN* Ar, solo e milho 

       4ª    1; 4; 6; 8; 10 e CN Ar, solo e milho 

       5ª   2; 3; 5; 7; 9 e CN Ar, solo e milho 

 * CN= Controle Negativo 

 

5.1.  Micobiota do ar 

 

Das 112 amostras do ar (4 amostras por parcela, 5 coletas), foram isolados os seguintes 

fungos, em ordem decrescente de Unidades Formadoras de Colônia, por metro cúbico de ar 

(UFC/m3) (Tabela7):  

 

5.1.1. 1ª coleta (somatória das 5 parcelas) 

 

Trichoderma spp. (1.025 UFC/m3), Cladosporium spp. (87,2 UFC/m3), Neurospora spp. (68,5 

UFC/m3), Epicoccum spp. (65,7 UFC/m3), Fusarium solani (51 UFC/m3), A. niger (30,5 

UFC/m3), F. solani (27,7 UFC/m3), Rhizopus spp. (23,2 UFC/m3), ,Mucor spp. (19,7 UFC/m3), 

Acremonium spp. (19,5 UFC/m3), Phoma spp. (1,75 UFC/m3), Penicillium spp. (1,5 UFC/m3), 

F. graminearum (0,8 UFC/m3 ), Eurotium spp. (0,25 UFC/m3). 

5.1.2. 2ª coleta (somatória das 5 coletas) 

Cladosporium spp. (294,7 UFC/m3), Epicoccum spp. (62 UFC/m3), Nigrospora spp. (7 

UFC/m3), Acremonium spp. (5,25 UFC/m3), Phoma spp. (4 UFC/m3), F. solani (2,8 UFC/m3), 

Mucor spp. (0,25 UFC/m3), GFSC* (5,75 UFC/m3). 

*Giberella Fugikuroi Species Complex. 

 

Tabela 6: Coletas, Parcelas e Micobiota 
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5.1.3. 3ª coleta (somatória das 5 parcelas + controle) 

Cladosporium spp. (1.215,6 UFC/m3), Phoma spp. (156,25 UFC/m3), Trichoderma spp. (56,75 

UFC/m3), Mucor spp. (1,5 UFC/m3), GFSC* (0,25 UFC/m3), Pestalotiopsis spp. (0,5 UFC/m3), 

A. flavus (0,25 UFC/m3). 

*Giberella Fugikuroi Species Complex 

Parcela controle: Cladosporium spp. (787 UFC/m3), Epicoccum spp. (48,25 UFC/m3). 

 

5.1.4.  4ª coleta (somatória das 5 parcelas + controle) 

F. solani (330,75 UFC/m3), Cladosporium (190, 25 UFC/m3), F. graminearum (30,0 UFC/m3), 

Acremonium spp. (8,25 UFC/m3), Epicoccum (126,75 UFC/m3), Pestalotiopsis spp. (231,0 

UFC/m3), Mucor spp. (3,5 UFC/m3), Nigrospora spp. (3 UFC/m3), Penicillium spp. (0,5 

UFC/m3), Alternaria spp. (0,25 UFC/m3), A. flavus (2,75 UFC/m3) 

Parcela Controle: Alternaria spp. (38,5 UFC/m3), Nigrospora spp. (35,75 UFC/m3), 

Cladosporium spp. (23 UFC/m3), F. graminearum (14,25 UFC/m3), Epicoccum spp. (4 

UFC/m3), A. flavus (0,5 UFC/m3), Rhizopus (0,25 UFC/m3). 

 

5.1.5.   5ª coleta (somatória das 5 parcelas + controle) 

Epicoccum spp. (225,5 UFC/m3), Cladosporium spp. (444,5 UFC/m3), Eurotium (82,75 

UFC/m3),Alternaria spp. (76 UFC/m3), F. andyiazi (58 UFC/m3), Cochliobolus spp. (47,75 

UFC/m3), F. solani (39,25 UFC/m3) Phoma spp. (16,25 UFC/m3), 

Parcela Controle: Cladosporium spp. (95 UFC/m3), F. solani (67,5 UFC/m3), F. verticillioides 

(18 UFC/m3), Epicoccum spp. (4 UFC/m3). 
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1GFSC: Complexo de espécies Giberella fugikuroi | 2 3CCN: Controle Negativo da 3ª coleta | 3 4CCN: Controle Negativo da 

4ª coleta | 4 5CCN: Controle Negativo da 5ª coleta   

 

 

 

 

 

 

 

Fungos 1C 2C 3C 3CCN 2 4C 4CCN 3 5C 5CCN 4 

Cladosporium spp. 87,2 294,7 1.215,6 787 190,25 23 444,5 95 

Trichoderma spp. 1.025 - 56,75 - - - - - 

Epicoccum spp. 65,7 62 - 48,25 126,75 4 225,5 4 

Mucor spp. 19,7 0,25 1,5 - - - - - 

Rhizopus spp. 23,2 - - - - 0,25 - - 

Neorospora spp. 68,5 - - - - - - - 

F. solani 27,7 2,8 - - 330,65 - 39,25 67,5 

A. niger 30,5 - - - - - - - 

Eurotium spp. 0,25 - - - - - 82,75 - 

Acremonium spp. 19,5 5,25 - - 8,25 - - - 

Phoma spp. 1,75 4 156,25 - - - 16,25 - 

Nigrospora spp. - 7 - - 3 35,75 - - 

GFSC 1 - 5,75 0,25 - - - - - 

F. oxysporum - - - - - - - - 

Pestalotiopsis spp. - - 0,5 - 231 - - - 

A. flavus - - 0,25 - 2,75 0,5 - - 

F. graminearum 0,8 - - - 30 14,25 - - 

Penicillium spp. 1,5 - - - 0,5 - - - 

Alternaria spp. - - - - - 38,5 - - 

Cochliobolus spp. - - - - - - 47,75 - 

F. adyiazi - - - - - - 58 - 

F. verticillioides - - - - - - - 18 

Tabela 7 - Número de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) por metro cúbico de ar (m3) das 

amostras coletadas do ar, no decorrer das coletas. 
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O gráfico a seguir demonstra a frequência de A. flavus (UFC/m3) no isolamento de fungos do 

ar. 

 

 

5.2. Micobiota do solo e atividade de água 

 

A média da atividade de água (Aa) do solo foi de 0,99 para todas as parcelas e coletas. 

Das 28 amostras, foram isolados os seguintes fungos, em ordem decrescente de Unidades 

Formadoras de Colônia, por grama de substrato (UFC/g) (Tabela 8): 

 

5.2.1. 1ª coleta (somatória das 5 parcelas) 

Penicillium spp. (331 x 103 UFC/g), Cladosporium spp.  (42 x 103 UFC/g), GFSC* (10 x 103 

UFC/g),  Nigrospora spp. (10 x 103 UFC/g), Eurotium spp. (13 x 103 UFC/g), F. solani (40 x 

103 UFC/g), Trichoderma spp. (36 x 103 UFC/g), Phoma spp (12 x 103 UFC/g), F. verticillioides 

(10 x 103 UFC/g), Mucor spp. (11 x 103 UFC/g), Gongronella spp. (30 x 103 UFC/g), Epicoccum 

spp. (13 x 103 UFC/g),  F. graminearum (10 x 103 UFC/g), Rhizopus spp.  (12 x 103 UFC/g), 

Alternaria spp. (10 x 103 UFC/g). 
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Tratamento Controle

Gráfico 1 – Número de UFC/ m3 de ar de A. flavus 
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5.2.2. 2ª coleta (somatória das 5 parcelas) 

Penicillium spp. (12,3 x 103 UFC/g), Myrothecium spp. (2,1 x 103 UFC/g), Rhizopus spp. (7 x 

103 UFC/g), GFSC* (3 x 103 UFC/g), Trichoderma spp. (10 x 103 UFC/g), F. verticillioides (12 

x 103 UFC/g), F. incarnatum (1 x 103 UFC/g). 

