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RESUMO 

 

 
O milho é um cereal de importância econômica mundial, suscetível à contaminação por fungos 
toxigênicos, dentre os quais Fusarium verticillioides predomina. Este fungo é responsável pela 
produção de fumonisinas, que são relacionadas a diversas micotoxicoses animais e 
possivelmente câncer esofágico em seres humanos. Devido aos problemas relacionados à 
presença de F. verticillioides e fumonisinas em milho, durante o cultivo empregam-se práticas 
que visem à minimização da contaminação, como a fertilização com nitrogênio, uma vez que a 
biossíntese dessas toxinas está relacionada à limitação de nitrogênio, e o emprego de 
fungicidas para o controle do crescimento de Fusarium verticillioides. No presente trabalho foi 
avaliada, primeiramente, a ocorrência natural de fungos toxigênicos e fumonisinas em 
amostras de milho recém-colhido da Região Norte do Paraná, tratado com diferentes tipos 
(uréia e uréia + inibidor de urease) e doses (80, 160 e 240 Kg/ha) de fertilizante nitrogenado.Os 
gêneros de fungos mais freqüentes foram Fusarium e Penicillium (83,33% e 98,61%, 
respectivamente), sendo o gênero Aspergillus encontrado em baixa freqüência (4,17%). As 
fumonisinas (B1 e B2) foram detectadas em 100% das amostras analisadas, sendo que altas 
concentrações de fumonisinas (19,49 µg/g) foram detectadas no tratamento ao qual não foi 
aplicado nenhum tipo de fertilizante nitrogenado. Apesar de a diferença na concentração de 
fumonisinas não ser estatísticamente significativa em relação à dose de nitrogênio aplicada, 
níveis menores de fumonisinas (3,13 µg/g) foram detectados no tratamento 2 (160 Kg/ha de 
uréia), e tratamentos com doses maiores ou menores que 160 kg/ha de uréia aumentaram os 
níveis das micotoxinas. Além disso, foi observada uma correlação negativa entre dosagens de 
fertilizantes nitrogenados e contaminação por fumonisinas. Os níveis de fumonisinas 
detectados em relação ao tipo de fertilizante nitrogenado utilizado não apresentaram diferença 
estatística significativa. Entretanto houve uma tendência de maior contaminação quando uréia 
+ NBPT foi utilizada. Foi também avaliada a influência de Maxim – XL na expressão dos genes 
FUM1 e FUM21, e na produção de fumonisina B1 por F. verticillioides em meio de cultivo 
líquido definido. Os cultivos controle (sem fungicida) apresentaram produção média de 0,71 
µg/mL de FB1, equivalente a 31% da produção média dos cultivos com adição de fungicida 
(2,31 µg/mL). Não foi observada correlação entre a produção de FB1 e a expressão do gene 
FUM1, e a expressão do gene FUM21 foi apenas levemente estimulada pela presença do 
fungicida. Uma vez que não foi observada uma correlação forte entre a expressão dos genes 
estudados e a produção de FB1, algumas hipóteses são discutidas a fim de elucidar o resultado 
detectado. Maxim – XL poderia influenciar na expressão de outros genes da via de biossíntese 
de fumonisinas, não influenciando diretamente na expressão de FUM1 e FUM21. Em diversos 
fungos, transportadores celulares do tipo ABC têm sua expressão e/ou atividade aumentada na 
presença de substâncias tóxicas. FUM19 codifica para um transportador do tipo ABC, que atua 
no efluxo de fumonisinas, mas poderia atuar também no efluxo de fungicida, aumentando os 
níveis da toxina no meio extracelular.  Ainda, a ação de fludioxonil sobre MAP quinases, 
poderia alterar a morfologia celular, o que, combinado à agitação utilizada durante o cultivo de 
F. verticillioides, propiciaria a lise celular e liberação do conteúdo intracelular de fumonisinas, 
aumentando sua concentração no extrato livre de células. Os resultados apresentados ratificam 
a importância da fertilização nitrogenada e da compreensão do mecanismo de ação de 
fungicidas como ferramentas para minimização da ocorrência de fungos toxigênicos e 
fumonisinas, proporcionando maior segurança alimentar para animais e humanos. 
 
PALAVRAS – CHAVE: Fusarium verticillioides, Fumonisinas, Fungicida, Fertilizante 

nitrogenado, Milho. 

MIGUEL, Tatiana de Ávila. Evaluation of the Effects of Nitrogen Fertilizer (Urea and Urea + 
NBPT) and Fungicide Maxim – XL on Fumonisin Production by Fusarium verticillioides. 2009. 
Dissertation (Master in Biotechnology) – State University of Londrina, Londrina - Brazil. 
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ABSTRACT 
 

 
Corn is an economically important cereal worldwide, but it is susceptible to toxigenic fungi 
contamination, mainly Fusarium verticillioides. This fungus produces fumonisins, which cause 
several mycotoxicoses and probably esophageal cancer in humans. Due to the problems 
caused by F. verticillioides and fumonisin contamination in corn, during its cultivation some 
practices can be employed to reduce the crop contamination, such as nitrogen fertilization, 
since fumonisin biosynthesis is repressed by nitrogen, and fungicide application to control 
Fusarium verticillioides growth. In this work, natural occurrence of toxigenic fungi and 
fumonisins was evaluated in freshly harvested corn samples from the Northern Region of 
Paraná State. The corn kernels were treated with different kinds (urea and urea + urease 
inhibitor) and doses (80, 160 and 240 Kg/ha) of nitrogen fertilizer. The most frequent fungi 
genera were Fusarium and Penicillium (83.33% and 98.61%, respectively). Aspergillus sp. was 
detected in low frequency (4.17%). Fumonisins (B1 and B2) were detected in 100% samples, 
and high levels of fumonisin (19.49 µg/g) were detected in the treatment without fertilizer 
application. Although differences in mean fumonisin levels and nitrogen fertilizer doses were not 
statistically significant, the lowest fumonisin levels (3.13 µg/g) were detected in treatment 2 (160 
Kg/ha urea), whereas in the treatments with higher or lower nitrogen doses, fumonisin levels 
increased. A negative correlation (-0.3780; p<0.05) between nitrogen fertilizer doses and total 
fumonisin levels was observed. There were no statistically significant differences in mean 
fumonisin levels and nitrogen fertilizer kind. However, highest fumonisin levels were detected in 
the treatments where urea + NBPT was applied. The influence of Maxim – XL on the expression 
of FUM1 and FUM21 genes, and on the fumonisin B1 production by F. verticillioides in defined 
liquid culture media were also evaluated.  Fungicide addition to the culture media increased 
fumonisin B1 production by 3 – fold (2.31 µg/mL) compared to the control cultures (without 
fungicide addition). There was no correlation between fumonisin B1 (FB1) and the expression of 
FUM1, while FUM21 expression was only slightly increased in the presence of fungicide.  
Taking into account that a strong correlation between fungicide presence, gene expression, and 
FB1 levels was not observed, some hypothesis are discussed to explain the results. First, 
Maxim – XL could influence the expression of other genes related to fumonisin biosynthesis.  In 
several fungi, ABC cellular transporters have their expression and/or activity increased in the 
presence of toxic compounds. FUM19 encodes an ABC transporter, which is responsible for the 
fumonisin efflux, but it could also be responsible for the fungicide efflux, increasing the 
extracellular fumonisin levels. Also, the action of the fungicide over MAP kinases could induce 
alterations in the cell morphology, which, in combination with the agitation used during 
cultivation, would lead to cellular lyses, increasing the fumonisin concentration in the cell free 
extract. These results presented ratify the importance of understanding nitrogen fertilization and 
fungicide mode of action as tools for reducing fumonisin occurrence in corn kernels, and assure 
food quality for both animals and humans. 
 
 

 
KEY  WORDS: Fusarium verticillioides, Fumonisins, Fungicide, Nitrogen fertilizer, Corn kernels. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O milho (Zea mays L.) é um cereal de importância econômica mundial, 

uma vez que é utilizado como insumo na produção de mais de 500 produtos 
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derivados, sendo que a suinocultura e avicultura são responsáveis pelo 

consumo de cerca de 70% do milho produzido no mundo (DUARTE et al., 

2006).  

A produção anual média de milho é de 500 milhões de toneladas, 

sendo os maiores produtores os Estados Unidos, China e Brasil que, em 2005, 

produziram 280,2; 131,1; e 35,9 milhões de toneladas, respectivamente 

(Companhia Nacional de Abastecimento – CONAB, 2007).   

Devido à alta qualidade nutricional, o milho é suscetível ao ataque por 

diversos insetos e à deterioração por fungos toxigênicos, principalmente 

Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp. Fusarium verticillioides 

(Sacc.) Niremberg é a espécie predominante, e apresenta ampla distribuição 

geográfica, sendo considerado um fungo endêmico nos grãos de milho 

(SWEENEY e DOBSON, 1998; MARASAS et al., 1984; MUNKVOLD e 

DESJARDINS, 1997; WEIDENBÖRNER, 2001). 

Esse fungo é o principal produtor de um grupo de micotoxinas 

denominadas fumonisinas. Embora existam 28 análogos de fumonisinas 

identificados e caracterizados, a fumonisina B1 (FB1) constitui o tipo encontrado 

em maiores concentrações em milho e derivados (MARASAS, 2001; 

RHEEDER et al., 2002). 

A FB1 causa leucoencefalomalácia em eqüinos (WILSON et. al, 1985; 

MARASAS et al., 1988), edema pulmonar em suínos (HARRISON et al., 1990), 

câncer de fígado e esôfago em ratos (GELDERBLOM et al., 1996), efeitos 

hepatotóxicos, diarréia, perda de peso e desenvolvimento reduzido em aves 

(LEDOUX et al., 1992; WEIBKING et al., 1993) e possivelmente câncer 

esofágico (GELDERBLOM et al., 1996, 1992; THIEL et al., 1992; MARASAS, 

1995; YANG, 1980; CHU e LI, 1994) e hepático (SUN et al., 2007) em 

humanos.  

Os genes responsáveis pela biossíntese de fumonisinas encontram-se 

em um cluster, onde o gene FUM1 codifica para uma policetídeo sintase, que 

catalisa a primeira reação para a formação das fumonisinas. Dentro do cluster 

apenas um dos genes, FUM21, desempenha um papel regulador (PROCTOR 

et al., 1999; BROWN et al., 2007). 

Além dos riscos à saúde humana e animal, a ocorrência natural de 

fumonisinas causa prejuízos econômicos, portanto, durante o cultivo de milho 
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são empregadas práticas que visem à minimização da contaminação. A 

fertilização nitrogenada, que é importante para aumentar a produtividade dos 

grãos de milho, pode ser uma alternativa para minimizar a ocorrência de 

fumonisinas, uma vez que a biossíntese dessas toxinas está relacionada à 

limitação de nitrogênio. Diversos estudos demonstram que as concentrações e 

fontes de nitrogênio exercem influência sobre a síntese de micotoxinas, 

incluindo fumonisinas por F. verticillioides (BLANDINO et al., 2008; 

HASSEGAWA et al., 2008).  

Fungicidas são também amplamente utilizados para o controle do 

crescimento de Fusarium verticillioides em milho, podendo-se citar o produto 

Maxim – XL (Syngenta), cujos princípios ativos são fludioxonil e metalaxyl – M. 

Alguns estudos, entretanto, indicam que determinados fungicidas podem 

aumentar a produção de micotoxinas por fungos presentes em grãos, apesar 

de promover o controle do seu crescimento (MUSS e FRANK, 1985; 

DRAUGHTON e CHURCHVILLE, 1985; MATTHIES e BUCHENAUER, 1996; 

DOOHAN et al., 1999).  

Considerando que existem poucos estudos sobre a regulação da 

biossíntese de fumonisinas, e a influência de fatores externos como a presença 

de fungicidas e fertilização nitrogenada sobre a mesma, o presente estudo visa 

uma melhor compreensão desses aspectos, fornecendo assim subsídios para o 

controle e minimização da contaminação por fumonisinas em milho. 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
2. OBJETIVOS 

 
2.1. Objetivo Geral 
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Avaliar a influência da fertilização nitrogenada na contaminação natural 

de milho por fungos e fumonisinas. 

Avaliar a influência de fungicidas na expressão de genes envolvidos 

com a biossíntese de fumonisinas e na produção da micotoxina. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 
 

 Avaliar a influência de diferentes doses de fertilizante nitrogenado 

na contaminação de milho por fungos e fumonisinas. 

 

 Avaliar a influência de diferentes fontes de fertilização nitrogenada 

(uréia e uréia + NBPT) na contaminação de milho por fungos e fumonisinas. 

 

 Avaliar a influência do fungicida Maxim XL (Syngenta) na 

expressão dos genes FUM1 e FUM21 de Fusarium verticillioides (linhagem 

103F). 

 

 Avaliar o efeito do fungicida Maxim XL (Syngenta) sobre a 

produção de fumonisina B1 por Fusarium verticillioides (linhagem 103F). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1. Cultura do Milho  

 



 15

O milho (Zea mays L.) é uma monocotiledônea pertencente à família 

das gramíneas (Poaceae). É originário de Guilá Naquitz, Estado de Oxaca, no 

México, onde começou a ser domesticado há cerca de 5 a 10 mil anos. 

Posteriormente, passou a ser cultivado em outras localidades no México e 

sudoeste dos Estados Unidos, difundindo-se para toda a América e, alguns 

anos depois, para outros continentes (WANG et al., 1999; SMITH, 2001; 

PIPERINO e FLANNERY, 2001). 

Devido a grande importância econômica do milho no mundo, 

pesquisadores procuram desenvolver cultivares que suportem as mais diversas 

condições climáticas. Por este motivo, o milho apresenta grande facilidade de 

adaptação, podendo ser cultivado tanto em regiões de clima tropical quanto em 

locais de clima temperado, sendo este um dos motivos pelo qual é um dos 

cereais mais cultivados no mundo (MAGALHÃES et al., 2003).  

Além disso, a qualidade nutricional dos grãos de milho, ricos em 

carboidratos (71,7% base seca), proteínas (9,5% base seca) e lipídios (4,3% 

base seca), tornaram-no um alimento básico em diversos países das Américas, 

África e Ásia, sendo utilizado como ingrediente de mais de 500 produtos 

alimentícios, destinados à alimentação humana e animal. Como exemplos, 

citam-se a silagem, ração animal, farinhas e fubás, amido, xarope de glucose, 

maltodextrinas, pipoca, pães, bolos, canjica, bebidas alcoólicas e não – 

alcoólicas (MUNKVOLD e DESJARDINS, 1997; WIEDENBÖRNER, 2001). 

Deve-se ressaltar que, apesar de ser amplamente utilizado para 

alimentação humana e animal em geral, a suinocultura e a avicultura são 

responsáveis pelo consumo de cerca de 70% do milho produzido 

mundialmente (DUARTE et al., 2006).  

Devido à qualidade nutricional, facilidade de adaptação e 

aplicabilidade, o milho constitui um cereal de importância econômica mundial. A 

produção anual média é de aproximadamente 500 milhões de toneladas, sendo 

o maior produtor mundial os Estados Unidos, seguido da China e Brasil. Em 

2005, estes países produziram 280,2; 131,1; e 34,9 milhões de toneladas, 

respectivamente. A produção nacional em 2006 foi aproximadamente de 42,6 

milhões de toneladas, e no ano de 2007 de 51,4 milhões de toneladas. Estes 

dados refletem um incremento da área plantada no Brasil e, 

conseqüentemente, um aumento na produção e consumo interno do milho 
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(Companhia Nacional de Abastecimento – CONAB, 2007; DUARTE et al., 

2006).   

Este incremento vem sendo observado desde 1970, em face de fatores 

como o crescimento das indústrias de rações e das atividades de criação 

(suinocultura, avicultura e pecuária), e tende a continuar ocorrendo, uma vez 

que a produção nacional não supre a demanda interna, que é, ainda, crescente 

(MAGALHÃES et al., 2003; DUARTE et al., 2006).  

No Brasil, o milho é cultivado em todo o território nacional, mas o maior 

produtor é o Estado do Paraná, responsável por 22 a 24% da produção de 

milho no país, dependendo do ano (Companhia Nacional de Abastecimento – 

CONAB, 2007).  

As características nutricionais do milho tornam-no suscetível ao ataque 

por diversos insetos e à deterioração por fungos e outros microrganismos. A 

presença de microrganismos nos grãos de milho, em especial de fungos 

toxigênicos, acarreta perdas econômicas e riscos à saúde humana e animal, 

uma vez que metabólitos tóxicos podem ser produzidos. No Brasil, os principais 

fungos encontrados no milho são Fusarium spp. e Cephalosporium spp. em 

campo, e Aspergillus spp. e Penicillium spp., em condições de armazenamento 

(SWEENEY e DOBSON, 1998; MARASAS et al., 1984; MUNKVOLD e 

DESJARDINS, 1997; WEIDENBÖRNER, 2001). 

Dentre estes fungos, Fusarium verticillioides é endêmico dos grãos de 

milho, além de apresentar ampla distribuição geográfica. Em diversos 

levantamentos realizados em outros países foi constatada a presença deste 

fungo em grãos de milho, sendo estimado que cerca de 90% de todo o milho 

do mundo apresenta alguma fitopatologia e/ou contaminação relacionada à 

presença de F. verticillioides (BACON e NELSON, 1994; MILLER et al., 1995). 