 

5.2.3. 3ª coleta (somatória das 5 parcelas + controle) 

Penicillium spp. (26 x 103 UFC/g), F. verticillioides (5 x 103 UFC/g), Epicoccum spp. (17 x 103 

UFC/g), Trichoderma spp. (1 x 103 UFC/g), Rhizopus spp. (1 x 103 UFC/g), Clonostachys spp.  

4 x 103 UFC/g), F. graminearum (2 x 103 UFC/g), F. solani (1 x 103 UFC/g), A. flavus (2 x 103 

UFC/g), Nigrospora spp. (1 x 103 UFC/g), Exophiala spp. (1 x 103 UFC/g). 

Parcela controle: Rhizopus spp. (1 x 103 UFC/g). 

 

5.2.4. 4ª coleta (somatória das 5 parcelas + controle) 

Penicillium spp. (55 x 103 UFC/g), Trichoderma spp. (4 x 103 UFC/g), Mortierella spp. (3 x  

103 UFC/g). F. oxysporum (7 x 103 UFC/g), F. verticillioides (2 x 103 UFC/g), Cladosporium 

spp. (10 x 103 UFC/g), A. flavus (8 x 103 UFC/g), F. oxysporum (7 x 103 UFC/g), Phoma spp. ( 

1 x 103 UFC/g), Epicoccum spp. (5 x 103 UFC/g), Mucor spp. (1 x 103 UFC/g). 

Parcela controle: Trichoderma spp. (5 x 103 UFC/g), Penicillium spp. (2 x 103 UFC/g), 

Rhizopus spp. (2 x 103 UFC/g). 

 

5.2.5. 5ª coleta (somatória das 5 parcelas + controle) 

Trichoderma spp. (4 x 103 UFC/g), F. verticillioides (4 x 103 UFC/g), Cladosporium spp. (3 x 

103 UFC/g), Eurotium spp. (28 x 103 UFC/g),  Penicillium spp. (12 x 103 UFC/g), Mucor spp. ( 

6 x 103 UFC/g), Rhizopus spp. (1 x 103 UFC/g),  F. oxysporum (1 x 103 UFC/g),  Mortierella 

spp. (1 x 103 UFC/g), A. flavus (3 x 103 UFC/g), F. solani (7 x 103 UFC/g), F. graminearum (1 

x 103 UFC/g),  

Parcela controle: Penicillium spp. (4 x 103 UFC/g), Trichoderma spp. (4 x 103 UFC/g), 

Rhizopus spp. (3 x 103 UFC/g), F. solani (1 x 103 UFC/g). 
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Fungos 1C 2C 3C 3CCN 2 4C 4CCN 3 5C 5CCN 4 

Penicillium spp. 331 12,3 26 - 55 2 12 4 

Cladosporium spp. 42 - - - 10 - 3 - 

Trichoderma spp. 36 10 1 - 4 5 4 4 

F. solani 40 - 1 - - - 7 1 

GFSC 1 10 3 - - - - - - 

Rhizopus spp. 12 7 1 1 - 2 1 3 

F. verticillioides 10 12 5 - 2 - 4 - 

Mucor spp. 11 - - - 1 - 6 - 

Eurotium spp. 13 - - - - - 28 - 

Phoma spp. 12 - - - 1 - - - 

F. graminearum 10 - 2 - - - 1 - 

Epicoccum spp. 13 - 17 - 17 - - - 

A. flavus - - 2 - 2 - 3 - 

F. oxysporum - - - - 7 - 1 - 

Mortierella spp. - - - - 3 - 1 - 

F. incarnatum - 1 - - - - - - 

Neorospora spp. - - - - - - - - 

Gongronella spp. 30 - - - - - - - 

Alternaria spp. 10 - - - - - - - 

Myrotecium spp. - 2,1 - - - - - - 

Clonostachys spp. - - 4 - - - - - 

Exophiala spp. - - 1 - - - - - 

Nigrospora spp. - - 1 - - - - - 

Aa média 0,998 0,997 0,997 0,994 0,996 0,998 0,997 0,997 
                  1 GFSC: Complexo de espécies Giberella fugikuroi | 2 3CCN: Controle Negativo da 3ª coleta | 3 4CCN: Controle 

Negativo da 4ª coleta | 4 5CCN: Controle Negativo da 5ª coleta   

 

O gráfico 2 apresenta o grau de contaminação (no de UFC/g x 103) por A. flavus nas amostras 

de solo nas 5 coletas realizadas.. 

 

Tabela 8 - Número de UFC/g x 103 (Unidades Formadoras de Colônia por grama de substrato, 

multiplicado pelo fator de diluição 103) e Aa (Atividade de água) média das amostras de solo. 
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Gráfico 2 - Número de UFC/g x 103 de A. flavus na micobiota do solo (UFC/g x103) 

 

 

 

5.3. Micobiota do milho e atividade de água 

 

A média da atividade de água dos grãos variou de 0,95 a 0,99. Nas amostras de milho do 

grupo tratado constatou-se a predominância de F. verticillioides, em todas as coletas, com valores 

médios de 3,1 % (3ª coleta), 23,6 % (4ª coleta), 27,2 % (5ª coleta).  A presença de A. flavus foi detectada, 

nas áreas tratadas com produto, na 4ª coleta, com freqüência média de 0,6% . No grupo controle, sem 

tratamento, F. verticillioides foi isolado somente na 5ª coleta com freqüência de 78,8%. Neste 

grupo não houve isolamento de A. flavus. Na totalidade das amostras analisadas foram isolados 

os seguintes fungos, em ordem decrescente de frequência (Gráfico 3 e Tabela 9). 

 

5.3.1.  3ª coleta 

Parcela 2: A. versicolor (3,03%), Mucor spp. (3,03%). 

Parcela 3: A. versicolor (3,03%), F. verticillioides (3,03%). 

Parcela 5: F. verticillioides (9,09%), A. versicolor (3,03%), Mucor spp. (3,03%), 

Stachybotrys spp. (3,03%). 

Parcela 7: A. versicolor (3,03%), A. sydowii (3,03%). 

Parcela 9: F. verticillioides (3,03%), Penicillium spp. (3,03%), Trichoderma spp. 

(3,03%). 

Parcela controle: Acremonium spp. (3,03%), A. versicolor (3,03%). 
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5.3.2.  4ª coleta 

Parcela 1: F. verticillioides (54,54%), Acremonium spp. (9,09%), F. solani (3,03%). 

Parcela 4: F. verticillioides (18,18%), F. meridionale (3,03%), Acremonium spp. 

(3,03%). 

Parcela 6: Acremonium spp. (18,18%), F. verticillioides (12,12%), F. solani (6,06%), A. 

flavus (3,03%). 

Parcela 8: F. verticillioides (15,15%), A. flavus (3,03%). 

Parcela 10: F. verticillioides (18,18%), Acremonium spp. (6,06%), Trichoderma spp. 

(3,03%). 

Parcela controle: Acremonium spp. (12,12%), F. equiseti (3,03%), Ceratobasidium spp. 

(3,03%). 

 

5.3.3.  5ª coleta 

Parcela 2: Trichoderma spp. (51,51%), Penicillium spp. (27,27%), Talaromyces spp. 

(15,15%), F. verticillioides (9,09%). 

Parcela 3: Talaromyces spp. (45,45%), F. verticillioides (24,24%), Penicillium spp. 

(21,21%). 

Parcela 5: Talaromyces spp. (63,63%), Fusarium verticillioides (24,24%), Penicillium 

spp. (9,09%), F. solani (3,03%). 

Parcela 7: Talaromyces spp. (45,45%), F. verticillioides (30,30%), Penicillium spp. 

(21,21%). 

Parcela 9: F. verticillioides (48,48%), Penicillium spp. (24,24%), Talaromyces spp. 

(12,12%), F. solani (3,03%), F. oxysporum (3,03%). 

Parcela controle: F. verticillioides (78,78%) Trichoderma spp. (21,21%). 
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Gráfico 3 - Isolados fúngicos mais frequentes no milho em que foi aplicado o agente 

de biocontrole 

Gráfico 4: Isolados fúngicos mais frequentes no milho do grupo controle. 
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Fungos 3C 3CCN 1 4C 4CCN 2 5C 5CCN 3 

Fusarium verticillioides 15,15 - 23,63 - 27,27 78,78 

Fusarium solani - - 1,81 - 1,21 - 

Aspergillus versicolor 12,12 3,03 - - - - 

Fusarium equiseti - - - 0,6 - - 

Acremonium spp. - 3,03 7,27 2,42 - - 

Mucor spp. 3,03 - - - - - 

Aspergillus flavus - - 1,21 - - - 

Trichoderma spp. - - 0,6 - 10,3 4,24 

Talaromyces spp. - - - - 36,36 - 

Penicillium spp. - - - - 20,6 - 

Aspergillus sydowii 3,03 - - - - - 

Stachybotrys spp. 3,03 - - - - - 

Fusarium meridionale - - - - - - 

Ceratobasidium spp. - - - 0,6 - - 

Aa média 0,986 0,993 0,975 0,962 0,953 0,948 
                    1 3CCN: Controle Negativo da 3ª coleta | 2 4CCN: Controle Negativo da 4ª coleta | 3 5CCN: Controle Negativo da 5ª 

coleta  

 

A tabela e o gráfico a seguir (Tabela 10 e Gráfico 5) relaciona a frequência de isolamento 

de A. flavus e F. verticillioides nas amostras de milho do tratamento: 

 

Tabela 10 -  Ocorrência de F. verticillioides e A. flavus na micobiota do milho onde foi aplicado 

o agente de biocontrole. 

 

 

 

 

 

  

        Coletas      Fusarium verticillioides     Aspergillus flavus 

             3ª                  3,03%                 - 

             4ª                  23,63%                1,21% 

             5ª                  27,27%                 - 

Tabela 9 – Frequência (%) de fungos isolados e Aa (Atividade de água) média das amostras de 

milho. 
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Gráfico 5 -  Frequência (%) de isolamento dos fungos Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides no 

milho 

 

 

5.4.  Identificação das espécies dos gêneros Fusarium e Aspergillus por metodologia 

clássica e molecular 

 

A identificação morfológica dos 136 isolados de Fusarium spp. oriundas de amostras 

do ar, solo e grãos de milho, foi realizada através da visualização das características 

macroscópicas e microscópicas. Estes isolados também foram submetidos ao sequenciamento 

parcial do gene do fator de elongação 1α. Foram isoladas 9 espécies diferentes, a saber: F. 

verticillioides (70,6%), F. solani (10,3%), F. graminearum (7,35%), Complexo de espécies 

Giberella fugikuroi (5,88%), F. oxysporum (2,94%), F. equiseti (0,73%), F. incarnatum 

(0,73%), F. andiyazi (0,73%), F. bulbicola (0,73%). 

Foram isoladas da micobiota do ar, solo e grãos, 20 cepas de Aspergillus spp., que 

também foram identificadas através da visualização das características macroscópicas, 

microscópicas e moleculares (sequenciamento da região ITS e de parte do gene da 

calmodulina). Quatro diferentes espécies foram isoladas. São elas: A. flavus (60%), A. 

versicolor (25%), A. niger (10%), A. sydowii (5%). 

 

5.5. Avaliação da metodologia analítica para determinação das fumonisinas B1 e B2 
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As curvas de calibração, utilizadas para a quantificação das fumonisinas B1 e B2, 

aplicadas nas análises das amostras de milho apresentaram-se lineares nas faixas de 

concentrações. O coeficiente de correlação para as curvas de calibração foi de 0,999 tanto para 

FB1 quanto para FB2.  

Análises de fumonisinas, utilizando colunas de imunoafinidade, revelou limite de 

quantificação para FB1 e FB2 de 15,0 g/kg (ppb). Os limites de detecção foram de 9,7 µg/kg 

para ambas fumonisinas, sendo determinado como a concentração onde a área do pico se 

encontrava três vezes acima da linha de base padrão.   

A recuperação do método foi testada em triplicata, a partir de amostras livres de 

fumonisinas (nas condições do nosso experimento) e artificialmente contaminadas com FB1 e 

FB2 em seis diferentes níveis de contaminação (entre 15,0 e 300,0 g/kg). Os testes de 

recuperação apresentaram resultados médios de 94,1% para FB1 e 95,1% para FB2.  

  As quantificações das toxinas, quando presentes, foram realizadas através de curva de 

calibração. Os tempos de retenção para FB1 e FB2 foram de 7 e 18 minutos, respectivamente. 

 

 

5.6. Determinação de fumonisinas nas amostras de milho 

 

A pesquisa de fumonisinas realizada em 18 amostras de grãos de milho (15 amostras 

tratadas e 3 amostras controle), revelou a presença da toxina em 5 amostras tratadas e em 2 

amostras controle. Foram detectadas as seguintes concentrações (µg/kg) (Tabelas 4,5 e 6). 

 

5.6.1. 3ª coleta 

 

Tabela 11 - Concentração (µg/kg) de fumonisinas nas amostras de milho da 3ª coleta 

        Amostra         Fumonisinas (FB1 e FB2) 

       Parcela 2                         nd* 

       Parcela 3                         nd 

       Parcela 5                         nd 

       Parcela 7                         nd 

       Parcela 9  FB1: 38,6 µg/kg - FB2: 1,6 µg/kg 

Parcela controle                         nd 

  * nd = não detectado  



80 
 

5.6.2. 4ª coleta 

 

Tabela 12 - Concentração (µg/kg) de fumonisinas nas amostras de milho da 4ª coleta 

        Amostra         Fumonisinas (FB1 e FB2) 

       Parcela 1                         nd* 

       Parcela 4                         nd 

       Parcela 6 FB1: 450,3 µg/kg - FB2: 124,3 µg/kg 

       Parcela 8 FB1: 118,2 µg/kg - FB2: 85,6 µg/kg  

       Parcela 10 FB1: 242,7 µg/kg - FB2: 80,16 µg/kg 

Parcela controle FB1: 452,55 µg/kg - FB2: 136,77 µg/kg  

 * nd = não detectado  

 

5.6.3. 5ª coleta 

 

Tabela 13 - Concentração (µg/kg) de fumonisinas nas amostras de milho da 5ª coleta 

        Amostra         Fumonisinas (FB1 e FB2) 

       Parcela 2                         nd* 

       Parcela 3                         nd 

       Parcela 5 FB1: 57,77 µg/kg - FB2: 17,26 µg/kg 

       Parcela 7                         nd 

       Parcela 9                         nd 

Parcela controle FB1: 181,9 µg/kg - FB2: 28 µg/kg  

* nd = não detectado  

 

5.7. Avaliação da metodologia analítica para determinação das aflatoxinas B1 e B2 

 

Os coeficientes de recuperação obtidos foram para aflatoxinas B1, 80,44% e B2, 83,28%. 

Os tempos de retenção foram 7 e 14 minutos (± 5%) para AFB1 e AFB2, respectivamente. Os 

limites de quantificação e detecção para todas as aflatoxinas foram 1,5 µg/kg e 0,75 µg/kg, 

respectivamente.   
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5.8. Determinação de aflatoxinas nas amostras de milho 

A pesquisa de aflatoxinas foi realizada em 18 amostras de grãos de milho. Na 3ª e 5ª 

coleta de milho, aflatoxinas não foram detectadas em nenhuma amostra. Na 4ª coleta 

detectamos as seguintes concentrações (µg/kg) (Tabelas 7 e 8). 