 
 
 
 
3.2. Fusarium verticillioides 

 

Fusarium verticillioides Sacc. Nirenberg (anteriormente denominado F. 

moniliforme Sheldon) foi primeiramente descrito em 1904, associado a doenças 
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em animais. É um fungo imperfeito, caracterizando a fase anamórfica de 

Gibberella fujikuroi, pertencente à seção Liseola, mais especificamente à 

população A do complexo Gibberella fujikuroi. (DESJARDINS et al., 1995; 

MUNKVOLD e DESJARDINS, 1997).  

Trata-se de um fungo comumente encontrado em plantas, em especial 

no milho, para o qual é endêmico, sendo, de fato, considerado como um dos 

principais patógenos associado a culturas deste vegetal (NELSON et al., 1994; 

DESJARDINS et al., 1995). 

F. verticillioides é responsável por fitopatologias em todos os estágios 

de desenvolvimento de milho, podendo causar podridão de colmo, raiz e espiga 

(Figura 1), além de deterioração de grãos armazenados, acarretando perdas 

econômicas para produtores (MUNKVOLD e DESJARDINS, 1997; MUNKVOLD 

et al., 1997). 

 

 

             
Figura 1 – Fitopatologias do Milho Causadas por F. verticillioides . À esquerda, podridão de 

espiga moderada (A) e severa (B); à direita, podridão de raiz e colmo (C).   

Fonte: MUNKVOLD e DESJARDINS, 1997. 

 

 

Este patógeno é um fungo de solo, capaz de sobreviver nos restos de 

cultura, podendo reiniciar seu ciclo de infecção na próxima geração de cultivo. 

É também freqüentemente encontrado associado às sementes de milho, que 

se encontram, portanto, já contaminadas antes mesmo do crescimento do 

vegetal. Acompanhando o desenvolvimento da planta, ocorre a contaminação 

sistêmica do vegetal, atingindo especialmente o colmo, a raiz e as espigas de 

milho (MUNKVOLD e DESJARDINS, 1997; MUNKVOLD et al., 1997). 

A B C 
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A infecção pode também ocorrer por meio da disseminação de macro e 

microconídios pelo ar e/ou gotículas de chuva. Neste caso, o ponto de inserção 

do fungo na planta é geralmente o estigma. Além disso, insetos podem atuar 

como vetores de transmissão, ou ainda, provocar injúrias na planta, 

propiciando a infecção por F. verticillioides (MUNKVOLD e DESJARDINS, 

1997; MUNKVOLD et al., 1997).  

A infecção pode apresentar-se também assintomática. O maior problema 

deste tipo de infecção são as micotoxinas, denominadas fumonisinas, que F. 

verticillioides produz, contaminando o milho. A alta incidência dessas 

micotoxinas é freqüente no Brasil (HIROOKA et al. 1996, ONO et al. 2000; 

KAWASHIMA e SOARES, 2006), e uma vez que as fumonisinas causam 

micotoxicoses em animais e provavelmente câncer em seres humanos, a 

infecção assintomática dos grãos de milho por F. verticillioides constitui um 

perigo oculto, colocando em risco a saúde animal e humana (NELSON et al., 

1994; MUNKVOLD e DESJARDINS, 1997; MUNKVOLD et al., 1997).  

Ressalta-se, entretanto, que este fungo não é o único produtor de 

fumonisinas. Quinze outras espécies do gênero Fusarium, e Alternaria alternata 

são também produtores de fumonisinas, mas as espécies reconhecidas como 

principais produtoras são F. verticillioides e F. proliferatum, sendo que a 

primeira prevalece em culturas de milho e sorgo (RHEEDER et al., 2002). 

A importância de F. verticillioides na produção de fumonisinas em 

grãos de milho reside no fato de que produzem níveis mais elevados desta 

toxina, além de apresentarem ampla distribuição geográfica, ocorrência 

freqüente em milho (atingindo mais de 90% do milho produzido no mundo) e 

serem associadas a micotoxicoses (RHEEDER et al., 2002; LINO et al., 2004). 

 

 

 

 

 

3.3. Fumonisinas  

 

As fumonisinas são micotoxinas, produtos do metabolismo secundário 

de algumas espécies de Fusarium e Alternaria alternata (MARASAS, 2001; 
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RHEEDER et al., 2002). Foram primeiramente isoladas de culturas de F. 

verticillioides, linhagem MRC 826, na África do Sul por GELDERBLOM et al. 

(1988). No mesmo ano, estas micotoxinas tiveram sua estrutura elucidada, por 

BEZUIDENHOUT et al., sendo originalmente identificadas as fumonisinas A1, 

A2, B1 e B2, por meio de ressonância magnética nuclear e espectrometria de 

massas. 

As fumonisinas são moléculas fortemente polares, solúveis em água, 

metanol e em acetonitrila – água, e insolúveis em solventes orgânicos (SCOTT, 

1993).  

Quimicamente, as fumonisinas são moléculas estruturalmente 

relacionadas, caracterizadas por uma cadeia linear de 20 átomos de carbono, 

com grupos metil unidos aos carbonos 12, 16 e 20, e um grupo hidroxila junto 

ao carbono 3. Sete radicais encontram-se distribuídos na molécula, sendo as 

fumonisinas classificadas de acordo com os radicais que formam o composto 

(SEO e LEE, 1998; RHEEDER et al., 2002). 

A Figura 2 ilustra a estrutura básica das fumonisinas, e a Tabela 1 

mostra uma lista dos análogos caracterizados, assim como os radicais de cada 

molécula. 

 

 

 

 
                   

Figura 2 – Estrutura Básica das Fumonisinas. O carbono 1 (C1) 

está indicado à direita. 

Fonte: RHEEDER et al., 2002. 

 

 

Tabela 1 – Análogos de Fumonisinas 
Cadeias laterais (radicais) 

     C1 
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* TCA = Ácido tricarbalílico.  

Fonte: RHEEDER et al., 2002. 

 

 

Conforme pode ser observado na Tabela 1, já foram descritos 28 

análogos de fumonisinas (RHEEDER et al., 2002). Ressalta-se, entretanto, que 

como a molécula de fumonisina B1 apresenta 10 centros quirais, as estimativas 

estatístico-químicas (2n = X, onde n representa o número de centros quirais) 

apontam a possibilidade de existência de 1024 isômeros (APSÍMON et al., 

1994). 

Os análogos de fumonisinas descritos são agrupados basicamente em 

quatro grupos distintos: séries A, B, C e P (SEO e LEE, 1998). 

As fumonisinas B1, B2, A1 e A2 tiveram sua estrutura elucidada, 

conforme mencionado anteriormente, em 1988, por BEZUIDENHOUT et al. As 

fumonisinas B3 e B4 e seus produtos de hidrólise (série HB) foram 

caracterizadas por CAWOOD et al. (1991), as da série C por BRANHAM & 

PLATTNER (1993b), e as da série P por MUSSER et al. (1996).  

Dentre todos os análogos de fumonisina, alguns das séries A, B e C já 

foram encontrados contaminando naturalmente milho e produtos à base de 

milho (SEO e LEE, 1998; RHEEDER et al., 2002).  

Entretanto, os da série B são considerados como os mais relevantes, 

uma vez que são os mais abundantes e encontrados em condições naturais. A 

Análogo 
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fumonisina B1 (FB1) compreende de 70 a 80% do total de fumonisinas, 

enquanto fumonisinas B2 (FB2) e B3 (FB3) constituem de 15 a 25% e 3 a 8% do 

total produzido, respectivamente. Outros análogos podem ocorrer 

naturalmente, porém em concentrações menores de 5% do total (RHEEDER et 

al., 2002). 

As fumonisinas da série B apresentam também 20 átomos de carbono, 

com um grupo amino unido ao carbono 2, dois ácidos tricarboxílicos (ácido 

tricarbalílico) esterificados nos carbonos 14 e 15 e com grupos hidroxila em 

posição e número variável, de acordo com o análogo (SEO e LEE, 1998). A 

Figura 3 ilustra a estrutura química dos análogos da série B. 

 

 

 
 

Figura 3 – Estrutura Química das Fumonisinas da Série B. 

Fonte: PROCTOR et al. (2006). 

 

 

As fumonisinas, em especial FB1, são toxinas bastante abundantes em 

milho e derivados, representando riscos à saúde animal e humana (NELSON et 

al., 1993; PROCTOR et al., 2006; NELSON et al, 1994). 

 

 

3.4. Mecanismo de Ação das Fumonisinas e Micotoxicoses 

 

As fumonisinas são associadas a diversas micotoxicoses animais, 

como leucoencefalomalácia em eqüinos (WILSON et. al, 1985; MARASAS et 

al., 1988), edema pulmonar em suínos (HARRISON et al., 1990), efeitos 

hepatotóxicos, diarréia, perda de peso e desenvolvimento reduzido em aves 

C1 
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(LEDOUX et al., 1992; WEIBKING et al., 1993). Além disso, apresentam efeito 

indutor de câncer hepático, esofágico e renal em ratos e camundongos 

(GELDERBLOM et al., 1996). Em humanos, estudos epidemiológicos 

realizados nas regiões de Transkei na África do Sul (GELDERBLOM et al., 

1996, 1992; THIEL et al., 1992; MARASAS, 1995), Linxian, na China (YANG, 

1980; CHU e LI, 1994) e Huaian, Fusui e Huantai na China (SUN et al., 2007), 

sugerem que as fumonisinas são possivelmente indutoras de câncer esofágico 

e hepático, sendo avaliadas pela International Agency for Research on Cancer 

(IARC) como carcinógenos do grupo 2B, i.e., provavelmente carcinogênico 

para humanos. 

Algumas hipóteses foram sugeridas para explicar o mecanismo de 

ação pelo qual as fumonisinas causam os efeitos tóxicos. Atualmente, o 

modelo mais aceito foi proposto por WANG et al. (1991), e tem como base a 

semelhança estrutural entre fumonisinas e esfingolipídios precursores, 

esfingosina e esfinganina (Figura 4).  

As fumonisinas bloqueiam o metabolismo de esfingolipídios, impedindo 

a biossíntese de esfingolipídios complexos. Neste sentido, essas micotoxinas, 

por apresentarem estrutura semelhante à esfinganina e à esfingosina, 

competem pelo sítio da enzima ceramida sintetase (sinônimos: esfingosina ou 

esfinganina N – aciltransferase), responsável por converter os precursores 

esfingóides em N – acil derivados, posteriormente utilizados para a biossíntese 

de esfingolipídios mais complexos. Como conseqüência, ocorre aumento na 

concentração desses precursores, e diminuição da concentração de 

esfingolipídios mais complexos que seriam formados (WANG et al., 1991; 

RILEY et al., 1993; WANG et al., 1992). 

A Figura 5 ilustra o mecanismo de ação das fumonisinas sobre a 

biossíntese de esfingolipídios 

complexos. 
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Figura 4 – Semelhança Estrutural entre 

Fumonisinas, Esfingosina e Esfinganina. 

Fonte: WANG et al. (1992). 

 

 

 

Figura 5 – Mecanismo de Ação das Fumonisinas. 

Fonte: NORRED (1993); LINO et al. (2004). 
 

 

Os esfingolipídios são constituintes de membranas celulares, e 

participam da regulação do ciclo e comunicação celular, do controle de 

proteínas de membrana, dentre outras funções (MERRIL, 1991).  
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Além disso, os precursores esfingóides constituem a cadeia carbônica 

base para a síntese de esfingomielina, cerebrosídeos, sulfatídeos, 

gangliosídeos e outros esfingolipídios complexos importantes (MERRIL, 1991; 

WANG et al., 1991; RILEY et al., 1993).  

Esfingolipídios são, portanto, moléculas bastante bioativas, e um 

bloqueio em sua via biossintética pode acarretar disfunção de todo o 

metabolismo celular, o que explica a toxicidade observada nas células e 

tecidos contaminados com fumonisinas (WANG et al., 1991; RILEY et al., 1993; 

ABADO-BECOGNÉE et al., 1998; MERRIL, 1991). 

As fumonisinas são encontradas em milho e derivados por todo o 

mundo, constituindo um risco eminente à saúde animal e humana. Por este 

motivo, muitos estudos procuram esclarecer as características químicas, 

mecanismo de ação, genes relacionados e biossíntese das fumonisinas, a fim 

de obter uma melhor compreensão e, conseqüentemente, subsídios para o 

desenvolvimento de métodos mais adequados para a minimização da 

contaminação por fumonisinas (BROWN et al., 2006).  

Neste sentido, a compreensão da biossíntese das fumonisinas e dos 

genes relacionados, assim como sua regulação, é primordial para o 

desenvolvimento de novos métodos que visem limitar a contaminação vegetal, 

humana e animal por fumonisinas (BROWN et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Biossíntese de Fumonisinas em Fusarium verticillioides 

 
3.5.1. Origem dos Componentes das Moléculas de Fumonisinas 
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A biossíntese de fumonisinas ocorre durante o metabolismo secundário 

dos fungos produtores da micotoxina, que se inicia no final da fase exponencial 

de crescimento. As fumonisinas são sintetizadas pela via das policetidas, que é 

iniciada com moléculas de acetil – CoA provenientes do catabolismo de 

macromoléculas essenciais (GRIFFIN, 1994), conforme mostra a Figura 6.  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 6 - Via das Policetidas. 

Fonte: Adaptado de GRIFFIN (1994). 

 

 

Alguns estudos sobre a biossíntese de fumonisinas procuraram elucidar 

a origem dos componentes da molécula da toxina (BOJJA et al., 2004; 

BRANHAM e PLATTNER, 1993a; CALDAS et al., 1998; BLACKWELL et al., 

1996; PLATTNER e SHACKELFORD, 1992).  

BOJJA et al. (2004) demonstraram que a cadeia carbônica das 

fumonisinas é originada a partir de um policetídeo com 18 carbonos, que seria 

complexado a um aminoácido para originar a cadeia com 20 átomos de 

carbono.  

Primeiramente, foi observado que os carbonos de 3 a 20 da cadeia das 

fumonisinas são derivados do acetato (BRANHAM e PLATTNER, 1993a; 

BLACKWELL et al., 1996). 

A fim de esclarecer a origem dos carbonos 1 e 2, pesquisas foram 

realizadas com base na semelhança estrutural entre fumonisinas e esfingosina, 

sendo levantada a hipótese de incorporação da alanina durante os primeiros 

passos da biossíntese de FB1, o que seria análogo ao primeiro passo da via 
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dos esfingolipídeos, onde ocorre condensação entre serina e palmitoil-CoA 

para a formação de 3-ceto esfinganina, catalisada pela enzima serina 

palmitoiltransferase (BRANHAM e PLATTNER, 1993a). 

Alanina marcada com isótopo radioativo foi adicionada como precursor 

em meio de cultura de F. verticillioides. As evidências apresentadas indicaram 

que a alanina é incorporada diretamente na molécula de FB1, e de maneira 

intacta, originando os carbonos 1 e 2 da micotoxina, bem como o grupo amino 

em C-2 (BRANHAM e PLATTNER, 1993a). 

A origem de várias outras moléculas que aparecem ligadas ao esqueleto 

carbônico das fumonisinas também foi amplamente pesquisada. PLATTNER e 

SHACKELFORD (1992) investigaram a origem dos grupamentos metil das 

fumonisinas, e observaram que metionina marcada com deutério foi 

incorporada nos carbonos 12 e 16, indicando que ambos os grupos metil 

posicionados nesses carbonos são derivados da metionina. 

CALDAS et al. (1998) verificaram que o oxigênio presente nas moléculas 

de ácido tricarbalílico (TCA) da FB1 foram derivados da H2O, enquanto que as 

hidroxilas presentes na cadeia de FB1 foram originadas do oxigênio molecular. 

Também foi constatado que o grupo hidroxila do carbono 3 da FB1 é oriundo de 

um grupo carbonil, derivado do acetato, enquanto as hidroxilas dos carbonos 5, 

10, 14 e 15 são provavelmente derivadas do oxigênio molecular.  

Por fim, as moléculas de TCA parecem ser originadas do ciclo do ácido 

cítrico, ou do aconitato, ou do citrato (BLACKWELL et al., 1996; BOJJA et al., 

2004).  

 

 

 

 

 

 

 

3.5.2. Via de Biossíntese de Fumonisinas 
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Estudos em relação à via de biossíntese de fumonisinas procuraram 

esclarecer os genes que codificam para produtos envolvidos nas reações 

químicas da biossíntese, assim como a ordem em que estas reações ocorrem. 

Embora muitos estudos já tenham sido publicados a respeito do assunto, 

a rota metabólica de síntese das fumonisinas ainda não foi completamente 

esclarecida. Sabe-se, entretanto, que por apresentarem analogia à esfinganina 

e esfingosina, as fumonisinas são sintetizadas por uma rota metabólica 

semelhante a destes esfingolipídios (BRANHAM e PLATTNER, 1993a). 

As fumonisinas são sintetizadas, pelo menos em parte, por enzimas 

codificadas pelos genes FUM, que estão contidos em um cluster, localizado no 

cromossomo 1 de F. verticillioides (PROCTOR et al., 1999; PROCTOR et al; 

2003; SEO et al., 2001; DESJARDINS et al., 1996, BUTCHKO et al., 2006). 

O significado funcional desse tipo de organização gênica para a 

biossíntese de micotoxinas ainda não foi esclarecido. Provavelmente, a 

organização em cluster facilite a formação de estruturas cromossômicas 

envolvidas com a regulação da expressão gênica, ou ainda, pode refletir 

origem evolutiva comum das vias de biossíntese de micotoxinas, uma vez que 

normalmente genes envolvidos na biossíntese de metabólitos “dispensáveis”, 

como as fumonisinas, estão agrupados em clusters em fungos filamentosos 

(KELLER e HOHN, 1997; DESJARDINS et al., 1996). 