 

5.8.1. 4ª coleta 

 

Tabela 14 - Concentração (µg/kg) de aflatoxinas nas amostras de milho da 4ª coleta 

        Amostra         Aflatoxinas (AFB1 e AFB2) 

       Parcela 1                           nd* 

       Parcela 4                           nd 

       Parcela 6 AFB1: 0,8 µg/kg - AFB2:  nd 

       Parcela 8                           nd 

       Parcela 10                           nd 

Parcela controle AFB1: 1,8 µg/kg - AFB2: nd  

* nd = não detectado   

 

 

5.9.    Avaliação do potencial toxigênico dos isolados de A. flavus  

 

O potencial toxigênico dos 13 isolados de A. flavus, principal espécie produtora de 

aflatoxinas, verificou que 30,8% (4/13) foram capazes de produzir AFB1 e AFB2, destes, 2 

isolados foram provenientes do ar, 1 das amostras de solo e 1 das amostras de milho, todos da 

área de tratamento. Os níveis de AFB1 variou de 19,9 ng/g a 4 ng/g, já os níveis de AFB2 foram 

de 2,07 ng/g a 0,01 ng/g. 69,2% (9/13) dos isolados de Aspergillus flavus não são 

aflatoxigênicos.  

 

5.10. Estudo da termotolerância dos isolados de A. flavus 

 

O estudo de termotolerância demonstrou que todos os isolados cresceram vigorosamente 

em 7 dias às temperaturas de 25 e 37 °C, com crescimento médio de 53,5 e 38 mm, 
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respectivamente. Por outro lado, os isolados testados a 42 °C tiveram crescimento médio de 3 

mm.  

 

5.11. Análise dos fatores climatológicos da região de Cássia dos Coqueiros 

 

Dados referentes às temperaturas mínima e máxima (°C) e à quantidade de chuvas por 

metro quadrado (índice pluviométrico - mm) da região durante todo o período do experimento 

(outubro/2012 a março/2013) foram coletados diariamente na Estação Meteorológica 

automatizada próxima ao local do experimento, sob a responsabilidade do Portal 

Agrometeorológico e Hidrológico do Estado de São Paulo, os quais foram atentamente 

analisados e os resultados expressos sob a forma de média mensal. 

 

Tabela 15 - Dados climatológicos registrados na região de Cássia dos Coqueiros (SP) 

 

Mês-ano T. ºC mín1 T. ºC máx2 Chuva3 

Out/12 18,3 31,3 4,3 

Nov/12 17,2 29,2 4,42 

Dez/12 19,7 30,6 8,06 

Jan/13 16,7 25,9 8,09 

Fev/13 16,3 27,6 7,4 

Mar/13 16 25,2 5,5 

1Temperatura mínima média (ºC); 2Temperatura máxima média (ºC); 3Quantidade de chuvas por metro quadrado 

(índice pluviométrico – mm).  
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Gráfico 6 - Dados climatológicos [índice pluviométrico médio (mm), temperaturas máxima média (°C) e 

mínima média (°C)] referentes ao período de outubro/2012 a abril/2013 registrados na região de Cássia dos 

Coqueiros - SP. 

 

 

 

5.12. Análise estatística  

 

5.12.1. Variável UFC 

 

Para o cálculo da variável UFC, foi feita a relação dos fungos isolados com as coletas, ou 

seja, se houve ou não significância quanto às coletas de todos os substratos (ar, solo e milho). 

Desta forma, a média variou entre 0,444 na 1ª coleta e 0,705 na 5ª coleta. O desvio padrão 

variou de 0,663 na 1ª coleta e 0,730 na 5ª coleta (Tabela 16). 

 

 

  Coletas       Média      Desvio Padrão 

     1ª    0.44432273        0.66353645 

     2ª    0.32069887        0.50197154 

     3ª    0.45510785        0.77121908 

     4ª    0.53228639        0.59588903 

     5ª    0.70581189        0.73067178 
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Tabela 16 - Valores de média e desvio padrão da variável UFC em relação às coletas. 
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Também foram feitas análises da variável UFC quanto à predominância dos fungos isolados de 

todas as coletas e de todos os substratos (ar, solo e milho). As médias foram de 0.021 a 2.086 e 

os valores de desvio padrão variaram de 0.212 a 1.107. Ainda fizemos as correlações entres os 

fungos isolados dos substratos (ar, solo e milho), analisando-os separadamente. Obtivemos os  

seguintes valores de médias: 301.7 a 0.1, para o os fungos isolados do ar. 0.061 a 0.001 para os 

fungos isolados do solo e, médias que variaram de 78.780 a 0.600 para os fungos isolados do 

milho. 

 

5.12.2. Variável atividade de água 

 

A variável atividade de água foi analisada quanto aos níveis detectados entre as amostras de 

solo e milho, ou seja, foi feita uma análise comparativa entre os níveis de atividade de água 

detectados nos substratos (solo e milho). A média no milho foi de aproximadamente 0.944 e a 

do solo de aproximadamente 0.996, os valores de desvio padrão foram de aproximadamente 

0.071 e 0.001, respectivamente (Tabela 17). 

 

 

 

Substrato     Média  Desvio Padrão 

Milho 0.94416667    0.07199282 

Solo 0.99662500    0.00118773 

 

Esta mesma variável foi analisada também quanto aos níveis detectados durante as 3 coletas, 

tanto no tratamento quanto no controle, no caso do milho. E, em relação ao solo, as análises 

foram feitas das 5 coletas (2 realizadas antes da aplicação do produto e 3 depois da aplicação 

[tratamento e controle]). Os valores das médias, no milho, variaram de 0.989 a 0.874. Já os 

valores do desvio padrão foram de aproximadamente 0.005 a 0.103 (Tabela 18). Estes valores 

foram calculados em relação às coletas. 

 

 

 

 

 

Tabela 17 - Valores de média e desvio padrão da variável atividade de água em relação aos substratos. 
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Os valores de média entre as parcelas do controle e tratamento foram de 0.967 e 0.920, 

respectivamente. Já os valores de desvio padrão foram de 0.023 nas parcelas controle e 0.103 

nas parcelas de tratamento. 

No solo, os valores das médias entre as coletas variaram entre 0.997 e 0.996, o desvio padrão 

foi de 0.002, aproximadamente (Tabela 20). Já os valores de média e desvio padrão nas parcelas 

de tratamento foram de 0.996 e 0.0005, respectivamente. Nas amostras controle, a média foi de 

0.996 e o desvio padrão de 0.002. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.12.3.  Variável micotoxinas (aflatoxinas e fumonisinas) 

 

A variável micotoxinas (fumonisinas e aflatoxinas) foi avaliada quanto à detecção no decorrer 

das coletas, sempre comparadas ao controle negativo. Além disso, foi avaliada também quanto 

à atividade de água. Os valores das médias e desvio padrão das aflatoxinas e fumonisinas estão 

nas tabelas 21 e 22, respectivamente. 

 

  Coletas     Média  Desvio Padrão 

       3ª 0.98950000    0.00494975 

       4ª 0.96850000    0.00919239 

       5ª 0.87450000    0.10394470 

   Coletas     Média  Desvio Padrão 

       1ª 0.99700000     

    

      

    0.00173205 

       2ª 0.99700000 

       3ª 0.99650000 

       4ª 0.99600000 

       5ª 0.99700000 

Tabela 18 - Valores de média e desvio padrão da variável atividade de água em relação aos substratos 

Tabela 20 - Valores de média e desvio padrão da variável atividade de água em relação às coletas, no solo 
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Tabela 21 - Valores de média e desvio padrão da variável “aflatoxinas” quanto às coletas (tratamento 

e controle) e Aa  

DP* - Desvio Padrão. 

 

Tabela 22 - Valores de média e desvio padrão da variável “fumonisinas” quanto às coletas 

(tratamento e controle) e Aa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Coletas          Tratamento               Controle                   Aa 

     Média       DP*      Média       DP      Média       DP 

    3ª 2.0000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.98716667 0.00444597 

   4ª 0.71243205 0.22316312 1.06833333 0.65758396 0.97683333 0.00688234 

   5ª 1.07971296 0.54171043 0.73500000 0.89092648 0.95250000 0.00662571 

Coletas             Tratamento                 Controle                        Aa 

     Média       DP      Média       DP      Média       DP 

    3ª 1.03655206 0.27470120 6.750000 16.534056 0.98716667 0.00444597 

    4ª 0.56495951 0.45324259 587.763333 757.587147 0.97683333 0.00688234 

    5ª 0.89312305 0.39669904 47.521667 85.050232 0.95250000 0.00662571 
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6. DISCUSSÃO 
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Todos os grãos de cereais são expostos, no campo, a uma ampla variedade de micro-

organismos provenientes da poeira, água, plantas infectadas, insetos, solo, fertilizantes e 

material orgânico de animais. Entretanto, o ar atmosférico parece ser a via de dispersão mais 

utilizada pelos fungos. O número e os tipos de micro-organismos encontrados nos grãos vão 

depender da resistência dos mesmos, bem como do tipo de solo, insetos, roedores e 

especialmente das condições climáticas durante e imediatamente após a colheita.  Muitos 

produtos agrícolas são invadidos por fungos na pré-colheita. Em geral, amendoim, milho e 

semente de algodão estão entre os grãos com maior risco de contaminação (Ismail, 2000). A 

contaminação dos grãos por fungos toxigênicos pode ocorrer durante o cultivo, na colheita, 

durante o transporte, bem como durante o armazenamento (Slliker; Elliot, 1980). 

A sucessão da micobiota do milho, assim como a frequência de um determinado gênero 

em relação a outro, é influenciada por fatores intrínsecos (relacionados diretamente ao seu 

substrato): umidade, pH, conteúdo nutricional, estruturas biológicas e outros. Também 

sujeitam-se a fatores extrínsecos (relacionados ao ambiente físico, afetando o alimento e os 

micro-organismos): umidade relativa do ambiente, temperatura de armazenamento, 

concentração de gases, presença e atividade de outros micro-organismos (Mossel et al., 1955; 

Asevedo et al., 1994).  

Micotoxinas são compostos extremamente resistentes aos tratamentos físicos e químicos.  

Uma vez que contaminam os alimentos, como regra geral, permanecem neles durante o 

processamento e estocagem (Scott et al., 1991). As aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas, 

tricotecenos e zearalenona estão entre as micotoxinas de maior impacto para a saúde humana e 

animal, apresentando efeitos adversos em humanos e animais, os quais resultam em doenças e 

danos econômicos (Hussein; Brasel, 2001). De acordo com a FDA (Food and Drug 

Administration, EUA), devido à queda de produtividade, essas perdas econômicas chegam 

próximo a US$1 bilhão/ano (Bhatnagar et al., 2006). Devido a esses problemas, diversas 

estratégias tem sido propostas para controlar fungos micotoxigênicos diminuindo assim a 

concentração desses compostos nos alimentos. Esses estudos envolvem desde fungicidas a 

controle físico e controle biológico. Entretanto, muitas dessas estratégias apresentam efeitos 

limitados (Yan et al., 2004). No caso das aflatoxinas, o uso de agentes biológicos 

antagonistas/competidores a Aspergillus spp., tem se mostrado uma metodologia viável e 

promissora. Além disso, o controle biológico de fitopatógenos tem sido estimulado nos últimos 

anos principalmente pela percepção pública sobre os riscos dos agrotóxicos (Heydari; Misaghi, 



89 
 

1998). Produtos como o Afla-guard® foram desenvolvidos a fim de reduzir os níveis de 

micotoxinas, bem como diminuir as perdas associadas às subsequentes culturas contaminadas, 

presumivelmente através de exclusão competitiva de fungos toxigênicos (Dorner; Horn, 2007).   

Em nosso trabalho, a ausência de A. flavus nas amostras de milho do grupo controle e o 

isolamento do fungo na 4ª coleta das amostras de milho tratadas coincide com os postulados de 

Christensen e Sauer (1982) (Tabela 9). Os autores classificam os gêneros Aspergillus e 

Penicillium como “fungos de armazenamento”, porém, com habilidade de infectar os tecidos 

da planta em crescimento no campo, antes e durante a colheita. Em relação ao gênero Fusarium, 

o isolamento da espécie F. verticillioides na totalidade das amostras de milho tratadas ratifica 

a teoria de Christensen e Sauer (1982) que classificam os gêneros Fusarium, Alternaria, 

Cladosporium e Helminthosporium como “fungos de campo”. Vários autores citam as espécies 

de Fusarium, pincipalmente F. verticillioides, como as principais invasoras de grãos de milho 

no campo. (Anderson et al., 1975; Lillehoj et al., 1975; Smith; Moss, 1985; Osweiler, 1996).  

Em nosso experimento, o isolamento de F. verticillioides tanto nas amostras do grupo 

controle quanto nas amostras do tratamento (Gráfico 5), vem ao encontro dos resultados de 

Zorzete et al. (2008), uma vez que F. verticillioides foi predominante em relação a A. flavus. 

Zorzete et al. (2008) que, avaliando em condições de campo as interações entre isolados 

toxigênicos de A. flavus e F. verticillioides, inoculados artificialmente em grãos de milho, 

observaram no grupo tratado simultaneamente com A. flavus e F. verticillioides, predominância 

de F. verticillioides. Tal resultado, segundo os autores, foi atribuído ao caráter endofítico de F. 

verticillioides. Nossos achados apontam uma possível competição entre A. flavus e F. 

verticillioides, observado na 5ª coleta (Gráfico 5), caracterizando um antagonismo passivo, no 

qual organismos competem por nutrientes ou por espaço, uma vez que comparado ao grupo 

controle, na 5ª coleta, F. verticillioides se demonstrou um pouco retraído, embora A. flavus não 

tenha sido isolado.  

A detecção de micro-organismos em um determinado solo é função das condições 

ambientais intrinsecamente relacionadas. Alguns gêneros de fungos apresentam espécies 

representativas na maioria dos tipos de solo, como os fungos dos gêneros Aspergillus e 

Penicillium (Maccheroni, 2004). Em nosso estudo, a micobiota do solo apresentou distribuição 

diferenciada, variando conforme os diferentes estágios de maturidade da planta, porém, os 

gêneros Penicillium, Trichoderma e Rhizopus destacam-se como os mais isolados (Gráfico 2). 

Tais achados coincidem com estudos anteriores realizados no Brasil por Zorzete et al. (2008) e 
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Almeida et al. (2002), analisando a micobiota do solo em regiões de plantio de milho. Já o 

isolamento de A. flavus, principal espécie produtora de aflatoxinas, foi constatado somente nas 

parcelas tratadas, a partir da 3ª coleta. A presença no solo de Aspergillus spp., principalmente 

A. flavus, torna-se relevante pela possibilidade de transferência destes fungos para o milho, 

resultando em danos e contaminação dos grãos com aflatoxinas.  

No ar atmosférico, a maior frequência de isolamento dos gêneros Cladosporium, 

Trichoderma e Fusarium, considerados contaminantes universais (Gambale, 1998), também foi 

constatada por Gonçalez et al. (2008), analisando fungos do ar em área de plantação de 

amendoim. Em relação ao A. flavus, a presença do fungo foi constatada a partir da 3ª coleta 

(Gráfico 1).  