Por exemplo, os genes para biossíntese de aflatoxina e 

esterigmatocistina (BROWN et al., 1996), giberelinas (TUDZYNSKI e HOLTER, 

1998) e tricotecenos (DESJARDINS et al., 1993) encontram-se em clusters em 

todos os fungos que produzem esses metabólitos. Esses clusters incluem 

genes que codificam para enzimas, fatores de transcrição e transportadores. 

Devido à correlação entre os loci Fum de F. verticillioides, e a freqüente 

ocorrência de clusters gênicos em fungos filamentosos, é provável que pelo 

menos parte dos genes relacionados à biossíntese das fumonisinas estejam 

também em um cluster (SEO et al., 2001). 

DESJARDINS et al. (1996), PROCTOR et al. (1999) e SEO et al. (2001) 

foram os primeiros a caracterizar o cluster gênico das fumonisinas, cuja 

identificação facilitou estudos diretos sobre os genes relacionados à 

biossíntese. 
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O cluster gênico das fumonisinas consiste de 17 genes caracterizados, 

denominados FUM1 a FUM3, FUM6 a FUM8, FUM10, FUM11, FUM13 a 

FUM21. O papel de alguns destes genes foi determinado por meio da deleção 

dos mesmos, com conseqüente geração de linhagens mutantes, as quais 

forneceram os subsídios necessários para os estudos de função dos genes. O 

produto previsto de cada gene foi determinado por meio de análises de 

similaridade de seqüência com outros genes de função conhecida (PROCTOR 

et al.; 1999; PROCTOR et al.; 2003; BUTCHKO et al., 2003a; 2006; BOJJA et 

al., 2004; BROWN et al., 2007), conforme mostra a Tabela 2.  

Análises de seqüências de aminoácidos indicaram que 11 desses genes 

são previstos como codificadores de enzimas que catalisam reações 

bioquímicas (FUM1 – FUM3; FUM6 – FUM8; FUM10; FUM13 – FUM16). Dois 

são previstos como codificadores de transportadores (FUM11 e FUM19), dois 

como codificadores de fatores de longevidade (FUM17 e FUM18), 

provavelmente com função de autoproteção, um com função desconhecida 

(FUM20) e outro atuando como regulador (FUM21) (BUTCHKO et al., 2003a). 

Embora a via de biossíntese de fumonisinas ainda não tenha sido 

completamente esclarecida, BUTCHKO et. al. propuseram em 2006 uma 

versão atualizada e mais completa de como as reações desta via poderiam 

ocorrer (Figura 7). 

A biossíntese começa com a reação catalisada pela policetídeo sintase 

(PKS) Fum1p, na qual uma molécula de acetil-CoA, 8 moléculas de malonil-

CoA e duas moléculas de metionina sob forma de S-adenosil são 

condensadas, gerando um policetídeo de 18 carbonos (BOJJA et al., 2004; 

BUTCHKO et al., 2006). 

Ressalta-se que o gene FUM1, que codifica para Fum1p mostrou-se 

essencial para a biossíntese de fumonisinas, uma vez que foi observado que a 

transformação de G. fujikuroi com um cosmídeo carregando este gene 

aumentou a produção de fumonisinas, além de restaurar a produção da toxina 

em linhagens não produtoras. A interrupção do gene provocou redução de mais 

de 99% na produção de fumonisinas por G. fujikuroi (PROCTOR et al., 1999).  

Em 1996, DESJARDINS et al. por meio de análises de genética clássica 

de variantes naturais de F. verticillioides com fenótipos de produção de 

fumonisina alterados, identificaram três loci importantes para a biossíntese de 
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fumonisinas. Foi observado que o locus Fum1 confere a capacidade de 

produzir fumonisinas, de tal forma, que linhagens que apresentam defeitos 

neste locus não produzem fumonisinas. 

Posteriormente, foi observado que o locus Fum1 e FUM5 eram o mesmo 

gene, e a denominação de FUM5 passou a ser FUM1 (DESJARDINS et al., 

2002). 

Após a ação da PKS Fum1p, resultando na formação da cadeia de 18 

carbonos, ocorre condensação da alanina, formando uma molécula de 20 

carbonos, com o grupo amino no carbono 2 e grupos metil nos carbonos 12 e 

16, reação catalisada pela aminoacil transferase Fum8p, codificada por FUM8 

(BOJJA et al., 2004; BUTCHKO et al., 2006). 

Fum8p é homólogo à serina palmitoiltransferase que catalisa o primeiro 

passo da via dos esfingolipídeos, produzindo 3-cetoesfinganina a partir de 

serina e palmitoil-CoA (YI et al., 2005).  

Assim como FUM1, o gene FUM8 também se mostrou essencial para a 

biossíntese de fumonisinas, uma vez que a interrupção desse gene provocou 

bloqueio na produção das toxinas (SEO et al., 2001). 

O próximo passo da via de biossíntese é catalisado pela citocromo P450 

monoxigenase/redutase Fum6p, que promove oxidação nos carbonos 14 e 15. 

O gene FUM 15 também codifica para uma citocromo P450 monoxigenase, e 

poderia desempenhar um papel junto a FUM6 e/ou FUM2. Entretanto, a 

deleção de FUM15 não provocou efeito observável na produção de 

fumonisinas (PROCTOR et al., 2003; BOJJA et al., 2004; BUTCHKO et al., 

2006). A interrupção do gene FUM6 também provocou bloqueio na síntese de 

fumonisinas (SEO et al., 2001; BOJJA et al., 2004).  

O intermediário 3-ceto resultante da ação de Fum6p sofre redução no 

grupo carbonil localizado no carbono 3 da cadeia policetídica, com 

conseqüente formação de um grupo hidroxila neste local. A enzima que 

catalisa este passo é a Fum13p, uma carbonil redutase codificada por FUM13 

(BUTCHKO et al., 2003a; BOJJA et al., 2005; YI et al., 2005; BUTCHKO et al., 

2006). 

Tabela 2 – Produtos Previstos dos Genes que Participam da Biossíntese de  

Fumonisinas 
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Gene Produto Previsto Referência 

FUM1 (FUM5*) Policetídeo sintase 
DESJARDINS et al., 1996 

PROCTOR et al, 1999 

FUM2 (FUM12*) 
Citocromo P450 

monoxigenase/redutase 

DESJARDINS et al., 1996 

PROCTOR et al, 2006 

FUM3 (FUM9*) Dioxigenase DESJARDINS et al., 1996 

FUM6 
Citocromo P450 

monoxigenase/redutase 
SEO et al., 2001 

FUM7 Desidrogenase 
SEO et al., 2001 

BUTCHKO et al., 2006 

FUM8 Oxoamina sintase SEO et al., 2001 

FUM10 Acil-CoA graxo sintetase BUTCHKO et al., 2006 

FUM11 Transportador tricarboxilato 
PROCTOR et al., 2003 

BUTCHKO et al., 2006 

FUM13 Carbonil redutase 
BUTCHKO et al., 2003a 

YI et al., 2005 

FUM14 
Domínio de condensação da 

peptídeo sintase 
BUTCHKO et al., 2006 

FUM15 
Citocromo P450 

monoxigenase/redutase 
PROCTOR et al., 2003 

FUM16 Acil-CoA graxo sintetase BUTCHKO et al., 2006 

FUM17 Fator de longevidade BUTCHKO et al., 2003a 

FUM18 Fator de longevidade BUTCHKO et al., 2003ª 

FUM19 Transportador ABC 
PROCTOR et. al, 2003 

BOJJA et al.,  2004 

FUM20 Função desconhecida BROWN et al., 2005 

FUM21 
Fum21p – regulação da 

biossíntese 
BROWN et al., 2007 

    * Denominação anterior 
 

Simultaneamente às reações acima descritas, os transportadores 

tricarboxilatos, codificados por FUM11, promovem o transporte de precursores 
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tricarboxílicos e ésteres tricarbalílicos (TCAs) da mitocôndria, onde poderiam 

ser produzidos como resultado do ciclo do ácido cítrico, para o citoplasma, 

onde serão utilizados na síntese de fumonisinas (BUTCHKO et al., 2006). 

A proteína prevista para FUM11 exibe alto grau de similaridade a 

transportadores tricarboxilato de ligação a membranas, presentes nas 

mitocôndrias. Além disso, apesar dos níveis de fumonisinas produzidas em 

linhagens mutantes em FUM11 serem semelhante à linhagens selvagens, 

grande parte das toxinas apresentaram-se parcialmente hidrolisadas, indicando 

que este gene provavelmente não é essencial para a produção de fumonisinas 

e TCA, mas que a disponibilidade de TCA provavelmente estava limitada. 

Portanto, a proteína codificada por FUM11 pode elevar os níveis de TCA e, 

conseqüentemente, de fumonisina íntegras produzidas (PROCTOR et al., 

2003; BUTCHKO et al., 2006).  

A partir deste ponto, a via de biossíntese de fumonisinas se ramifica. 

Para a produção de fumonisinas B2 e B4, o intermediário resultante da ação de 

Fum13p é adicionado das moléculas de TCA (reações descritas 

posteriormente). Entretanto, quando há produção de fumonisinas B1 e B3, um 

passo é adicionado à via. Neste passo, catalisado pela proteína codificada por 

FUM2, Fum2p (citocromo P450 monoxigenase), ocorre a hidroxilação do 

carbono 10 da cadeia policetídica (DESJARDINS et al., 1996; BUTCHKO et al., 

2003a; BUTCHKO et al., 2003b; BOJJA et al., 2004; PROCTOR et al., 2006; 

BUTCHKO et al., 2006).  

Para serem adicionadas à cadeia policetídica, as moléculas precursoras 

dos TCA são modificadas pela desidrogenase Fum7p, codificada por FUM7. Os 

precursores das reações neste ponto da via ainda não foram totalmente 

esclarecidos. Entretanto, o substrato para a desidrogenase de Fum7p, ou o 

precursor dos TCAs, é possivelmente o cis – aconitato, devido a sua 

semelhança estrutural com TCA. Além disso, o cis – aconitato é um 

intermediário do ciclo do ácido cítrico, e, portanto, poderia ser utilizado na 

biossíntese de fumonisinas. No entanto, é possível que outros ácidos 

tricarboxílicos sejam precursores do TCA, como por exemplo, o citrato 

(BUTCHKO et al., 2006).  

De acordo com o precursor, a enzima Fum7p poderia atuar de duas 

maneiras distintas. Caso o precuror seja o aconitato, a proteína catalisa a 
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redução da dupla ligação (função alceno) antes da esterificação na cadeia das 

fumonisinas, uma vez que as moléculas de TCA apresentam uma função 

alceno antes de serem esterificadas à cadeia da fumonisina. Caso o precursor 

seja o citrato, a desidrogenase poderia remover a hidroxila do carbono 3 do 

citrato, formando TCA. Essas reações poderiam ocorrer antes ou depois das 

reações de ativação, catalisada por FUM10, e esterificação, catalisada por 

FUM14 (SEO et al., 2001; PROCTOR et al., 2003; BOJJA et al., 2004; 

BUTCHKO et al., 2006). 

A reação de ativação envolve a tioesterificação dos TCA com CoA, 

catalisada por Fum10p, uma acil-Coa graxo sintetase. Assim como FUM10, a 

proteína prevista para FUM16 é uma acil – CoA sintetase, que pode estar 

envolvida na ativação das moléculas de TCA com a coenzima A. Entretanto, ao 

contrário dos mutantes para FUM10, os mutantes para FUM16 não exibiram 

produção de fumonisinas alterada em relação à linhagem selvagem . Portanto, 

enquanto FUM10 é essencial para a formação dos ésteres tricarbalílicos, 

FUM16 não é (PROCTOR et al., 2003; BUTCHKO et al., 2006).  

Finalmente, a enzima de condensação codificada por FUM14 promove a 

esterificação dos TCAs ativados aos átomos de oxigênio nos carbonos 14 e 15 

da cadeia do policetídeo (BUTCHKO et al., 2006).  

Uma vez que mutantes para FUM10 e FUM14 apresentaram acúmulo 

apenas das formas hidrolisadas de fumonisinas desprovidas do grupo hidroxila 

no carbono 5 (FB3 e FB4 hidrolisadas), ao invés de hidrolisados de FB1, a 

esterificaçao dos TCAs deve ocorrer antes da hidroxilação no carbono 5 

(BUTCHKO et al., 2006).  

Neste ponto da via, já estão formadas FB3 e FB4. Para a formação dos 

análogos B1 e B2, as reações se confluem novamente. As moléculas de FB3 e 

FB4 sofrem ação da Fum3p, codificada pelo gene FUM3, que catalisa a 

hidroxilação no carbono 5 dos policetídeos. A evidência para a função desta 

proteína foi observada por BUTCHKO et al. (2003b), que demonstraram que 

mutantes para FUM3 produziram apenas FB3 e FB4, desprovidas de hidroxila 

no carbono 5. Os mesmos autores demonstraram que FUM9 e o locus Fum3 

eram o mesmo gene, cuja denominação passou a ser FUM3.  
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Figura 7 - Via de Biossíntese de Fumonisinas  

Fonte: Adaptado de BOJJA et al. (2004) e BUTCHKO et al. (2006) 

 

 

Portanto, Fum3p é responsável por gerar FB1 quando catalisa a 

hidroxilação do carbono 5 nos análogos B3, e por gerar FB2 quando catalisa a 

hidroxilação do carbono 5 nos análogos B4 (BUTCHKO et al., 2003a; 

BUTCHKO et al., 2003b;  DING et al., 2004). 

O transporte extracelular das micotoxinas sintetizadas é realizado pela 

proteína codificada por FUM19, um transportador ABC – cassete de ligação de 

ATP (PROCTOR et. al 1999; PROCTOR et. al, 2003; BOJJA et al.,  2004; 

LÓPEZ – ERRASQUÍN et al., 2007). 

1x acetil – Coa  
8x malonil – Coa 
2x metionina 
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Deve-se ressaltar que o entendimento da via de biossíntese das 

fumonisinas é importante para pesquisas que visem à detoxificação de 

alimentos, e para a aplicação de estratégias genéticas e de biologia molecular 

com a finalidade de minimização da ocorrência das referidas micotoxinas 

(BRANHAM e PLATTNER, 1993a).  

 

 
3.5.3. Regulação da Biossíntese de Fumonisinas 
 

A regulação da transcrição de metabólitos secundários pode ser afetada 

positiva ou negativamente por fatores de transcrição de amplo ou curto 

espectro de ação, ou ainda por reguladores globais (BROWN et al., 2007). 

Os fatores de transcrição de curto espectro de ação são normalmente 

codificados por genes localizados dentro do cluster responsável pela 

biossíntese do metabólito secundário, e estimulam a transcrição dos genes 

desse cluster (BROWN et al., 2007). 

Por outro lado, fatores de transcrição globais e de amplo espectro de 

ação são codificados por genes localizados em regiões do genoma que não o 

cluster biossintético do metabólito, e em geral influenciam diversos processos 

fisiológicos, respondendo a fatores ambientais, como pH, temperatura, 

nutrientes, dentre outros (BROWN et al., 2007).  

Apesar de o conhecimento a respeito da regulação da biossíntese de 

fumonisinas ser ainda limitado, alguns genes foram relatados como influentes 

no processo, participando ou impactando na biossíntese das fumonisinas por F. 

verticillioides (WOLOSHUK e SHIM, 2001; FLAHERTY et. al, 2003; FLAHERTY 

e WOLOSHUK, 2004; BROWN et al., 2007).  

O gene FCC1 foi o primeiro a ser descrito como regulador da 

biossíntese de fumonisinas. WOLOSHUK e SHIM (2001) demonstraram que a 

interrupção desse gene resulta em não produção de FB1 quando os mutantes 

são cultivados em milho. Trata-se, portanto, de um gene regulador positivo, que 

apresenta alta similaridade com ciclinas tipo C de Saccharomyces cerevisiae. 

As ciclinas codificadas por FCC1 participam na ativação/repressão 

transcricional de genes associados a respostas ao stress e ao 

desenvolvimento, e provavelmente atuam em conjunto com as quinases 
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dependentes de ciclina codificadas pelo gene FCK1 (WOLOSHUK e SHIM, 

2001; BLUHM e WOLOSHUK, 2006) 

Outro gene regulador descrito, o PAC1, codifica para uma proteína que 

pode atuar como repressora da biossíntese de fumonisinas apenas em 

condições alcalinas, atuando independentemente do gene FCC1 (FLAHERTY 

et. al, 2003). 

O gene ZFR1 codifica para um regulador indireto da via biossintética 

das fumonisinas, sendo que os mutantes com este gene interrompido não 

deixaram de produzir as micotoxinas, mas passaram a produzi-las em menores 

concentrações (FLAHERTY e WOLOSHUK, 2004). 

BLUHM et al. (2008) demonstraram que o gene ZFR1 pode ser 

requerido para a expressão do gene FST1, que codifica para um transportador 

de açúcares, e possivelmente para a expressão de outros genes similares. 

Uma vez que a entrada de açúcares nas células fúngicas desempenha um 

papel importante para a colonização dos grãos, além de induzir a produção de 

fumonisinas, ZFR1 poderia regular a biossíntese dessas micotoxinas 

indiretamente, através da disponibilidade de transportadores de açúcares. 