Em relação às espécies de Aspergillus, a diferenciação morfológica (macro e 

microscopia) não é suficiente para distingui-los, isso ocorre devido às semelhanças 

interespecíficas e variabilidade intraespecífica de seus isolados (Rodrigues et al., 2009). 

Samson e Varga (2009) relataram que, isoladamente, nenhum método é perfeito para 

identificação das espécies. De acordo com os autores, a taxonomia polifásica, com o emprego 

de estudos morfológicos, análise de extrólitos e sequenciamento de diferentes regiões do DNA, 

devem ser considerados em conjunto. No presente trabalho, as espécies de Aspergillus isoladas 

foram identificadas utilizando uma abordagem polifásica. Consoante à nossa investigação, 

autores citam a dificuldade de, através de estudo morfológico, diferenciar as espécies A. flavus 

e A. nomius, pois estas compartilham muitas características comuns (Kurtzman et al., 1987). 

Neste caso, para diferenciá-las é necessário conhecer o perfil toxigênico, uma vez que A. flavus 

pode produzir AFB e A. nomius produz AFB e AFG. Outra constatação importante é o fato de 

isolados de A. nomius não produzirem ACP e, além disso, eles são diferenciados pela sequência 

de nucleotídeos de seus genes. Semelhanças morfológicas também são encontradas entre as 

espécies A. nomius e A. bombycis, que também apresentam o mesmo perfil de produção de 

aflatoxinas (AFB e AFG). Nesse caso, para diferenciá-las é necessário estudar a taxa de 

crescimento e realizar sequenciamento de diferentes regiões do DNA (Peterson et al., 2001). 

No quesito termorresistência, isolados de A. bombycis crescem moderadamente 37 °C (em 

média 15 mm de diâmetro), porém, não crescem a 42 °C. Por outro lado, isolados de A. nomius 

crescem vigorosamente a 37 °C (em média 65 mm de diâmetro) e também crescem a 42 °C (em 

média 19,8 mm de diâmetro) (Peterson et al., 2001). Tendo em vista todos esses trabalhos, os 

nossos resultados vem ao encontro dos achados de Peterson et al. (2001) e Kurtzman et al. 
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(1987), uma vez que os isolados cresceram vigorosamente a 25 e 37 ºC e não obtiveram 

crescimento relevante quando expostos a 42 ºC (item 5.10). Já em relação ao potencial 

aflatoxigênico, dos 13 isolados, 4 (2 provenientes do ar, 1 do solo e 1 do milho) foram 

produtores de aflatoxinas B1 e B2 e 9 (6 provenientes do solo, 2 do ar e 1 do milho) não foram 

produtores (item 5.9). Para confirmar, a sequência de nucleotídeos obtida destes isolados os 

identificaram como A. flavus. 

Dando ênfase às análises micotoxicológicas, constatamos baixos níveis de aflatoxinas nos 

grãos de milho (Tabela 14) na amostra do tratamento e na do grupo controle (4ª coleta), porém, 

a menor concentração foi detectada na amostra submetida ao tratamento com o agente de 

biocontrole, estando portanto, bem abaixo dos níveis permitidos pela legislação brasileira que 

estabelece 20 µg/kg (somatória das aflatoxinas B1+B2+G1+G2) como limite máximo tolerado 

para aflatoxinas no milho (Brasil, 2011). Além disso, obtivemos altos níveis de atividade de 

água nas amostras de milho (0,95-0,99). Tais níveis podem ter sido determinantes para a não 

produção de aflatoxinas, uma vez que a Aa ótima para produção desta micotoxina está na faixa 

de 0,83 a 0,87 (Lacey et al., 1991). Estudos anteriores realizados por Atehnkeng et al. (2014), 

utilizando cepas não-toxigênicas de A. flavus para prevenir a contaminação com aflatoxinas em 

milho armazenado, também revelaram baixos níveis de aflatoxinas nas amostras tratadas, 

comparativamente com as do grupo controle.  

Em relação às fumonisinas, os níveis detectados (FB1 + FB2) variaram de 40,2 a 574,6 

µg/kg (amostras tratadas) e 209,9 a 589,42 µg/kg (grupo controle), os quais também 

apresentaram-se abaixo do permitido pela legislação, que é de 5000 µg/kg para milho em grão 

para posterior processamento (Brasil, 2011). Os resultados obtidos foram relevantes, uma vez 

que, comparativamente ao controle, constatou-se diminuição das concentrações da toxina 

principalmente nas 4ª e 5ª coletas (Tabelas 11, 12 e 13). Neste sentido, estudos desenvolvidos 

por alguns autores apontam níveis crescentes de fumonisinas durante o cultivo do milho, no 

campo (Warfield; Gilchrist, 1999). Tais dados também coincidiram com os achados de Abbas 

et al. (2011) em que os autores constataram diminuição dos níveis de fumonisinas em grãos de 

milho tratados com o agente de biocontrole Afla-guard®. 

Os dados referentes aos fatores climatológicos de nossa pesquisa mostraram que, da 1ª 

até a 2ª coleta, o índice pluviométrico aumentou e da 3ª para a última diminuiu (Tabela 15 e 

Gráfico 6). Da mesma forma, os valores de Aa do milho também diminuíram desde a 3ª coleta 

até a última (0,986 a 0,953 nas áreas de tratamento e 0,993 a 0,948 no controle), os valores de 
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Aa do solo não obtiveram variações significativas (0,998 – 0,997). Já a temperatura diminuiu 

da 1ª para a 2ª e da 3ª para a última coleta a temperatura caiu sutilmente (Tabela 15 e Gráfico 

6).  

Segundo Miller (2001), F. verticillioides cresce bem em altas temperaturas, acima de 26 

°C, de acordo com Reid et al. (1999), o acúmulo de fumonisinas pode estar associado com 

períodos de estresse hídrico, danos causados por insetos e o cultivo de híbridos fora de suas 

áreas de adaptação. De modo geral, o estresse hídrico resulta numa maior infestação por insetos 

herbívoros no milho, portanto não é possível separar totalmente essas variáveis. Zhang et al. 

(2013) acrescentaram que o crescimento de espécies de Fusarium produtoras de fumonisinas e 

a síntese destas micotoxinas no milho são influenciados por vários fatores ambientais em 

diferentes áreas geográficas, incluindo o clima, temperatura, umidade e precipitação pluvial, 

antes e durante o período de colheita, bem como por outros fatores, como infestação de insetos 

e práticas agrícolas inadequadas. Infecções por fungos do gênero Fusarium e altos níveis de 

contaminação por fumonisinas são geralmente favorecidos por clima quente durante o período 

de enchimento de grãos, chuvas durante a colheita e altas temperaturas após a colheita (Alborch 

et al., 2010; Fandohan et al, 2003; Zhang et al, 2013).  

De acordo com Schindler et al. (1967), a temperatura ótima para crescimento de A. flavus 

está na faixa de 29 a 35 °C, bem como a Aa ótima para o seu crescimento na faixa de 0,78 a 

0,80 (Beauchat, 1981).   

Em nosso estudo, as variações encontradas nos dados climatológicos podem explicar o 

fato de F. verticillioides ter sido o fungo predominante no milho em relação ao A. flavus, uma 

vez que as temperaturas encontradas estavam em torno de 26 °C, a partir da 3ª coleta, mas 

obtiveram altos níveis na 1ª e 2ª. Além disso, os valores de Aa ótima para crescimento é de 

aproximadamente 0,972 (Samapundo et al., 2005), tal valor foi detectado nos grãos de milho 

do nosso trabalho. O baixo acúmulo de aflatoxinas detectados também podem ser explicados 

pelos fatores meteorológicos, tendo em vista que a temperatura ótima para a produção de 

aflatoxinas está na faixa de 30 °C a 35 °C (Trank, 1970), o qual não foi detectada após o plantio 

do milho, somente na 1ª coleta. Já os relevantes níveis de fumonisinas encontrados em nossa 

pesquisa está de acordo com a temperatura ótima para a produção, que varia de 20°C a 30°C 

(Alberts, 1990), temperatura esta encontrada em todas as coletas.  