O único gene descrito como regulador e presente dentro do cluster das 

fumonisinas é o FUM21.  A presença de um domínio de ligação Zn(II)2Cys6 na 

proteína prevista para esse gene sugere que ele esteja envolvido na regulação 

transcricional. As pesquisas realizadas com esse gene demonstraram sua 

importância para a biossíntese de fumonisinas, uma vez que a sua deleção 

acarretou pouca ou nenhuma produção de toxina. Os mutantes 

complementados com o gene tiveram a capacidade de produzir fumonisinas 

restaurada (BROWN et al., 2007).  
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3.6. Medidas de Controle e Minimização da Ocorrência de Fusarium 

verticillioides e Fumonisinas em Grãos de Milho 

  

O milho não é somente um dos principais cereais cultivados em todo o 

mundo, mas é também uma das culturas mais sujeitas à contaminação por 

micotoxinas (MUNKVOLD, 2003). 

A ocorrência de micotoxinas em milho é afetada principalmente pelo 

clima e pela geografia, mas também sofre influência de sistemas de plantio, 

práticas de cultivo, manejo pós-colheita dos grãos, dentre outros (MUNKVOLD, 

2003; BAPTISTA et al., 2004; REYNERI, 2006).  

O efeito maléfico das micotoxinas e patologias causadas por Fusarium 

verticillioides em grãos de milho é reconhecido há bastante tempo, entretanto, 

o manejo e minimização de suas ocorrências permanece ainda oneroso e 

inadequado (MUNKVOLD, 2003). 

Diversas estratégias têm sido estudadas como possíveis soluções para 

esse problema. A minimização da ocorrência de fumonisinas e F. verticillioides 

pode ser alcançada por meio de práticas de cultivo pré e pós-colheita, controle 

durante a colheita, ou ainda por meio de estratégias genéticas e de 

descontaminação (DUVICK, 2001; MUNKVOLD, 2003; BAPTISTA et al., 2004; 

SORIANO e DRAGACCI, 2004; REYNERI, 2006).  

Diversos métodos de descontaminação físicos, químicos e biológicos 

são descritos na literatura. Muitos desses métodos apresentam resultados 

promissores em relação à ocorrência de fumonisinas, entretanto, não existe 

ainda um método que seja eficaz para a grande gama de micotoxinas que co-

ocorrem em grãos de milho, o que torna os processos de descontaminação 

onerosos e, portanto, inaplicáveis em sua maioria. Além disso, a maioria dos 

métodos de descontaminação foi estudada apenas in vitro, sendo que seus 

resultados e sua eficácia não necessariamente se aplicam in vivo 

(MUNKVOLD, 2003; SORIANO e DRAGACCI, 2004). 

Além dos métodos de descontaminação, algumas estratégias genéticas 

têm sido pesquisadas para minimizar a ocorrência de fumonisinas em milho. 

Algumas dessas estratégias baseiam-se na utilização de híbridos de milho 

resistentes a F. verticillioides; e embora certo progresso tenha sido atingido, 

híbridos altamente resistentes ainda não se encontram disponíveis para 
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utilização. O desenvolvimento de transgênicos também tem sido amplamente 

pesquisado, mas os resultados desses estudos não são ainda aplicáveis, e 

muitos anos podem ser necessários para que um resultado satisfatório seja 

atingido (DUVICK, 2001; MUNKVOLD, 2003). 

 Portanto, atualmente as estratégias mais eficazes e utilizadas para o 

controle e minimização da ocorrência de fumonisinas em milho são práticas de 

cultivo. Dentre essas estratégias, pode-se citar o manejo da infestação por 

insetos e dos resíduos de cultivos anteriores, a rotação de culturas, manejo do 

tempo de colheita e de condições de armazenamento dos grãos, fertilização do 

solo, aplicação de fungicidas, dentre outros (MUNKVOLD, 2003; REYNERI, 

2006). 

Devido ao escopo desta pesquisa, enfoque especial será dado à 

fertilização nitrogenada e utilização de fungicidas como medidas de controle e 

minimização da ocorrência de fumonisinas e F. verticillioides em milho. 

 

 

3.6.1. Fertilização Nitrogenada 

 

O nitrogênio é o macronutriente mais importante para cultura de milho, 

sendo componente de diversas proteínas, enzimas, co-enzimas, ácidos 

nucléicos e citocromos (BÜLL, 1993). O emprego adequado do fertilizante pode 

aumentar significativamente a área foliar e a produção de matéria seca, 

acarretando em maior produtividade, e consequentemente, maiores lucros 

(ARAÚJO et al., 2004). 

A uréia é um dos fertilizantes nitrogenados mais utilizados no Brasil 

(corresponde a 60% dos fertilizantes nitrogenados empregados na agricultura 

brasileira), apresentando diversas vantagens, como alta concentração de 

nitrogênio (45%), baixo custo de transporte, alta solubilidade, baixa 

corrosividade e facilidade de mistura com outras fontes. Entretanto, a uréia 

apresenta como desvantagem alta higroscopicidade e facilidade de perda por 

volatilização de N-NH3 quando aplicada à superfície do solo, em decorrência da 

presença da enzima urease produzida por microrganismos do solo (RAIJ, 1991; 

OVERREIN e MOE, 1967). 
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A incorporação de inibidores de urease é uma alternativa para prevenir 

a perda de nitrogênio devido à hidrólise por urease. O inibidor inativa a urease, 

retardando o início da reação de hidrólise e diminuindo, portanto, as perdas por 

volatilização (CARMONA et al., 1990; MOBLEY e HAUSINGER, 1989; 

KORNDORFER e MARTINS, 1992).  

Em relação a doses de fertilizante nitrogenado aplicadas, apesar de o 

excesso de nitrogênio geralmente promover maiores produtividades, as 

condições para infestação fúngica podem também ser favorecidas em 

decorrência de um crescimento vegetativo mais prolongado, que aumentaria a 

exposição das folhas a patógenos, e de maior expansão foliar, que tornaria as 

paredes celulares mais delgadas e, portanto, mais vulneráveis à penetração 

fúngica (HASSEGAWA et al., 2008; BLANDINO et al., 2008). 

Por outro lado, plantas de milho expostas ao estresse por falta de 

fertilidade do solo também são altamente susceptíveis à infecção por 

microrganismos. Diversos autores relataram alta incidência de patologias 

causadas por fungos toxigênicos no milho associadas a condições de estresse 

durante o cultivo (MILLER, 2001; WIDSTROM, 1996; BLANDINO et al., 2008;).  

LISKER e LILLEHOJ (1991) demonstraram que altos níveis de 

aflatoxinas podem estar relacionados a estresses por deficiência de nutrientes, 

em especial nitrogênio.  

A aplicação de doses mais altas de nitrogênio (aproximadamente 200 

Kg/ha) em geral reduz a ocorrência de aflatoxinas e fumonisinas (JONES e 

DUNCAN, 1981; HASSEGAWA et al., 2008; BLANDINO et al., 2004). 

A repressão da síntese de fumonisinas em altas doses de nitrogênio foi 

também observada em estudos in vitro em meios de cultivo líquidos por SHIM e 

WOLOSHUK (1999). A pesquisa desses autores foi executada em meio líquido 

contendo fosfato de amônio em concentrações de 1,25, 2,5, 10 e 20 mM, 

sendo constatado que nos meios com menores concentrações de nitrogênio, a 

síntese de fumonisinas iniciou antes de 18 horas após a inoculação, enquanto 

que nos meios contendo 10 e 20 mM de fosfato de amônio, a síntese de 

fumonisinas ocorreu 75 e 125 horas após a inoculação, respectivamente. Além 

disso, a adição de fosfato de amônio em concentrações de 10 e 20 mM em 

cultivos de meio sólido constituídos de milho triturado reprimiu a síntese de 
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fumonisinas em 97% e 99%, respectivamente, após uma semana, sendo que a 

repressão foi observada durante as três semanas totais do experimento.  

Os dados desses autores demonstram que a biossíntese de 

fumonisinas é regulada por mecanismos que envolvem a repressão metabólica 

por nitrogênio, sugerindo que estratégias de controle que visem os elementos 

regulatórios do metabolismo do nitrogênio podem ser eficientes para reduzir a 

contaminação de alimentos por fumonisinas (SHIM e WOLOSHUK, 1999). 

BLANDINO et al. (2008) avaliaram a influência de diferentes doses 

(100, 200, 300 e 400 Kg/ha) e fontes de nitrogênio (uréia e fertilizante de 

liberação lenta) na ocorrência de micotoxinas em safras de 2000, 2001 e 2002. 

Os resultados demonstraram que mais de 80% da contaminação por 

fumonisinas ocorreu em situações de deficiência de nitrogênio. Entretanto, 

doses muito elevadas de fertilizante nitrogenado também favoreceram a 

contaminação por fumonisinas. Portanto, uma aplicação balanceada de 

fertilizante nitrogenado seria a melhor solução para prevenir a contaminação de 

grãos de milho por fumonisinas.  

Além disso, foi demonstrado que a fonte de nitrogênio também 

influencia na contaminação por micotoxinas. Para fumonisinas, a utilização de 

uréia (200 Kg/ha) está relacionada à menor ocorrência destas micotoxinas, 

enquanto que a utilização na mesma concentração de fertilizante de liberação 

lenta favoreceu a ocorrência de fumonisinas, em todos os anos avaliados. Esse 

fenômeno ocorre porque o fertilizante de liberação lenta pode promover um 

prolongamento da fase vegetativa (staygreen) nas plantas de milho, até mesmo 

no ultimo período de amadurecimento, fornecendo melhores condições para o 

desenvolvimento fúngico (BLANDINO et al., 2008).  

Desta maneira, o suprimento adequado de nutrientes em culturas de 

milho deve fornecer boa produtividade e ao mesmo tempo diminuir o risco de 

contaminação por micotoxinas. Entretanto, a quantidade de fertilizante 

nitrogenado que deve ser aplicado com esse objetivo não é fácil de definir, uma 

vez que tanto a produtividade, quanto a contaminação por micotoxinas podem 

ser também influenciadas por outros fatores e técnicas de cultivo, como época 

de plantio, densidade de plantas, híbridos utilizados, microclima, interação com 

outros nutrientes (BLANDINO et al., 2008; HASSEGAWA et al., 2008).  
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A fertilização nitrogenada, em geral, mostra-se como um fator de 

extrema importância para a contaminação por fumonisinas em grãos de milho, 

podendo ser utilizada para diminuir os riscos de contaminação por micotoxinas. 

Ressalta-se, no entanto, que além da concentração, a fonte de nitrogênio 

parece estar correlacionada à produção de micotoxinas em milho, e deve ser 

também explorada a fim de minimizar a ocorrência dessas toxinas e dos fungos 

que as produzem, proporcionando maior segurança alimentar (BLANDINO et 

al., 2008; HASSEGAWA et al., 2008). 

 
 

3.6.2. Fungicidas  
 

Atualmente, uma das maneiras consideradas como mais eficazes para 

reduzir os danos causados por F. verticillioides no milho é o tratamento químico 

de sementes. Uma vez que os defensivos agrícolas são amplamente utilizados 

para o controle de doenças provocadas por fungos toxigênicos em milho, 

muitos estudos procuram investigar a eficácia dos princípios ativos dos 

fungicidas no controle e ocorrência desses fungos, bem como a sua influência 

na produção de micotoxinas pelos mesmos (MORAES et al., 2003; D’MELLO et 

al., 1998).  

Contudo, tanto os estudos conduzidos em laboratórios com culturas 

puras de patógenos, quanto aqueles conduzidos em testes de campo com 

culturas de milho, apresentam resultados muitas vezes contraditórios no que 

diz respeito à eficiência dos fungicidas no controle de ocorrência de fungos e 

micotoxinas (D’MELLO et al., 1998). 

MUSS e FRANK (1985) demonstraram que diferentes concentrações 

de tridemorfe influenciaram o crescimento e a produção de toxinas T-2 por F. 

sporotrichioides. Baixas concentrações, variando de 6 a 8 µg/mL, não foram 

suficientes para controlar o crescimento do fungo, porém reduziram a  

produção de toxina T-2 e diacetoxiscirpenol (DAS). Concentrações mais 

elevadas (30 a 50 µg/mL) inibiram o crescimento fúngico em mais de 50%, mas 

aumentaram a produção de toxina T-2 em 5 vezes. 

Em contraste, o tratamento de sementes de milho com 50 µg/mL de 

maneb para infecções provocadas por Fusarium graminearum  proporcionou 
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boa qualidade de controle tanto do crescimento fúngico quanto da produção de 

zearalenona (ZEA), in vivo e in situ (DRAUGHTON e CHURCHVILLE, 1985). 

MATTHIES e BUCHENAUER (1996) testaram uma ampla gama de 

fungicidas utilizados comumente na Alemanha, e constataram que tridemorfe e 

fenopropimorfe não surtiram efeito na produção de desoxinivalenol (DON), 

enquanto que benomyl, tiabendazole, procloraz e tebuconazole inibiram a 

incidência da toxina, quando utilizados em concentrações de 0,5 a 1,0 µg/mL. 

Por outro lado, tubiconazole (0,1 µg/mL) induziu a produção da micotoxina em 

aproximadamente 4 vezes.  

Estudos realizados com Fusarium culmorum demonstraram que a 

presença de procloraz e tebuconazole em concentrações de 2 e 8 µg/mL no 

meio de cultivo, promoveram aumento da expressão do gene Tri5, que codifica 

para a tricodieno sintase, enzima que catalisa a primeira reação na biossíntese 

de tricotecenos, podendo induzir a produção dessa micotoxina (DOOHAN et. 

al, 1999). 

Por outro lado, SIRANIDOU e BUCHENAUER (2001) demonstraram 

que a aplicação de tebuconazole e metconazole reduziu a incidência de 

doenças provocadas por F. culmorum no trigo em 60 a 70%, e o conteúdo de 

DON em 50 a 70%. Em contraste, os fungicidas clorotalonil, procloraz e 

benomyl não surtiram efeito no controle de doenças provocadas pelo fungo no 

trigo. 

A eficiência da proteção química sobre plantas agriculturáveis 

depende, portanto, do tipo de fungicida aplicado, e do fungo patogênico que 

deve ser controlado. Além disso, a eficiência dos fungicidas pode estar 

relacionada à dose aplicada, e a fatores ambientais, como disponibilidade de 

água e temperatura (KOLOMBET et al., 2006; MAGAN et al., 2002).     

O fato da aplicação de fungicidas poder estimular a produção de 

micotoxinas é de extrema importância, uma vez que, atualmente, o controle de 

F. verticillioides no milho é realizado principalmente com a utilização de 

fungicidas. Muitos são os fungicidas utilizados no Brasil, e regulamentados pela 

ANVISA, entretanto, um dos fungicidas mais utilizados é o fludioxonil + 

metalaxyl – M.  

Fludioxonil é um fungicida de contato, com amplo espectro, que atua 

sobre histidinas quinases denominadas MAP (Mitogen Ativated Protein). As 
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MAP quinases estão envolvidas na transdução de sinais extracelulares, sendo 

importantes para a manutenção, regulação do crescimento e diferenciação 

celular, crescimento invasivo de hifas e virulência, conidiação e germinação de 

conídios (XU, 2000). Fludioxonil apresenta limitada absorção pela semente e 

pequena translocação dentro da plântula. O metalaxyl – M atua sobre a RNA 

polimerase I, afetando diversos processos metabólicos; penetra no tegumento 

da semente, sendo sistemicamente translocado a todas as partes da planta 

durante a germinação. 

De acordo com GOULART e FIALHO (2001), fludioxonil + metalaxyl – 

M proporcionou acréscimo de 56% no rendimento de grãos. MORAES et al. 

(2003) também demonstraram que os princípios ativos mais eficazes para o 

controle do crescimento de F. verticillioides in vitro foram captan + 

tiabendazole, seguidos de fludioxonil + metalaxyl – M. No entanto, apesar de 

promoverem maior controle no crescimento e incidência de F. verticillioides, 

não há estudos evidenciando o efeito destes fungicidas em relação à produção 

de fumonisinas. É, portanto, necessária uma melhor compreensão dos efeitos 

de fungicidas sobre a produção de fumonisinas por F. verticillioides.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1. Delineamento Experimental para Avaliação do Efeito da Fertilização 
Nitrogenada sobre a Contaminação de Milho por Fungos e Fumonisinas 

Plantio do híbrido Pioneer 30F53 – 
5 sementes por metro linear 

(03/10/2007) 

Aplicação de fertilizante 
nitrogenado – uréia ou uréia + 

NBPT 
(05/11/2007) 

Coleta de 3 espigas de milho por 
parcela (tratamento) 

Debulhamento manual e 
homogeneização 

Armazenamento 
(-20 ºC) 

Trituração (50 “mesh”) Armazenamento 
(-20 ºC) 

Avaliação da microbiota fúngica 

Extração de Fumonisinas 

Determinação de Fumonisinas 
(CLAE) 
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4.1.1. Caracterização da Área Experimental 

 

O experimento foi conduzido no município de Mauá da Serra (latossolo 

vermelho, cultivado por 30 anos sob sistema de semeadura direta), região 

norte do Paraná (23°58' S e 51°19' W, altitude média de 847 m). O clima é do 

tipo subtropical Cfb (C – clima temperado; f – clima úmido, com precipitação 

durante todos os meses do ano e inexistência de estação seca definida; b – 

verão temperado), segundo a classificação de Köeppen, com temperaturas médias 

entre 16 ºC e 22 ºC, amplitude térmica anual entre 5 ºC e 9 ºC, e precipitação de 

1300 a 1500 mm/ano.  

 

 

4.1.2. Sistema de Plantio e Fertilização Nitrogenada 
 

O híbrido de milho simples Pioneer 30F53 foi cultivado semeando cinco 

sementes por metro linear, em sistema de semeadura direta, no dia 03 de 

Outubro de 2007.  

As unidades experimentais (parcelas) constituíram-se de 6 linhas com 

8,0 m de comprimento e 0,70 m de espaçamento, considerando-se como área 

útil as 4 linhas centrais, desprezando-se 1,5 m em cada extremidade (Anexo 1). 

O experimento foi constituído de 8 tratamentos com 5 repetições cada 

(Anexo 2), envolvendo duas fontes de nitrogênio (Uréia e Uréia + NBPT – [N-

(n-butil) triamida tiofosfórica]) e 3 doses de nitrogênio em cobertura (40, 120 e 

200 Kg/ha).  

A aplicação das fontes de nitrogênio foi realizada no dia 05 de 

Novembro de 2007, sendo que todos os tratamentos receberam 40 Kg/ha de 

nitrogênio na linha de semeadura, com exceção de um tratamento controle, 

que foi executado sem aplicação de nitrogênio tanto na semeadura quanto em 

cobertura. Um outro tratamento controle recebeu somente 40 Kg/ha na 

semeadura, não sendo submetido à aplicação de fontes de nitrogênio em 

cobertura.  

 A amostragem constituiu na coleta de 3 espigas de milho por 

parcela, que foram debulhadas manualmente, homogeneizadas e 

armazenadas em pacotes de polipropileno a -20 ºC. Posteriormente, as 
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amostras foram trituradas até granulometria de 50 “mesh”, sendo estocadas em 

pacotes de polipropileno a -20 ºC para análises posteriores de microbiota 

fúngica e determinação de fumonisinas. 

 
 

4.1.3. Avaliação da Microbiota Fúngica 
 

Uma alíquota de 10 g de milho triturado (50 “mesh”) foi homogeneizada 

em 90 mL de água peptonada estéril 0,1% (v/v) e submetida a diluições 

seriadas em tubos contendo 9,0 mL do mesmo diluente até 10-5. Uma alíquota 

de 1 mL de cada diluição foi transferida para placas de Petri (em duplicata) 

contendo ágar batata dextrosado (BDA - pH 4,0) adicionado de 50 g/mL de 

cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25 ºC por 6 dias, procedendo-se à 

contagem e identificação dos gêneros de acordo com os métodos preconizados 

por NELSON et al. (1983), SINGH et al. (1991) e SAMSON et al. (1995). Uma 

representação esquemática da metodologia utilizada para análise da microbiota 

fúngica é mostrada no Anexo 3. 
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4.2. Delineamento Experimental para Experimentos com Fungicida 
 

Cepa 103F de F. verticillioides Ativação em BDA por 7 dias 
(B.O.D. – 25 ºC) 

106 esporos 

Inoculação em 50 mL de meio líquido 
definido (JIMÉNEZ et al., 2003) 

Incubação por 14 dias (180 rpm, 28 ºC) Incubação por 10 dias (180 rpm, 28 ºC) 
 

Filtragem a vácuo 

Extrato livre de células 
 

Extração de Fumonsinas  

Determinação de Fumonsinas 
(CLAE) 

Extração de RNA  

Análise de pureza e 
quantificação de RNA  

Síntese de cDNA  

Teste de primers 

Análise da expressão dos genes 
FUM1, FUM21 e TUB2  
  (PCR em tempo real) 

24 hora após inoculação: 
 

 75 µL de Maxim – XL (tratamentos) 
 75 µL de água ultra – pura (controles) 

 

Biomassa 
 

Desenho de 
primers 
(FUM1, 
FUM21 , 
TUB2) 
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4.2.1. Cepa de Fusarium verticillioides  
 

Foi utilizada a cepa 103 F de Fusarium verticillioides, gentilmente 

cedida pela Profa. Dra. Elisa Yoko Hirooka, do Departamento de Ciências e 

Tecnologia de Alimentos (DCTA) – Centro de Ciências Agrárias da 

Universidade Estadual de Londrina.  

 

 

4.2.2. Cultivo de Fusarium verticillioides 

 

Foi utilizado meio líquido definido (JIMÉNEZ et al., 2003), com a 

seguinte composição em 1 litro: 

 

 0,5 g de extrato de malte; 1 g de extrato de levedura; 1 g de 

peptona micológica; 1 g de KH2PO4; 0,3 g de MgSO4.7H2O; 0,3 g de 

KCl; 1 ml de solução de CuSO4.H2O a 0,05 g/L e 1 ml de solução de 

ZnSO4.7H2O a 0,01 g/L, 20 g/L de frutose. 

 

O meio de cultura foi autoclavado a 120 °C por 20 minutos, com 

exceção da frutose, que foi esterilizada separadamente em vapor fluente por 40 

minutos, e posteriormente adicionada assepticamente aos outros componentes 

do meio de cultivo.  

Uma suspensão de esporos (106 esporos/mL) de F. verticillioides 103 F 

cultivada em ágar batata dextrose (BDA) por 7 dias a 25 ºC foi inoculada em 

frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de meio líquido definido (JIMÉNEZ et al., 

2003).  

Nos tratamentos foi adicionado o fungicida Maxim – XL 24 horas após 

a inoculação, na dose recomendada (D.R.) pelo fabricante (150 mL de 

fungicida para cada 100 kg de sementes – proporcionalmente, 75 µL de 

fungicida em 50 mL de meio líquido definido). 

Aos cultivos controle foram adicionados 75 µL de água ultra-pura estéril 

24 horas após a inoculação. Todos os cultivos foram incubados em shaker (180 

rpm, 28 ºC) por 10 dias para análises de expressão gênica, e por 14 dias para 

determinação de fumonisinas.  
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4.2.3. Extração e Purificação de RNA  
 

A biomassa obtida por meio de filtração a vácuo foi macerada em 

nitrogênio líquido e 10 mg de micélio triturado foram utilizados para extrair o 

RNA total com 750 µL de reagente TRIzol-LS® (Invitrogen), de acordo com as 

instruções do fabricante, com algumas modificações. O RNA extraído foi 

tratado com clorofórmio, clorofane (fenol:clorofórmio:álcool isoamílico; 25:24:1, 

v/v) e clorofil (clorofórmio:álcool isoamílico; 24:1, v/v), respectivamente, e 

centrifugado.  

O sobrenadante resultante (80 µL) foi tratado com DNase (5 U) por 15 

minutos a 37 ºC. O RNA foi então tratado com clorofane e clorofil, e precipitado 

com isopropanol, seguindo incubação (1 hora a -20 ºC), centrifugação e 

posterior descarte do sobrenadante. O precipitado foi lavado com etanol 70%, e 

em seguida o RNA mantido em gelo até secagem total. 

O RNA extraído foi solubilizado em água DEPC (água tratada com dietil 

pirocarbonato), e mantido a -20 ºC para posterior análise da pureza, 

quantificação e utilização para transcrição reversa e PCR em tempo real. 

 

 
4.2.4. Análise de Pureza e Quantificação de RNA 

 

O RNA extraído foi diluído (1:100) em tampão TE pH 8,0 (Tampão Tris-

EDTA  – 10 mM Tris, 1 mM EDTA), e a absorvância medida a 260 e 280 nm 

em espectrofotômetro Shimadzu (UV – 1650PC), acoplado a software de 

análise da mesma marca, através do qual o RNA foi quantificado utilizando-se 

a absorvância obtida em 260 nm (considerando-se que uma unidade de 

absorvância a 260 nm equivale a 40 µg de RNA). A pureza em relação a 

proteínas estimada a partir da relação entre as leituras efetuadas em 260 e 280 

nm. O RNA foi considerado livre de proteínas quando a razão entre 260 e 280 

nm resultou em valores de 1,9 a 2,1.  
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4.2.5. Síntese de DNA Complementar 
 

A reação de transcrição reversa foi realizada com 1 µL de RNA total 

(500 ng/µL), 4 µL de primer oligo [dT] 2,5 mM, acrescentados de 2 µL de dNTP 

2,5 mM e 6 µL de água DEPC. As amostras foram incubadas no termociclador 

por 5 minutos a 65 ºC, seguido de incubação em gelo para acréscimo de 1 µL 

de transcriptase reversa (MMLV RT – 5000 U) e tampão de RT – PCR 5X (Tris 

– HCl 250 mM, pH 8,3; KCl 375 mM; MgCl2 15mM e ditiotreitol 100 mM), e 

outra incubação a 37 ºC por 50 minutos, finalizando com um ciclo de 70 oC  

durante 15 minutos. Todos os cDNA sintetizados foram armazenados a -20 ºC, 

e posteriormente utilizados para PCR em tempo real.  

 

 

4.2.6. Primers 

 

Os primers utilizados para a amplificação de uma região dos genes 

FUM21, FUM1 e TUB2 foram desenhados pela Profa. Dra. Maria Helena 

Pelegrinelli Fungaro, com auxílio do software Gene Runner versão 3.05, a partir 

das seqüências disponíveis no GenBank. As seqüências dos primers utilizados 

para os experimentos de PCR em tempo real são mostradas a seguir: 

 

 FUM21 (GenBank: AF155773); amplicon 110 pb 

 FUM21FP: 5’ – CGACTAATACTGAGGCAACAG – 3’ 

 FUM21RP: 5’ – GCGGTATCTGCTGGGTTGAC – 3’ 

 FUM1 (GenBank: AF155773) ; amplicon 206 pb 

 FUM1FP: 5’ – CACCGCCCTTCCTATCACAC – 3’ 

 FUM1RP: 5’ – GGTTCAAGACATCGCCCCG – 3’ 

 TUB2 (GenBank: U27303) ; amplicon 193 pb 

 TUB2FP: 5’ – CTGCTCATTTCCAAGATCCGC – 3’ 

 TUB2RP: 5’ – GTAGTTGAGGTCACCGTAGG – 3’ 

 

As reações em cadeia da polimerase (PCR) para o teste dos primers 

foram realizadas em termociclador MJ Research (PTC – 100TM), utilizando-se  
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2,5 µL de tampão 1X (10X concentrado – Tris – HCL pH 8.4 200 mM; KCl 500 

mM), 1,0 µL de MgCl2 50 mM,  2,0 µL de dNTP 2,5 mM, 0,2 µL de Taq 

polimerase (1U), 1 µL de cada primer (10 pmol/µL) e 1 µL de cDNA obtido a 

partir de 500 ng de RNA total do controle (sem fungicida) e do tratamento (com 

fungicida). Foram realizadas reações de PCR padrão para estabelecer a 

temperatura de anelamento a ser utilizada (posteriormente estabelecida em 60 
oC). Em seguida, os primers foram testados (anelamento em 60 oC), e os 

fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de  agarose 

1%,  e visualizados sob luz ultravioleta (Anexo 5). 

 
 

4.2.7. PCR em Tempo Real 
 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas em termociclador 

MJ Research PTC – 200TM acoplado ao detector de fluorescência Chromo4 (MJ 

Research), seguindo as condições: 5 minutos a 95 ºC, 40 ciclos de 20 

segundos a 95 ºC (desnaturação), 30 segundos a 60ºC (anelamento) e 20 

segundos a 72 ºC (síntese), e finalmente 72 ºC por 5 minutos, com curva de 

melting de 50 ºC a 95 ºC (leitura a cada 0,5 ºC, hold 2 segundos).  

As misturas de reação continham 9,5 µL de água DEPC, 0,5 µL de 

cada primer (10 pmol/µL), 12,5 µL de mix SYBR Green® (Invitrogen) e 2 µL de 

cDNA do controle (sem fungicida) ou do tratamento (com fungicida), totalizando 

um volume de 25 µL. Controles negativos (branco), aos quais não foi 

adicionado cDNA, foram utilizados para a detecção de possíveis 

contaminações.  

Os resultados foram analisados utilizando o software Opticon Monitor 

versão 3.1, e normalizados aos resultados obtidos para o gene TUB2, cuja 

expressão é constitutiva em F. verticillioides. A quantificação da expressão 

gênica baseou-se na fórmula determinada por PFAFFL (2001): 

 

Etarget
Ct target (control – sample) / Ereference

Ct reference (control – sample) 
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Onde Etarget e Ereference são as eficiências obtidas para os genes alvo e 

controle, respectivamente, e Ct target e Ct reference são os valores de Ct 

(cycle threshold) obtidos para os genes alvo e controle, respectivamente. 

 
 
4.3. Determinação de Fumonisinas 

 

4.3.1. Extração de Fumonisinas 
 

Para a extração de fumonisinas produzidas em meio líquido, 1 mL do 

extrato livre de células foi misturado a 1 mL de metanol:água (3:1, v/v), sendo a 

mistura agitada em vortex por 1 minuto.  

Para a extração de fumonisinas das amostras de milho, 10 g de milho 

triturado foram adicionados de 30 mL de metanol:água (3:1, v/v), sendo a 

mistura mantida em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente, em 

seguida agitada em shaker (150 rpm, 11 ºC) por 30 minutos, e filtrada. 

Um mililitro das amostras tratadas com metanol:água (3:1, v/v) foi 

submetido à pré-limpeza utilizando minicoluna de troca aniônica (Sep Pack 

Accel Plus QMA – Waters), pré – condicionada com 5 mL de metanol e 5 mL 

de metanol:água (3:1; v/v).  

A minicoluna foi tratada em seguida com 6 mL de metanol/água (3:1; 

v/v), seguidos de 3 mL de metanol, a fim de eliminar possíveis interferentes. As 

fumonisinas foram eluídas com 10 mL de metanol:ácido acético 0,5%, 

posteriormente secos a 45 ºC. O resíduo resultante foi dissolvido em 800 µL de 

metanol:água (3:1, v/v), a seguir fracionado em alíquotas de 200 µL e 

novamente secos sob fluxo de gás N2 a 45 ºC, procedendo-se ao 

acondicionamento em freezer (-20 ºC) para posterior determinação de 

fumonisinas por cromatografia líquida de alta eficiência. Uma representação 

esquemática do processo de extração de fumonisinas é mostrada no Anexo 4. 
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4.3.2. Quantificação de Fumonisinas 
 

As fumonisinas foram determinadas por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), de acordo com a metodologia descrita por SHEPHARD et al. 

(1990), modificada por UENO et al. (1993). As alíquotas de 200 µL foram 

redissolvidas em acetonitrila/água (1:1; v/v) e derivatizadas com o-ftaldialdeído 

(OPA), composto por 40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de tetraborato de 

sódio 0.1 M e 50 µL de 2-mercaptoetanol.  

A análise foi realizada por sistema isocrático de fase reversa (bomba 

Shimadzu LC-10 AD e detector de fluorescência RF-10A XL), utilizando coluna 

C18 Nucleosil 100-5 (4,6 x 250 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co).  

Os comprimentos de onda de excitação e emissão foram 335 e 450 

nm, respectivamente. A fase móvel consistiu de metanol/tampão fosfato de 

sódio (CH3OH:NaH2PO4) 0,1 M (80:20, v/v), com pH ajustado para 3,3 com 

ácido o – fosfórico. O fluxo foi mantido em 1 mL/min, e a temperatura em 25 ºC. 

 

 

4.4. Análise Estatística 

 

A contagem de Fusarium spp. e Penicillium spp. foi submetida a 

análise de variância (ANOVA) com formação de contrates para diferenciar os 

tratamentos. As diferenças nas médias das concentrações de fumonisinas em 

relação às doses e tipos de fertilizante nitrogenado foram submetidas à análise 

de variância (ANOVA) seguida de teste de Tukey (p<0,05). A correlação entre 

as doses de nitrogênio e os níveis de contaminação por fumonisinas foi 

avaliada pelo teste de correlação de Pearson.  

As diferenças nas médias da produção de FB1 em meios sem fungicida 

(controle) e com fungicida (tratamento) foram submetidas à análise de variância 

(ANOVA) seguida de teste de Tukey.  

Todas as análises foram realizadas utilizando o programa Statistica 

versão 6.0. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os resultados e discussão foram redigidos sob forma de artigos a 

serem submetidos para publicação, os quais se encontram listados abaixo: 

 

I. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA FERTILIZAÇÃO NITROGENADA 

(URÉIA E URÉIA + NBPT) NA CONTAMINAÇÃO DE MILHO POR 

FUNGOS E FUMONISINAS. 

II. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO FUNGICIDA MAXIM – XL NA 

EXPRESSÃO GÊNICA E NA PRODUÇÃO DE FUMONISINA B1 POR 

Fusarium verticillioides. 

 

O primeiro artigo (Avaliação dos Efeitos de Fertilização Nitrogenada na 

Contaminação de Milho por Fungos e Fumonisinas) teve como objetivo avaliar 

a contaminação fúngica e os níveis de fumonisinas em milho cultivado na 

região Norte do Paraná sob diferentes concentrações de duas fontes de 

fertilizantes nitrogenados (uréia e uréia + NBPT).    

O segundo artigo (Avaliação dos Efeitos de Fungicida na Expressão 

Gênica e na Produção de Fumonisina B1 por Fusarium verticillioides) teve 

como objetivo avaliar a influência in vitro do fungicida Maxim-XL (Syngenta) 

sobre a expressão de genes relacionados à biossíntese de fumonisinas (FUM1 

e FUM21), e sobre a produção de fumonisina B1 por Fusarium verticillioides. 

O Anexo 8 mostra as instruções normativas para a publicação de 

artigos conforme estabelecido pela Food Additives and Contaminants.  