Todos estes resultados foram submetidos às análises estatísticas e não obtiveram valores 

significativos. 
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Nas condições de realização deste trabalho, e dentro dos objetivos propostos, pode-se concluir 

que: 

 A baixa frequência de isolamento de A. flavus no milho deveu-se ao fato do mesmo ser 

considerado fungo de armazenamento. Por sua vez, a presença de F. verticillioides nas 

amostras controle e tratadas, principalmente na 5ª coleta, pode ser atribuído ao fato deste 

ser considerado fungo de campo e endofítico.  

 

 A baixa freqüência de isolamento de F. verticillioides nas amostras de milho do grupo 

tratado, comparativamente ao grupo controle, demonstra interferência do produto no 

crescimento do fungo. 

 A maioria dos isolados de A. flavus, provavelmente, foram oriundos do agente de 

biocontrole, uma vez que não foram potencialmente produtores de aflatoxinas. 

 

 Os níveis de Aa encontrados não contribuíram para a alta produção de aflatoxinas, 

entretanto, foram determinantes na produção de fumonisinas. 

 

 Embora os níveis de aflatoxinas detectados terem sido baixos, comparativamente ao 

grupo controle, a área tratada apresentou menor nível.  

 

 As fumonisinas detectadas, no grupo controle, apresentaram maiores níveis em relação 

às áreas tratadas. 

 

 As temperaturas encontradas na região do plantio não contribuíram para a produção de 

aflatoxinas, porém, foram determinantes para a produção de fumonisinas. 

 

 A baixa frequência de isolamento de A. flavus no milho dificultou uma melhor avaliação 

da eficácia do produto. 

 

 Embora não tenha apresentado resultados estatisticamente significativos, o emprego do 

agente de biocontrole foi relevante no que diz respeito a diminuição da contaminação 

por F. verticillioides e fumonisinas. Entretanto, outros estudos são necessários para uma 

melhor avaliação do produto. 

 



95 
 

8. ANEXOS 

 

ANEXO A.   

A.1.  Micobiota do ar 

1ª coleta  

 

Parcela 1: Trichoderma spp. (420,5 UFC/m3), Epicoccum spp. (36,75 UFC/m3), 

Fusarium solani (29,75 UFC/m3), Neorospora spp. (25,75 UFC/m3), Mucor spp. (4 UFC/m3). 

Parcela 4: Trichoderma spp. (206,5 UFC/m3), Cladosporium spp. (43 UFC/m3), A. niger 

(30,25 UFC/m3), Neorospora spp. (19,25 UFC/m3), Fusarium solani (6,5 UFC/m3), Rhizopus 

spp. (1 UFC/m3), Eurotium spp. (0,25 UFC/m3).  

Parcela 5: Trichoderma spp. (137,5 UFC/m3), Acremonium spp. (19,5 UFC/m3), Mucor 

spp. (15,75 UFC/m3), Epicoccum spp. (9,5 UFC/m3), Rhizopus spp. (1 UFC/m3), A. niger (0,25 

UFC/m3). 

Parcela 7: Trichoderma spp. (250,25 UFC/m3), Neorospora spp. (23,5 UFC/m3), F. 

solani (21,25 UFC/m3), Rhizopus spp. (20,5 UFC/m3), Epicoccum spp. (9,25 UFC/m3), 

Penicillium spp. (0,75 UFC/m3). 

Parcela 10: Cladosporium spp. (44,25 UFC/m3), Trichoderma spp. (10,5 UFC/m3), 

Epicoccum spp. (10,25 UFC/m3), Phoma spp. (1,75 UFC/m3), F. graminearum (0,75 UFC/m3), 

Penicillium spp. (0,75 UFC/m3), Rhizopus spp. (0,75 UFC/m3). 

 

2ª coleta 

Parcela 2: Cladosporium spp. (102,5 UFC/m3), Epicoccum spp. (20,25 UFC/m3), 

Acremonium spp. (3 UFC/m3). 

Parcela 3: Cladosporium spp. (62,75 UFC/m3), Epicoccum spp. (4,5 UFC/m3), GFSC* 

(3 UFC/m3), Mucor spp. (0,25 UFC/m3). 

Parcela 6: Cladosporium spp. (45,5 UFC/m3), Epicoccum spp. (25 UFC/m3), Phoma spp. 

(4 UFC/m3), Acremonium spp. (2,25 UFC/m3). 

Parcela 8: Cladosporium spp. (63,5 UFC/m3), Epicoccum spp. (8,25 UFC/m3), 

Nigrospora spp. (7 UFC/m3), GFSC* (2,75 UFC/m3). 
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Parcela 9: Cladosporium spp. (20,5 UFC/m3), GFSC* (11 UFC/m3), Epicoccum spp. (4 

UFC/m3), F. solani (2,75 UFC/m3). 

* GFSC: Giberella fugikuroi Species Complex 

 

3ª coleta 

Parcela 2: Cladosporium spp. (258,75 UFC/m3), Trichoderma spp. (3,75 UFC/m3), 

Mucor spp. (0,5 UFC/m3). 

Parcela 3: Cladosporium spp. (380,75 UFC/m3), Trichoderma spp. (53 UFC/m3). 

Parcela 5: Cladosporium spp. (195,75 UFC/m3), Mucor spp. (0,5 UFC/m3), GFSC* (0,25 

UFC/m3). 

Parcela 7: Phoma spp. (156 UFC/m3), Cladosporium spp. (80,25 UFC/m3), 

Pestalotiopsis spp. (0,5 UFC/m3), Mucor spp. (0,5 UFC/m3). 

Parcela 9: Cladosporium spp. (300,25 UFC/m3), A. flavus (0,25 UFC/m3), Phoma spp. 

(0,25 UFC/m3). 

Parcela Controle: Cladosporium spp. (787 UFC/m3), Epicoccum spp. (48,25 UFC/m3). 

* GFSC: Giberella fugikuroi Species Complex 

4ª coleta  

Parcela 1: F. solani (295 UFC/m3), Cladosporium spp. (104,5 UFC/m3), F. graminearum 

(8,75 UFC/m3), Acremonium spp. (8,25 UFC/m3), Epicoccum spp. (4 UFC/m3), A. flavus (2,75 

UFC/m3). 

Parcela 4: Cladosporium spp. (82,25 UFC/m3), Pestalotiopsis spp. (38 UFC/m3), F. 

solani (24 UFC/m3), F. graminearum (9,25 UFC/m3), Epicoccum spp. (8,75 UFC/m3). 

Parcela 6: Pestalotiopsis spp. (163,75 UFC/m3), F. solani (11,75 UFC/m3), Nigrospora 

spp. (3 UFC/m3), Epicoccum spp. (2 UFC/m3), F. graminearum (1,5 UFC/m3), Penicillium spp. 

(0,5 UFC/m3), Alternaria spp. (0,25 UFC/m3). 

Parcela 8: Epicoccum spp. (112 UFC/m3), F. graminearum (3,75 UFC/m3), Mucor spp. 

(3,5 UFC/m3), Cladosporium spp. (2,75 UFC/m3). 