Ressalta-se que a tradução dos artigos para o inglês será efetuada antes da 

submissão para a Food Additives and Contaminants. 
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AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA FERTILIZAÇÃO NITROGENADA (URÉIA E URÉIA 

+ NBPT) NA CONTAMINAÇÃO DE MILHO POR FUNGOS E FUMONISINAS  

 

 

Resumo 

A ocorrência natural de fungos toxigênicos e fumonisinas (B1 e B2) foi avaliada em 
amostras de milho recém-colhido da Região Norte do Paraná, tratado com diferentes 
tipos (uréia e uréia + inibidor de urease) e doses (80, 160 e 240 Kg/ha) de fertilizante 
nitrogenado. Os gêneros fúngicos mais freqüentes foram Fusarium e Penicillium 
(83,33% e 98,61%, respectivamente), sendo o gênero Aspergillus encontrado em 
baixa freqüência (4,17%). As freqüências de Penicillium spp., Fusarium spp. e 
Aspergillus spp. não parecem ter relação com a dose e/ou com o tipo de fertilizante 
nitrogenado utilizado. As fumonisinas foram detectadas em 100% das amostras 
analisadas, sendo que altas concentrações de fumonisinas (19,49 µg/g) foram 
encontradas no tratamento ao qual não foi aplicado fertilizante nitrogenado. Embora 
não tenha havido diferença estatística significativa entre as médias das concentrações 
de fumonisinas em relação à dose de nitrogênio aplicada, níveis menores de 
fumonisinas (3,13 µg/g) foram detectados no tratamento 2 (160 Kg/ha de uréia), 
enquanto que em  tratamentos com doses superiores ou inferiores a 160 kg/ha de 
uréia, houve uma tendência de aumento nos níveis dessas micotoxinas. Além disso, 
houve correlação negativa significativa (-0,3780; p<0,05) entre dosagens de 
fertilizantes nitrogenados e contaminação por fumonisinas. Os níveis de fumonisinas 
detectados em relação ao tipo de fertilizante nitrogenado utilizado não apresentaram 
diferença estatística significativa. Entretanto houve uma tendência de maior 
contaminação quando uréia + NBPT foi utilizada. Esses resultados ratificam a 
importância da fertilização nitrogenada como ferramenta para minimização da 
ocorrência de fumonisinas, proporcionando maior segurança alimentar para animais e 
humanos. 
 

 

Palavras – chave: Milho, Fumonisinas, Fusarium spp., Fertilização nitrogenada, Uréia, 
NBPT.  
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Introdução 

 

O milho (Zea mays L.) é um cereal de importância econômica mundial, 

constituindo alimento básico em diversos países (DUARTE et al., 2006; MAGALHÃES 

et al., 2003). O Brasil é o terceiro produtor mundial de milho, tendo produzido 

aproximadamente 51,4 milhões de toneladas no ano de 2007. O maior produtor 

nacional é o Estado do Paraná, responsável por 22 a 24% da produção de milho, 

dependendo do ano (CONAB, 2007).  

Este cereal está sujeito à contaminação por fungos toxigênicos, sendo os de 

maior ocorrência Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp. (CHULZE, et al., 

1996; CARDWELL, et al. 2000). Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremberg é endêmico 

de milho, sendo considerado um dos principais responsáveis pela podridão de colmo, 

raiz e espigas (TANAKA, 2001; MUNKVOLD et al., 1997), além de produzir 

micotoxinas denominadas fumonisinas (GELDERBLOM et al., 1988; BEZUIDENHOUT 

et al., 1988).  

Embora 28 análagos de fumonisinas tenham sido caracterizados desde 1988, 

os de maior ocorrência em milho e derivados são fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) e B3 

(FB3). A FB1 é a mais abundante, representando 70% a 80% da concentração total em 

alimentos e sementes naturalmente contaminadas, enquanto FB2 e FB3 constituem de 

15 a 25% e 3 a 8%, respectivamente (RHEEDER et al., 2002). 

Estas toxinas causam leucoencefalomalácia em equinos (MARASAS et al., 

1988), edema pulmonar em suínos (HARRISON et al., 1990); efeitos hepatóxicos, 

diarréia, perda de peso e desenvolvimento reduzido em aves (LEDOUX et al., 1992; 

WEIBKING et al., 1993), e efeito hepatocarcinogênico em ratos (GELDERBLOM et al., 

1996). Além disso, estudos epidemiológicos sugerem uma correlação entre a 

ocorrência de fumonisinas em milho e câncer esofágico em humanos nas regiões de 

Transkei, na África do Sul (GELDERBLOM et al. 1988, 1992, THIEL et al. 1992, 
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MARASAS 1995) e Linxian, China (CHU e LI 1994); bem como câncer hepático em 

Huaian, Fusui e Huantai na China (SUN et al., 2007). 

 A incidência de F. verticillioides e fumonisinas em milho é determinada em 

parte pelas condições climáticas e geográficas, sistemas de plantio, práticas de cultivo 

e manejo pós-colheita (MUNKVOLD, 2003; BAPTISTA et al., 2004; REYNERI, 2006). 

A fertilização nitrogenada constitui uma das alternativas para minimizar a 

ocorrência de fumonisinas, uma vez que a biossíntese dessas micotoxinas está 

relacionada à limitação de nitrogênio (SHIM e WOLOSHUK, 1999). A aplicação de 

doses mais elevadas de nitrogênio durante o cultivo de milho, em geral reduz a 

ocorrência de fumonisinas (JONES e DUNCAN, 1981; HASSEGAWA et al., 2008; 

BLANDINO et al., 2004). Entretanto, o excesso de nitrogênio pode favorecer a 

contaminação fúngica, em decorrência de um crescimento vegetativo mais 

prolongado, que aumentaria a exposição das folhas a patógenos, e de maior expansão 

foliar, que tornaria as paredes celulares mais delgadas e, portanto, mais vulneráveis à 

penetração fúngica (BLANDINO et al., 2008). Por outro lado, plantas de milho 

expostas ao estresse por falta de fertilidade do solo também são altamente 

susceptíveis à infecção por fungos toxigênicos (MILLER, 2001; WIDSTROM, 1996; 

BLANDINO, 2008;).  

A fonte de nitrogênio também influencia na contaminação de milho por 

micotoxinas. A utilização de uréia está relacionada à menor ocorrência de fumonisinas, 

enquanto que a utilização de fertilizante de liberação lenta favorece a incidência, uma 

vez que o fertilizante de liberação lenta pode promover um prolongamento da fase 

vegetativa (staygreen) nas plantas de milho, fornecendo melhores condições para o 

desenvolvimento fúngico (BLANDINO et al., 2008).  

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influência de diferentes 

fontes de nitrogênio (uréia e uréia + inibidor de uréase) e dosagens de fertilizante na 

contaminação de milho por fungos toxigênicos e fumonisinas. 
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Material e Métodos 

 

Caracterização da área experimental 

O experimento foi conduzido no município de Mauá da Serra (latossolo 

vermelho, cultivado por 30 anos sob sistema de semeadura direta), região norte do 

Paraná (23°58' S e 51°19' W, altitude média de 847 m). O clima é do tipo subtropical 

Cfb (C – clima temperado; f – clima úmido, com precipitação durante todos os meses 

do ano e inexistência de estação seca definida; b – verão temperado), segundo a 

classificação de Köeppen, com temperaturas médias entre 16ºC e 22ºC, amplitude 

térmica anual entre 5º C e 9º C, e precipitação de 1300 a 1500 mm/ano.  

 

Sistema de Plantio e Fertilização Nitrogenada 

O híbrido de milho simples Pioneer 30F53 foi cultivado semeando cinco 

sementes por metro linear, em sistema de semeadura direta, no dia 03 de Outubro de 

2007. As unidades experimentais (parcelas) constituíram-se de 6 linhas com 8,0 m de 

comprimento e 0,70 m de espaçamento, considerando-se como área útil as 4 linhas 

centrais, desprezando-se 1,5 m em cada extremidade. O experimento foi constituído 

de 8 tratamentos com 5 repetições cada (Tabela 1), envolvendo duas fontes de 

nitrogênio (Uréia e Uréia + NBPT – [N-(n-butil) triamida tiofosfórica]) e 3 doses de 

nitrogênio em cobertura (40, 120 e 200 Kg/ha). A aplicação das fontes de nitrogênio foi 

realizada no dia 05 de Novembro de 2007, sendo que todos os tratamentos receberam 

40 Kg/ha de nitrogênio na linha de semeadura, com exceção de um tratamento 

controle, que foi executado sem aplicação de nitrogênio tanto na semeadura quanto 

em cobertura. Um outro tratamento controle recebeu somente 40 Kg/ha na 

semeadura, não sendo submetido à aplicação de fontes de nitrogênio em cobertura.  
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Amostragem 

A amostragem consistiu na coleta de 3 espigas de milho por parcela. As 

espigas foram debulhadas manualmente, homogeneizadas e armazenadas a -20 ºC. 

Posteriormente, as amostras foram trituradas até granulometria de 50 “mesh”, sendo 

estocadas a -20 ºC para análises posteriores de microbiota fúngica e determinação de 

fumonisinas. 

 

Avaliação da microbiota fúngica 

Uma alíquota de 10 g de milho triturado (50 “mesh”) foi homogeneizada em 

90 mL de água peptonada estéril 0,1% (v/v) e submetida a diluições seriadas em tubos 

contendo 9,0 mL do mesmo diluente até 10-5. Uma alíquota de 1 mL de cada diluição 

foi transferida para placas de Petri (em duplicata) contendo ágar batata dextrosado 

(BDA - pH 4,0) adicionado de 50 µg/mL de cloranfenicol. As placas foram incubadas a 

25 ºC por 6 dias, procedendo-se à contagem e identificação dos gêneros de acordo 

com os métodos preconizados por NELSON et al. (1983), SINGH et al. (1991) e 

SAMSON et al. (1995). 

 

Determinação de Fumonisinas 

Dez gramas de milho triturado foram adicionados de 30 mL de metanol:água 

(3:1, v/v), sendo a mistura mantida em repouso por 10 minutos a temperatura 

ambiente, em seguida agitada em shaker (150 rpm, 11 ºC) por 30 minutos, e filtrada. 

Um mililitro das amostras tratadas com metanol:água (3:1, v/v) foi submetido à pré-

limpeza utilizando minicoluna de troca aniônica (Sep Pack Accel Plus QMA – Waters), 

pré – condicionada com 5 mL de metanol e 5 mL de metanol:água (3:1; v/v). A 

minicoluna foi tratada em seguida com 6 mL de metanol/água (3:1; v/v), seguidos de 3 

mL de metanol, a fim de eliminar possíveis interferentes. As fumonisinas foram eluídas 
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com 10 mL de metanol:ácido acético 5%, posteriormente secos a 45 ºC. O resíduo 

resultante foi dissolvido em 800 µL de metanol:água (3:1, v/v), a seguir fracionado em 

alíquotas de 200 µL e novamente secos sob fluxo de gás N2 a 45 ºC, procedendo-se 

ao acondicionamento em freezer (-20 ºC) para posterior determinação de fumonisinas. 

As fumonisinas foram determinadas por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), de acordo com a metodologia descrita por SHEPHARD et al. 

(1990), modificada por UENO et al. (1993). As alíquotas de 200 µL foram redissolvidas 

em acetonitrila/água (1:1; v/v) e derivatizadas com o-ftaldialdeído (OPA), composto por 

40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de borato de sódio 0.1 M e 50 L de 2-

mercaptoetanol. A análise foi realizada por sistema isocrático de fase reversa (bomba 

Shimadzu LC-10 AD e detector de fluorescência RF-10A XL), utilizando coluna C18 

Nucleosil 100-5 (4,6 x 250 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co). Os comprimentos de 

onda de excitação e emissão utilizados foram 335 e 450nm, respectivamente. A fase 

móvel consistiu de metanol/tampão fosfato de sódio (CH3OH:NaH2PO4) 0,1 M (80:20, 

v/v), com pH ajustado para 3,3 com ácido o – fosfórico. O fluxo foi mantido em 1 

mL/min, e a temperatura em 25ºC. 

 

Análise Estatística 

A contagem de Fusarium spp. e Penicillium spp. foi submetida à análise de 

variância (ANOVA) com formação de contrates para diferenciar os tratamentos. As 

diferenças nas médias das concentrações de fumonisinas em relação às doses e tipos 

de fertilizante nitrogenado foram submetidas à análise de variância (ANOVA) seguida 

de teste de Tukey (p<0,05). A correlação entre as doses de nitrogênio e os níveis de 

contaminação por fumonisinas foi avaliada pelo teste de correlação de Pearson. Todas 

as análises foram realizadas utilizando o programa Statistica versão 6.0. 
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Resultados e discussão 

 

Na Figura 2 está apresentada a freqüência relativa dos principais gêneros 

fúngicos em 72 amostras de milho provenientes da região Norte do Paraná. Os 

gêneros Fusarium e Penicillium foram os gêneros de maior ocorrência com 83,33% e 

98,61%, respectivamente, em relação ao gênero Aspergillus com 4,17%.  

A alta freqüência de Fusarium spp. e Penicillium spp. está de acordo com os 

dados relatados por ONO et al. (2008), que analisando 615 amostras de milho recém-

colhido de duas safras (2003 e 2004) da região norte do Estado do Paraná, 

detectaram 100% de Fusarium spp. em ambas as safras, Penicillium spp. em 91,9 a 

95,3%, na safra de 2003, e 84,1% na safra de 2004. Aspergillus spp. ocorreu em 19,3 

a 19,8%, em 2003, e 5,6% das amostras em 2004. 

ALMEIDA et al. (2002) também demonstraram a predominância de Fusarium 

spp. e Penicillium spp. em 90 amostras de milho em diferentes estágios de maturação 

em duas regiões do Estado de São Paulo, Capão Bonito (35% e 32%) e Ribeirão Preto 

(49% e 21%), respectivamente. A baixa freqüência observada para o gênero 

Aspergillus pode estar relacionada à competição com outros microrganismos, 

principalmente os fungos do gênero Fusarium (ONO et al., 1999; MARÍN et al., 1999; 

ZUMMO e SCOTT, 1992).  

Os dados de contagem e as frequências absoluta e relativa dos principais 

gêneros fúngicos detectados em milho, de acordo com o tratamento experimental 

estão apresentados na Tabela 2. Em geral, as freqüências de Penicillium spp., 

Fusarium spp. (Figura 3) e Aspergillus spp. não parecem ter relação com a dose e/ou 

com o tipo de fertilizante nitrogenado. Estes resultados contrastam com BLANDINO et 

al. (2008), que, analisando amostras de milho colhidas em três anos (2000, 2001 e 

2002) no nordeste da Itália, detectaram um aumento significativo da infecção 

assintomática por Fusarium verticillioides quando o fertilizante de liberação lenta foi 

utilizado, nas safras de 2000 e 2002. Os autores também demonstraram que a 
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contaminação por este fungo é menor quando doses balanceadas (100 e 200 kg/ha) 

de uréia são utilizadas, sendo que a ausência total e o excesso de nitrogênio podem 

aumentar significativamente a incidência de F. verticillioides. 

As fumonisinas foram detectadas em 100% das amostras analisadas, sendo 

que a concentração mostrou tendência de ser influenciada pela fertilização 

nitrogenada (Tabela 3). 

Altos níveis de fumonisinas (19,49 µg/g) foram detectados no Controle 1 (C1), 

o qual não foi tratado com fertilizante nitrogenado. De modo similar, BLANDINO et al. 

(2008) relataram que o stress por falta de nitrogênio aumenta significativamente a 

contaminação de milho por FB1. Diversos outros autores também relataram alta 

incidência de doenças causadas por fungos toxigênicos em milho devido ao stress por 

falta de fertilizante (SHELBY et al., 1994; RODRIGUEZ – DEL – BOSQUE, 1996; 

MILLER, 2001; MUNKVOLD, 2003). 

Apesar de a diferença na concentração de fumonisinas não ser 

estatísticamente significativa em relação à dose de nitrogênio aplicada, níveis menores 

de fumonisinas (3,13 µg/g) foram detectados no tratamento 2 (160 Kg/ha de uréia), e 

tratamentos com doses maiores ou menores que 160 kg/ha de uréia aumentaram os 

níveis das micotoxinas. Além disso, foi observada uma correlação negativa 

significativa (-0,3780; p<0,05) entre as dosagens de fertilizantes nitrogenados e a 

contaminação por fumonisinas (Figura 4).  

Diversos autores relatam que a aplicação de doses moderadas de nitrogênio 

(aproximadamente 200 Kg/ha) em geral reduz a ocorrência de aflatoxinas e 

fumonisinas (JONES e DUNCAN, 1981; HASSEGAWA et al., 2008; BLANDINO et al., 

2004). BLANDINO et al. (2008) também demonstraram uma redução nos níveis de 

fumonisinas em milho com aplicação de doses moderadas de uréia, e que a 

concentração da micotoxina aumenta não apenas quando há stress por falta de 

nitrogênio, mas também quando o fertilizante nitrogenado é aplicado em excesso (300 

a 400 Kg/ha). 
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A repressão da síntese de fumonisinas em decorrência de nitrogênio foi 

também observada em estudos in vitro em meios de cultivo líquidos por SHIM e 

WOLOSHUK (1999). A pesquisa desses autores foi executada em meio líquido 

contendo fosfato de amônio em concentrações de 1,25, 2,5, 10 e 20 mM, sendo 

constatado que nos meios com menores concentrações de nitrogênio, a síntese de 

fumonisinas iniciou antes de 18 horas após a inoculação, enquanto que nos meios 

contendo 10 e 20 mM de fosfato de amônio, a síntese de fumonisinas ocorreu 75 e 

125 horas após a inoculação, respectivamente. Além disso, a adição de fosfato de 

amônio em concentrações de 10 e 20 mM em cultivos de meio sólido constituídos de 

milho triturado reprimiu a síntese de fumonisinas em 97% e 99%, respectivamente, 

após uma semana, sendo que a repressão foi observada durante as três semanas 

totais do experimento. Os dados desses autores demonstram que a biossíntese de 

fumonisinas é regulada por mecanismos que envolvem a repressão metabólica por 

nitrogênio, sugerindo que estratégias de controle que visem os elementos regulatórios 

do metabolismo do nitrogênio podem ser eficientes para reduzir a contaminação de 

alimentos por fumonisinas. 

Os níveis médios de fumonisinas nos tratamentos aos quais foi aplicada uréia 

foram similares aos daqueles tratamentos onde uréia + NBPT foi utilizada (Tabela 3), 

sendo que não houve diferença estatística pelo teste de Tukey (p<0,05). Entretato, os 

níveis de fumonisinas mostraram uma tendência de serem maiores nos tratamentos 

em que foi aplicada uréia + NBPT, quando comparados aos níveis dos tratamentos em 

que apenas uréia foi aplicada (Tabela 3). BLANDINO et al. (2008) detectaram aumento 

nos níveis de FB1 de 327 µg/g para 1249 µg/g quando utilizado fertilizante de liberação 

lenta (safra de 2002), fenômeno este que pode ser explicado pelo fato de que o 

fertilizante de liberação lenta pode promover prolongamento da fase vegetativa 

(staygreen) nas plantas de milho, fornecendo melhores condições para o 

desenvolvimento de fungos toxigênicos, e consequentemente, aumentando os níveis 

de micotoxinas encontradas em grãos (BLANDINO et al., 2008).  
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 Em suma, os resultados obtidos neste trabalho mostram que o suprimento 

adequado de nitrogênio em culturas de milho pode ser utilizado para diminuir o risco 

de contaminação por fumonisinas. Entretanto, não é fácil definir a dose de fertilizante 

nitrogenado que deve ser aplicado com esse objetivo, uma vez que tanto a 

produtividade, quanto a contaminação por micotoxinas podem ser também 

influenciadas por outros fatores e técnicas de cultivo, como tempo de plantio, 

densidade de plantas, híbridos utilizados, microclima, interação com outros nutrientes, 

etc. (OTTO e EVERETT, 1956; YOUNTS e MUSGRAVE, 1958; BLANDINO et al., 

2008; HASSEGAWA et al., 2008).  

A fertilização nitrogenada, em geral, mostra-se como um fator de extrema 

importância para a contaminação por fumonisinas em grãos de milho, podendo ser 

utilizada para minimizar os riscos de contaminação por esta micotoxina, 

proporcionando maior segurança alimentar para animais e seres humanos. 
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Figures Captions 

 

 

Figura 1 – Localização da área experimental, mostrando o Estado do Paraná e o 

Município de Mauá da Serra, local da área experimental. 

 

Figura 2 – Análise da microbiota fúngica – freqüência relativa de fungos isolados em 

amostras de milho (n = 72) recém colhido da região norte do Estado do Paraná. 

 

Figura 3 – Análise da freqüência relativa de Fusarium spp. em 72 amostras de milho 

tratado com dois tipos diferentes de fertilizantes nitrogenados (uréia e uréia + NBPT). 

 

Figura 4 – Correlação entre níveis de fumonisinas totais (em g/g).e doses de 

fertilizante nitrogenado (em Kg/ha). A equação y = 14,771 – 0,0419x foi obtida com o 

coeficiente de correlação de -0,3780 (p<0,05). 
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Figura 1 
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   Figura 2 
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Figura 3 
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        Figura 4 
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Tabela 1 – Fontes e doses de fertilizante nitrogenado 

N Plantio N Cobertura N Total 
Tratamento 

 Kg/ha  
Fonte de N 

Controle 1 0 0 0 --- 

Controle 2 40 0 40 --- 

1 40 40 80 Uréia 

2 40 120 160 Uréia 

3 40 200 240 Uréia 

4 40 40 80 Uréia + NBPT 

5 40 120 160 Uréia + NBPT 

6 40 200 240 Uréia + NBPT 

 
 

 

 

 

 

 



Tabela 2 – Perfil de contagem, freqüência absoluta e relativa de Fusarium spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp. em amostras de milho 

submetido a diferentes tratamentos com fertilização nitrogenada na região norte do Paraná

Nitrogênio Total Fusarium spp. Aspergillus spp. Penicillium spp. 
Tratamento  

Fonte Kg/há UFC/g* FA FR UFC/g FA FR UFC/g* FA FR 

Controle 1 (n=9) ------- ------- 6,42x104 a 8 88,89 ND ----- ----- 2,28x105  a 9 100 

Controle 2 (n=9) ------- 40 3,95x103  a 7 77,78 1,52x103 2 22,22 2,46x104  a 9 100 

1 (n=9) Uréia 80 2,40x104  a 7 77,78 4,2x104 1 11,11 3,08x104  a 9 100 

2 (n=9) Uréia 160 3,74x104  a 7 77,78 ND ----- ----- 4,41x105  a 9 100 

3 (n=9) Uréia 240 1,86x104  a 8 88,89 ND ----- ----- 2,71x105  a 9 100 

4 (n=9) Uréia + NBPT 80 8,86x104  a 7 77,78 ND ----- ----- 2,53x105  a 9 100 

5 (n=9) Uréia + NBPT 160 2,71x105  a 8 88,89 ND ----- ----- 3,22x105  a 9 100 

6 (n=9) Uréia + NBPT 240 2,14x105  a 8 88,89 ND ----- ----- 1,15x105  a 8 88,89 

TOTAL (n=72)   103 – 105  60 83,33 103 – 104 3 4,17 104 – 105 71 98,61 

FA = frequência absoluta         
FR (%)  = frequência relativa         
UFC = unidades formadoras de colônia         
ND = não detectado         
* Médias seguidas da mesma letra não apresentam diferença significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)  
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Tabela 3 – Níveis médios de fumonisinas em amostras de milho cultivadas no norte do 

Paraná de acordo com as doses e fontes de fertilização nitrogenada utilizadas nos 

tratamentos. 

Tratamento* Nitrogênio Total FB1 (µg/g) FB2 (µg/g) FBT (µg/g)** 

 Fonte Kg/ha    
C1 ------ ------ 11,10 8,39 19,49 a 
C2 ------ 40 4,10 4,17 8,27 a 
1 Uréia 80 3,36 1,46 4,82 a 
2 Uréia 160 2,19 0,94 3,13 a 
3 Uréia  240 2,56 2,60 5,16 a 
4 Uréia +NBPT  80 3,78 3,19 6,97 a 
5 Uréia +NBPT  160 4,01 3,70 7,72 a 
6 Uréia +NBPT  240 8,20 6,59 14,79 a 

FBT = fumonisinas totais (FB1 + FB2) 

* Média de três repetições 

** Médias seguidas da mesma letra não apresentaram diferença significativa pelo teste 

de Tukey (p<0,05) 
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AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO FUNGICIDA MAXIM – XL NA EXPRESSÃO 

GÊNICA E NA PRODUÇÃO DE FUMONISINA B1 POR Fusarium verticillioides 

 

 
Resumo 

A influência do fungicida Maxim – XL na expressão de FUM1 e FUM21, e na produção 
de fumonisina B1 (FB1) por F. verticillioides foi avaliada. Os cultivos sem fungicida 
apresentaram produção média de 0,71 µg/mL de FB1, equivalente a 31% da produção 
média de FB1 dos cultivos com adição de fungicida (2,31 µg/mL). Não foi observada 
correlação entre a produção de FB1 e a expressão do gene FUM1, e a expressão do 
gene FUM21 foi levemente estimulada pelo fungicida. FUM21 é regulador da 
transcrição de FUM1, sendo esperado que as expressões de ambos os genes 
apresentassem correlação entre si e com a produção de FB1. Uma vez que esta 
correlação não foi observada, algumas hipóteses são discutidas. Maxim – XL poderia 
influenciar na expressão de outros genes da via de biossíntese de fumonisinas. Além 
disso, FUM21 apresenta formas alternativas de splice, e o transcrito detectado para 
esse gene pode não estimular a expressão de FUM1. Transportadores celulares ABC 
podem ter sua expressão e/ou atividade aumentada em meios tóxicos. FUM19 codifica 
para um transportador ABC, que atua no efluxo de fumonisinas, e poderia atuar no 
efluxo de fungicida, aumentando os níveis da toxina no meio extracelular.  A ação do 
fungicida sobre MAP quinases, poderia alterar a morfologia celular, que combinada à 
agitação utilizada durante o cultivo, propiciaria a lise celular e a liberação do conteúdo 
intracelular de fumonisinas. Os resultados apresentados fornecem evidências sobre a 
influência de Maxim – XL sobre a produção de FB1 por F. verticillioides, e ratificam a 
importância da compreensão do mecanismo de ação de fungicidas sobre fungos 
toxigênicos e produção de micotoxinas para a minimização da sua ocorrência.  
 
 
 
PALAVRAS – CHAVE: Fumonisina B1, Fungicida, Maxim – XL, Fusarium 

verticillioides, FUM1, FUM21, Expressão gênica. 
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Introdução 

 

As fumonisinas são micotoxinas produzidas principalmente por F. 

verticillioides em milho (MARASAS, 2001; RHEEDER et al., 2002), e causam 

leucoencefalomalácia em equinos (MARASAS et al., 1988), edema pulmonar em 

suínos (HARRISON et al., 1990); efeitos hepatóxicos, diarréia, perda de peso e 

desenvolvimento reduzido em aves (LEDOUX et al., 1992; WEIBKING et al., 1993), e 

efeito hepatocarcinogênico em ratos (GELDERBLOM et al., 1996). Além disso, 

estudos epidemiológicos sugerem uma correlação com a ocorrência de câncer 

esofágico em seres humanos nas regiões de Transkei, na África do Sul 

(GELDERBLOM et al. 1988, 1992, THIEL et al. 1992, MARASAS 1995) e Linxian, 

China (CHU e LI 1994); e com a ocorrência de câncer hepático em Huaian, Fusui e 

Huantai na China (SUN et al., 2007). 

Desde sua descoberta em 1988 por GELDERBOM et al., 28 análogos foram 

descritos e caracterizados (séries A, B, C e P). Os da série B ocorrem naturalmente 

em concentrações significativas em milho e derivados, sendo que a fumonisina B1 

(FB1) compreende de 70 a 80% do total de fumonisinas (RHEEDER et al., 2002). 

As fumonisinas da série B são sintetizadas pela via das policetidas, e as 

enzimas que catalisam as reações de síntese são codificadas pelos genes FUM, 

contidos em um cluster com 17 genes caracterizados. Onze destes genes são 

previstos como codificadores de enzimas (FUM1 – FUM3; FUM6 – FUM8; FUM10; 

FUM13 – FUM16) (BUTCHKO et al., 2006). FUM1 codifica para a enzima (Fum1p) que 

catalisa o primeiro passo da biossíntese de fumonisinas, sendo essencial à produção 

das mesmas, uma vez que a interrupção deste gene provocou bloqueio na produção 

das toxinas (PROCTOR et al., 1999; SEO et al., 2001; BOJJA et al. 2004). 

Apesar de o conhecimento a respeito da regulação da biossíntese de 

fumonisinas ser ainda limitado, alguns genes foram relatados como influentes no 
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processo, como FCC1 (WOLOSHUK e SHIM, 2001), PAC1 (FLAHERTY et. al., 2003), 

ZFR1 (FLAHERTY e WOLOSHUK, 2004) e FUM21 (BROWN et al., 2007).  

O único gene regulador que está presente dentro do cluster das fumonisinas 

é o FUM21.  A presença de um domínio Zn(II)2Cys6 na proteína prevista para esse 

gene sugere que ele esteja envolvido na regulação transcricional, sendo que a sua 

deleção cessou a produção de fumonisinas (BROWN et al., 2007).  

A aplicação de fungicidas em culturas de milho visa minimizar os danos 

provocados por F. verticillioides e fumonisinas. Entretanto, alguns estudos 

demonstram que a aplicação de fungicidas pode aumentar a produção de micotoxinas 

por algumas espécies de fungos. MUSS e FRANK (1985) demonstraram que 

diferentes concentrações de tridemorfe influenciaram o crescimento e a produção de 

toxina T-2 por F. sporotrichioides. Baixas concentrações, variando de 6 a 8 µg/mL, não 

foram suficientes para controlar o crescimento do fungo, porém reduziram a produção 

de toxina T-2 e diacetoxiscirpenol (DAS). Concentrações mais elevadas (30 a 50 

µg/mL) inibiram o crescimento fúngico em mais de 50%, mas aumentaram a produção 

de toxina T-2 em 5 vezes. Além disso, estudos realizados com Fusarium culmorum 

demonstraram que a presença de procloraz e tebuconazole, em concentrações de 2 e 

8 µg/mL no meio de cultivo, promoveram aumento da expressão do gene Tri5, que 

codifica para a tricodieno sintase, enzima que catalisa a primeira reação na 

biossíntese de tricotecenos, podendo induzir a produção dessas micotoxinas 

(DOOHAN et. al, 1999). 

Por outro lado, SIRANIDOU e BUCHENAUER (2001) demonstraram que a 

aplicação de tebuconazole e metconazole reduziu a incidência de doenças provocadas 

por F. culmorum no trigo em 60 a 70%, e o conteúdo de desoxinivalenol (DON) em 50 

a 70%. DRAUGHTON e CHURCHVILLE (1983) demonstraram que o tratamento de 

sementes de milho com 50 µg/mL de maneb para infecções provocadas por F. 

graminearum  proporcionou boa qualidade de controle tanto do crescimento fúngico 

quanto da produção de zearalenona (ZEA), in vivo e in situ. 
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A eficiência da proteção química depende, portanto, do tipo e dose de 

fungicida aplicado, e do fungo patogênico que deve ser controlado (KOLOMBET et al., 

2006; MAGAN et al., 2002).     

O fato da aplicação de fungicidas poder estimular a produção de micotoxinas 

é de extrema importância, uma vez que, atualmente, o controle de F. verticillioides em 

milho é realizado principalmente com a utilização de fungicidas. Muitos são os 

fungicidas utilizados no Brasil, e regulamentados pela ANVISA, entretanto, um dos 

fungicidas mais utilizados é o fludioxonil + metalaxyl – M, que de acordo com 

GOULART & FIALHO (2001), proporcionou acréscimo de 56% no rendimento de 

grãos. MORAES et al. (2003) também demonstraram que os princípios ativos mais 

eficazes para o controle de F. verticillioides in vitro foram captan + tiabendazole, 

seguidos de fludioxonil + metalaxyl – M.  

Apesar de promoverem controle no crescimento e incidência de F. 

verticillioides, não há estudos evidenciando o efeito de fludioxonil + metalaxyl – M em 

relação à produção de fumonisinas. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi 

avaliar a influência de Maxim – XL (Syngenta) na expressão dos genes FUM1 e 

FUM21, e na produção de FB1 por F. verticillioides. 

 

 

Material e Métodos 

 

Cepa de Fusarium verticillioides  

Foi utilizada a cepa 103 F de Fusarium verticillioides, gentilmente cedida pela 

Profa. Dra. Elisa Yoko Hirooka, do Departamento de Ciências e Tecnologia de 

Alimentos (DCTA) – Centro de Ciências Agrárias da Universidade Estadual de 

Londrina.  
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Cultivo de Fusarium verticillioides 

Foi utilizado meio líquido definido (JIMÉNEZ et al., 2003), com a seguinte 

composição em 1 litro: 0,5 g de extrato de malte; 1 g de extrato de levedura; 1 g de 

peptona micológica; 1 g de KH2PO4; 0,3 g de MgSO4.7H2O; 0,3 g de KCl; 1 ml de 

solução de CuSO4.H2O a 0,05 g/L e 1 ml de solução de ZnSO4.7H2O a 0,01 g/L, 20 g/L 

de frutose. O meio de cultura foi autoclavado a 120 °C por 20 minutos, com exceção 

da frutose, que foi esterilizada separadamente em vapor fluente por 40 minutos, e 

posteriormente adicionada assepticamente aos outros componentes do meio de 

cultivo.  

Uma suspensão de esporos (106 esporos/mL) de F. verticillioides 103 F 

cultivada em ágar batata dextrose (BDA) por 7 dias a 25 ºC foi inoculada em frascos 

Erlenmeyer contendo 50 mL de meio líquido definido (JIMÉNEZ et al., 2003). Nos 

tratamentos foi adicionado o fungicida Maxim – XL (Syngenta) 24 horas após a 

inoculação, na dose recomendada (D.R.) pelo fabricante (150 mL de fungicida para 

cada 100 Kg de sementes – proporcionalmente, 75 µL de fungicida em 50 mL de meio 

líquido definido). Aos cultivos controle foram adicionados 75 µL de água ultra-pura 

estéril 24 horas após a inoculação. Todos os cultivos foram incubados em shaker (180 

rpm, 28 ºC) por 10 dias para análises de expressão gênica, e por 14 dias para 

determinação de fumonisinas. O tempo de incubação dos cultivos foi determinado por 

estudos prévios de cinética de crescimento e produção de fumonisina por F. 

verticillioides. 