Parcela 10: Nigrospora spp. (29,5 UFC/m3), Pestalotiopsis spp. (29,25 UFC/m3), F. 

graminearum (6,75 UFC/m3), Cladosporium spp. (0,75 UFC/m3). 
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Parcela Controle: Alternaria spp. (38,5 UFC/m3), Nigrospora spp. (35,75 UFC/m3), 

Cladosporium spp. (23 UFC/m3), F. graminearum (14,25 UFC/m3), Epicoccum spp. (4 

UFC/m3), A. flavus (0,5 UFC/m3), Rhizopus (0,25 UFC/m3). 

 

5ª coleta 

Parcela 2:  Epicoccum spp. (189,25 UFC/m3), Cladosporium spp. (126,5 UFC/m3), 

Alternaria spp. (14,25 UFC/m3), Phoma spp. (2,75 UFC/m3), F. solani (0,5 UFC/m3). 

Parcela 3: Cladosporium spp. (70,5 UFC/m3), Alternaria spp. (55,75 UFC/m3), 

Epicoccum spp. (6,75 UFC/m3), Phoma spp. (3,25 UFC/m3). 

Parcela 5: Cladosporium spp. (87,5 UFC/m3), F. solani (38,75 UFC/m3), Phoma spp. 

(10,25 UFC/m3), Alternaria spp. (6 UFC/m3). 

Parcela 7: Eurotium spp. (82,75 UFC/m3), Cladosporium spp. (82,5 UFC/m3), 

Epicoccum spp. (21,5 UFC/m3). 

Parcela 9: Cladosporium spp. (77,5 UFC/m3), F. andyiazi (58 UFC/m3), Cochliobolus 

spp. (47,75 UFC/m3), Epicoccum spp. (8 UFC/m3). 

Parcela Controle: Cladosporium spp. (95 UFC/m3), F. solani (67,5 UFC/m3), F. 

verticillioides (18 UFC/m3), Epicoccum spp. (4 UFC/m3). 

 

ANEXO A.2. Micobiota do solo 

 

1ª coleta  

Parcela 1: Penicillium spp. (53 UFC/g x 103), Cladosporium spp. (39 UFC/g x 103), 

GFSC* (10 UFC/g x 103), Nigrospora spp. (10 UFC/g x 103), Eurotium spp. (3 UFC/g x 103). 

Parcela 4: F. solani (40 UFC/g x 103), Trichoderma spp. (27 UFC/g x 103)), Penicillium 

spp. (20 UFC/g x 103)), Phoma spp. (10 UFC/g x 103)), F. verticillioides (10 UFC/g x 103), 

Mucor spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 5: Penicillium spp. (55 UFC/g x 103), Gongronella spp. (30 UFC/g x 103), 

Epicoccum spp. (13 UFC/g x 103), F. graminearum (10 UFC/g x 103), Trichoderma spp. (6 

UFC/g x 103). 
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Parcela 7: Penicillium spp. (140 UFC/g x 103), Rhizopus spp. (11 UFC/g x 103), 

Alternaria spp. (10 UFC/g x 103), Eurotium spp. (10 UFC/g x 103), Trichoderma spp. (3 UFC/g 

x 103), Cladosporium spp. (3 UFC/g x 103), Phoma spp. (2 UFC/g x 103). 

Parcela 10: Penicillium spp. (63 UFC/g x 103), Mucor spp. (10 UFC/g x 103), Rhizopus spp. 

(1 UFC/g x 103). 

2ª coleta 

Parcela 2: Penicillium spp. (10 UFC/g x 103), Myrothecium spp. (2 UFC/g x 103), 

Rhizopus spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 3: Rhizopus spp. (3 UFC/g x 103), Penicillium spp. (0,3 UFC/g x 103), 

Myrothecium spp. (0,1 UFC/g x 103). 

Parcela 6: GFSC* (3 UFC/g x 103), Rhizopus spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 8: Trichoderma spp. (10 UFC/g x 103), Penicillium spp. (1 UFC/g x 103), 

Rhizopus spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 9: F. verticillioides (12 UFC/g x 103), F. incarnatum (1 UFC/g x 103), 

Penicillium spp. (1 UFC/g x 103), Rhizopus spp. (1 UFC/g x 103). 

 

3ª coleta 

Parcela 2: Penicillium spp. (3 UFC/g x 103), F. verticillioides (2 UFC/g x 103), 

Epicoccum spp. (1 UFC/g x 103), Trichoderma spp. (1 UFC/g x 103), Rhizopus spp. (1 UFC/g 

x 103). 

Parcela 3: Penicillium spp. (11 UFC/g x 103), Clonostachys spp. (4 UFC/g x 103), F. 

graminearum (1 UFC/g x 103). 

Parcela 5: Epicoccum spp. (5 UFC/g x 103), F. graminearum (1 UFC/g x 103), F. solani 

(1 UFC/g x 103), A. flavus (1 UFC/g x 103), Exophiala spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 7: Epicoccum spp. (8 UFC/g x 103), Penicillium spp. (5 UFC/g x 103), A. flavus 

(1 UFC/g x 103), Epicoccum spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 9: Penicillium spp. (7 UFC/g x 103), F. verticillioides (3 UFC/g x 103), 

Epicoccum spp. (2 UFC/g x 103), Nigrospora spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela controle: Rhizopus spp. (1 UFC/g x 103). 
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4ª coleta 

Parcela 1: Penicillium spp. (19 UFC/g x 103), Trichoderma spp. (2 UFC/g x 103), 

Mortierella spp. (2 UFC/g x 103), F. verticillioides (1 UFC/g x 103). 

Parcela 4: Penicillium spp. (12 UFC/g x 103), Cladosporium spp. (10 UFC/g x 103), A. 

flavus (2 UFC/g x 103), F. verticillioides (1 UFC/g x 103), F. oxysporum (1 UFC/g x 103), 

Phoma spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 6: Penicillium spp. (17 UFC/g x 103), A. flavus (5 UFC/g x 103), Trichoderma 

spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 8: Penicillium spp. (6 UFC/g x 103), Epicoccum spp. (5 UFC/g x 103), A. flavus 

(1 UFC/g x 103), Mucor spp. (1 UFC/g x 103), Mortierella spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 10: F. oxysporum (6 UFC/g x 103), Trichoderma spp. (1 UFC/g x 103), 

Penicillium spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela controle: Trichoderma spp. (5 UFC/g x 103), Penicillium spp. (2 UFC/g x 103), 

Rhizopus spp. (2 UFC/g x 103). 

 

5ª coleta 

Parcela 2: Trichoderma spp. (1 UFC/g x 104), F. verticillioides (1 UFC/g x 104), 

Cladosporium spp. (1 UFC/g x 104). 

Parcela 3: Eurotium spp. (14 UFC/g x 103), Penicillium spp. (3 UFC/g x 103), Mucor 

spp. (2 UFC/g x 103), Trichoderma spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 5: Eurotium spp. (12 UFC/g x 103), Cladosporium spp. (2 UFC/g x 103), 

Rhizopus spp. (1 UFC/g x 103), F. verticillioides (1 UFC/g x 103), F. oxysporum spp. (1 UFC/g 

x 103), Mortierella spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 7: Penicillium spp. (7 UFC/g x 103), Mucor spp. (4 UFC/g x 103), A. flavus (2 

UFC/g x 103), Trichoderma spp. (1 UFC/g x 103). 

Parcela 9: Fusarium solani (7 UFC/g x 103), F. verticillioides (2 UFC/g x 103), 

Penicillium spp. (2 UFC/g x 103), Eurotium spp. (2 UFC/g x 103), A. flavus (1 UFC/g x 103), 

Trichoderma spp. (1 UFC/g x 103), F. graminearum (1 UFC/g x 103). 

Parcela controle: Penicillium spp. (4 UFC/g x 103), Trichoderma spp. (4 UFC/g x 103), 

Rhizopus spp. (3 UFC/g x 103), F. solani (1 UFC/g x 103). 
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