 

Extração e Purificação de RNA  

A biomassa obtida por meio de filtração a vácuo foi macerada em nitrogênio 

líquido e 10 mg de micélio triturado foram utilizados para extrair o RNA total com 750 

µL de reagente TRIzol-LS® (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante, 

com algumas modificações. O RNA extraído foi tratado com clorofórmio, clorofane 
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(fenol:clorofórmio:álcool isoamílico; 25:24:1, v/v) e clorofil (clorofórmio:álcool 

isoamílico; 24:1, v/v), respectivamente, e centrifugado. O sobrenadante resultante (80 

µL) foi tratado com DNase (5 U) por 15 minutos a 37 ºC. O RNA foi então tratado com 

clorofane e clorofil, e precipitado com isopropanol, seguindo incubação (1 hora a -20 

ºC), centrifugação e posterior descarte do sobrenadante. O precipitado foi lavado com 

etanol 70%, e em seguida o RNA mantido em gelo até secagem total. 

O RNA extraído foi solubilizado em água DEPC (água tratada com dietil 

pirocarbonato), e mantido a -20 ºC para posterior análise da pureza, quantificação e 

utilização para transcrição reversa e PCR em tempo real. 

 

Análise de Pureza e Quantificação de RNA 

O RNA extraído foi diluído (1:100) em tampão TE pH 8,0 (Tampão Tris-EDTA  

– 10 mM Tris, 1 mM EDTA), e a absorvância medida a 260 e 280 nm em 

espectrofotômetro Shimadzu (UV – 1650PC), acoplado a software de análise da 

mesma marca, através do qual o RNA foi quantificado utilizando-se a absorvância 

obtida em 260 nm (considerando-se que uma unidade de absorvância a 260 nm 

equivale a 40 µg de RNA). A pureza em relação a proteínas estimada a partir da 

relação entre as leituras efetuadas em 260 e 280 nm. O RNA foi considerado livre de 

proteínas quando a razão entre 260 e 280 nm resultou em valores de 1,9 a 2,1.  

 

Síntese de DNA Complementar 

A reação de transcrição reversa foi realizada com 1 µL de RNA total (500 

ng/µL), 4 µL de primer oligo [dT] 2,5 mM, acrescentados de 2 µL de dNTP 2,5 mM e 6 

µL de água DEPC. As amostras foram incubadas no termociclador por 5 minutos a 65 

ºC, seguido de incubação em gelo para acréscimo de 1 µL de transcriptase reversa 

(MMLV RT – 5000 U) e tampão de RT – PCR 5X (Tris – HCl 250 mM, pH 8,3; KCl 375 

mM; MgCl2 15 mM e ditiotreitol 100 mM), e outra incubação a 37 ºC por 50 minutos, 
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finalizando com um ciclo de 70 oC  durante 15 minutos. Todos os cDNA sintetizados 

foram armazenados a -20 ºC, e posteriormente utilizados para PCR em tempo real.  

 

Primers 

Os primers utilizados para a amplificação de uma região dos genes FUM21, 

FUM1 e TUB2 foram desenhados pela Profa. Dra. Maria Helena Pelegrinelli Fungaro, 

com auxílio do software Gene Runner versão 3.05, a partir das seqüências disponíveis 

no GenBank. As seqüências dos primers utilizados para os experimentos de PCR em 

tempo real são mostradas a seguir: FUM21 (GenBank: AF155773), amplicon 110pb, 

FUM21FP: 5’ – CGACTAATACTGAGGCAACAG – 3’, FUM21RP: 5’ – 

GCGGTATCTGCTGGGTTGAC – 3’; FUM1 (GenBank: AF155773), amplicon 206 pb, 

FUM1FP: 5’ – CACCGCCCTTCCTATCACAC – 3’, FUM1RP: 5’ – 

GGTTCAAGACATCGCCCCG – 3’; TUB2 (GenBank: U27303), amplicon 193 pb, 

TUB2FP: 5’ – CTGCTCATTTCCAAGATCCGC – 3’, TUB2RP: 5’ – 

GTAGTTGAGGTCACCGTAGG – 3’. 

As reações em cadeia da polimerase (PCR) para o teste dos primers foram 

realizadas em termociclador MJ Research (PTC – 100TM), utilizando-se  2,5 µL de 

tampão 1X (10X concentrado – Tris – HCL pH 8.4 200 mM; KCl 500 mM), 1,0 µL de 

MgCl2 50 mM,  2,0 µL de dNTP 2,5 mM, 0,2 µL de Taq polimerase (1U), 1 µL de cada 

primer (10 pmol/µL) e 1 µL de cDNA obtido a partir de 500 ng de RNA total do controle 

(sem fungicida) e do tratamento (com fungicida). Foram realizadas reações de PCR 

padrão para estabelecer a temperatura de anelamento a ser utilizada (posteriormente 

estabelecida em 60 oC). Em seguida, os primers foram testados (anelamento em 60 

oC), e os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de  

agarose 1%,  e visualizados sob luz ultravioleta. 
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PCR em Tempo Real 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas em termociclador MJ 

Research PTC – 200TM acoplado ao detector de fluorescência Chromo4 (MJ 

Research), seguindo as condições: 5 minutos a 95 ºC, 40 ciclos de 20 segundos a 95 

ºC (desnaturação), 30 segundos a 60ºC (anelamento) e 20 segundos a 72 ºC 

(síntese), e finalmente 72 ºC por 5 minutos, com curva de melting de 50 ºC a 95 ºC 

(leitura a cada 0,5 ºC, hold 2 segundos).  

As misturas de reação continham 9,5 µL de água DEPC, 0,5 µL de cada 

primer (10 pmol/µL), 12,5 µL de mix SYBR Green® (Invitrogen) e 2 µL de cDNA do 

controle (sem fungicida) ou do tratamento (com fungicida), totalizando um volume de 

25 µL. Controles negativos (branco), aos quais não foi adicionado cDNA, foram 

utilizados para a detecção de possíveis contaminações. Os resultados foram 

analisados utilizando o software Opticon Monitor versão 3.1, e normalizados aos 

resultados obtidos para o gene TUB2, cuja expressão é constitutiva em F. 

verticillioides. A quantificação da expressão gênica baseou-se na fórmula determinada 

por PFAFFL (2001): Etarget
Ct target (control – sample) / Ereference

Ct reference (control – sample) ; onde Etarget 

e Ereference são as eficiências obtidas para os genes alvo e controle, respectivamente, e 

Ct target e Ct reference são os valores de Ct (cycle threshold) obtidos para os 

genes alvo e controle, respectivamente. 

 

Extração de Fumonisinas 

Um mililitro do extrato livre de células foi misturado a 1 mL de metanol:água 

(3:1, v/v), sendo a mistura agitada em vortex por 1 minuto. Um mililitro das amostras 

tratadas com metanol:água (3:1, v/v) foi submetido à pré-limpeza utilizando minicoluna 

de troca aniônica (Sep Pack Accel Plus QMA – Waters), pré – condicionada com 5 mL 

de metanol e 5 mL de metanol:água (3:1; v/v). A minicoluna foi tratada em seguida 
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com 6 mL de metanol/água (3:1; v/v), seguidos de 3 mL de metanol, a fim de eliminar 

possíveis interferentes. As fumonisinas foram eluídas com 10 mL de metanol:ácido 

acético 0,5%, posteriormente secos a 45ºC. O resíduo resultante foi dissolvido em 800 

µL de metanol:água (3:1, v/v), a seguir fracionado em alíquotas de 200 µL e 

novamente secos sob fluxo de gás N2 a 45 ºC, procedendo-se ao acondicionamento 

em freezer (-20 ºC) para posterior determinação de fumonisinas por cromatografia 

líquida de alta eficiência. 

 

Determinação de Fumonisinas 

As fumonisinas foram determinadas por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), de acordo com a metodologia descrita por SHEPHARD et al. 

(1990), modificada por UENO et al. (1993). As alíquotas de 200 µL foram redissolvidas 

em acetonitrila/água (1:1; v/v) e derivatizadas com o-ftaldialdeído (OPA), composto por 

40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de tetraborato de sódio 0.1 M e 50 µL de 2-

mercaptoetanol. A análise foi realizada por sistema isocrático de fase reversa (bomba 

Shimadzu LC-10 AD e detector de fluorescência RF-10A XL), utilizando coluna C18 

Nucleosil 100-5 (4,6 x 250 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co). Os comprimentos de 

onda de excitação e emissão foram 335 e 450 nm, respectivamente. A fase móvel 

consistiu de metanol/tampão fosfato de sódio (CH3OH:NaH2PO4) 0,1 M (80:20, v/v), 

com pH ajustado para 3,3 com ácido o – fosfórico. O fluxo foi mantido em 1 mL/min, e 

a temperatura em 25 ºC. 

 

Análise Estatística 

As diferenças nas médias da produção de FB1 em meios sem fungicida 

(controle) e com fungicida (tratamento) foram submetidas à análise de variância 

(ANOVA) seguida de teste de Tukey (p<0,05). Todas as análises foram realizadas 

utilizando o programa Statistica versão 6.0. 
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Resultados e Discussão 

As concentrações de FB1 detectadas nos tratamentos com fungicida Maxim – 

XL e nos controles (sem fungicida) estão apresentadas na Tabela 1. Os cultivos 

controle apresentaram produção média de 0,71 µg/mL de FB1, equivalente a 31% da 

produção média de FB1 dos cultivos com adição de fungicida (2,31 µg/mL). A adição 

de fungicida ao meio de cultivo, portanto, aumentou a produção de FB1 em 

aproximadamente 3,25 vezes. 

Estes resultados são similares aos de MUSS e FRANK (1985), que 

demonstraram que a adição de 30 a 50 µg/mL de fungicida tridemorfe aumentaram a 

produção de toxina T-2 por Fusarium sporotrichioides em 5 vezes. MATTHIES e 

BUCHENAUER (1996) testaram uma ampla gama de fungicidas utilizados comumente 

na Alemanha, e constataram que a adição de tubiconazole (0,1 µg/mL) induziu a 

produção de desoxinivalenol (DON) em aproximadamente 4 vezes. Em contraste, 

tridemorfe e fenopropimorfe não afetaram a síntese de DON, enquanto que benomyl, 

tiabendazole, procloraz e tebuconazole inibiram a incidência da toxina, quando 

utilizados em concentrações de 0,5 a 1,0 µg/mL (MATTHIES e BUCHENAUER, 1996). 

O tratamento de sementes de milho com 50 µg/mL de maneb para infecções 

provocadas por F. graminearum  proporcionou boa qualidade de controle tanto do 

crescimento fúngico quanto da produção de zearalenona (ZEA), in vivo e in situ 

(DRAUGHTON e CHURCHVILLE, 1983). Ressalta-se que a eficiência da proteção 

química depende, portanto, do tipo de fungicida aplicado, e do fungo patogênico que 

deve ser controlado, além da dose aplicada (KOLOMBET et al., 2006; MAGAN et al., 

2002). 

Não foi observada correlação entre a produção de FB1 e a expressão de 

FUM1 na presença do fungicida (Tabela 2). DOOHAN et al. (1999) demonstraram que 

a presença de fungicidas procloraz e tebuconazole (em concentrações de 2 e 8 µg/mL) 

no meio de cultivo de Fusarium culmorum aumentou a produção de DON e expressão 
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do gene Tri5, que codifica para a tricodieno sintase, enzima que catalisa a primeira 

reação na biossíntese de tricotecenos.   

Os valores de R exprimem a diferença de expressão de cada um dos genes 

analisados em meios de cultivo sem e com adição de fungicida. Valores de R menores 

que 1,0 não exprimem diferença de expressão gênica relevante. Portanto, não foi 

observada diferença na expressão do gene FUM1 em relação à presença ou ausência 

de fungicida no meio de cultivo. Entretanto, a expressão do gene FUM21 foi 

ligeiramente estimulada na presença de fungicida (Tabela 2). 

Uma vez que o gene FUM21 é um regulador que estimula a transcrição dos 

genes que codificam para enzimas da via de síntese de fumonisinas, era esperado 

que a expressão do gene FUM1 apresentasse correlação com a expressão de FUM21. 

Entretanto, o gene FUM21 pode influenciar também a expressão de outros genes da 

via de biossíntese de fumonisinas, como o gene FUM8 (BROWN et al., 2007). 

Além disso, FUM21 apresenta pelo menos quatro formas alternativas de 

splice (FASs), que são expressas diferencialmente e podem atuar de maneiras 

distintas na regulação da transcrição dos genes para a biossíntese de fumonisinas.  

Uma destas FASs carece de um domínio carboxi – terminal, o qual provavelmente é 

necessário para ativar a transcrição  (BROWN et al., 2007). Portanto, o transcrito 

detectado para o gene FUM21 pode não estimular a transcrição de FUM1. 

O aumento na concentração de FB1 detectado na presença do fungicida pode 

ser decorrente de outros fatores. Primeiramente, o fungicida Maxim – XL poderia 

influenciar na expressão de outros genes da via de biossíntese de fumonisinas, não 

influenciando diretamente na expressão de FUM1. Assim como FUM1, FUM6 (BOJJA 

et al., 2004) e FUM8 (SEO et al., 2001) são essenciais para a produção de 

fumonisinas, e poderiam ter sua expressão influenciada pelo fungicida, o que 

acarretaria em produção aumentada de FB1. DOOHAN et al. (1999) demonstraram 

que fungicidas (procloraz e tebuconazole) podem exercer efeito positivo tanto na 

produção de DON quanto na expressão de um gene essencial para a síntese da toxina 
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(Tri5 – codifica para a tricodieno sintase, que catalisa a primeira reação na biossíntese 

de tricotecenos) por F. culmorum.  

Estudos da expressão de FUM6 e/ou FUM8 poderiam demonstrar esta 

possível correlação; entretanto, a expressão de qualquer outro gene da via de 

biossíntese de fumonisinas poderia sofrer influência do fungicida. 

Em muitos fungos, transportadores celulares das famílias ABC (ATP binding 

cassette) e MFS (major facilitator superfamily) são essenciais para a sobrevivência em 

meio contendo agentes tóxicos. Aspergillus nidulans, por exemplo, codifica para um 

transportador celular do tipo ABC (cassete de ligação ao ATP), denominado AtrBp, 

que apresenta afinidade a diversas classes de fungicidas (anilinopirimidina, 

benzimidazol, fenilpirrol, fenilpiridilamina, estrobirulina e azole). O transportador AtrBp 

exporta as substâncias tóxicas constantemente, mantendo-as em nível sub-crítico no 

interior celular (ANDRADE et al., 2000).  FUM19, que está contido no cluster gênico 

das fumonisinas, codifica para um transportador celular do tipo ABC, responsável pelo 

transporte extracelular de micotoxinas (PROCTOR et al., 2003), e poderia, em tese, 

atuar também no efluxo de outras substâncias citotóxicas, como Maxim – XL. Assim, a 

presença de fungicida no meio de cultivo poderia aumentar a expressão do gene 

FUM19 e/ou a atividade do transportador por ele codificado, o que aumentaria os 

níveis extracelulares de fumonisinas. 

Ainda, a influência de Maxim – XL sobre a produção de fumonisinas pode não 

apresentar relação com a expressão dos genes para a biossíntese da toxina. 

Fludioxonil é um fungicida de contato com amplo espectro, que atua sobre histidinas 

quinases denominadas MAP (mitogen activated protein). As MAP quinases estão 

envolvidas na transdução de muitos sinais extracelulares, sendo importantes para 

manutenção, regulação do crescimento e diferenciação celular, crescimento invasivo 

de hifas e virulência, conidiação e germinação de conídios (XU, 2000).  

Uma vez que fludioxonil atua sobre MAP quinases, Maxim – XL poderia alterar 

a morfologia celular, que, combinada à agitação utilizada durante o cultivo de F. 
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verticillioides no presente trabalho, propiciaria a lise celular nas amostras tratadas com 

fungicida, e, portanto, liberação do conteúdo intracelular de fumonisinas, aumentando 

sua concentração no extrato livre de células. Os efeitos de fludioxonil sobre 

Neurospora crassa foram estudados por ZHANG et al. (2002), que demonstraram que 

o fungicida atua sobre uma MAP quinase cujo papel é relacionado à osmorregulação, 

super-estimulando a expressão desta enzima, e provocando stress hiperosmótico, 

com conseqüente acúmulo intracelular de glicerol, inchaço e rompimento de células. 

Em Candida albicans, a adição de fludioxonil ao meio de cultivo também afetou a 

osmorregulação, provocando acúmulo de glicerol intracelular e inibindo a formação de 

hifas (OCHIAI et al., 2002).  

O presente trabalho fornece evidências sobre a influência de Maxim – XL sobre 

a produção de fumonisina B1, e demonstra a importância da compreensão do 

mecanismo de ação de fungicidas sobre fungos toxigênicos e produção de 

micotoxinas para a minimização da sua ocorrência. Entretanto, estudos posteriores 

são necessários para auxiliar a elucidar o mecanismo pelo qual Maxim – XL influencia 

positivamente na produção de FB1 por F. verticillioides.    
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Tabela 1 – Produção de FB1 por F. verticillioides em meio 

líquido definido na presença e na ausência de fungicida 

Maxim – XL. 

Amostra   Média FB1 (µg/mL) 
   

* Controle 0,71b 

** Tratamento 2,31a 

* Controle = sem adição de fungicida 
** Tratamento = adição de 75 µL de fungicida 
 Média de três repetições  
Médias seguidas da mesma letra não apresentam diferença 
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) 
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Tabela 2 – Análise quantitativa da expressão do RNA mensageiro para 

os genes FUM1 e FUM21. 

Gene Valores de R 

FUM 1 0,56 

FUM 21 1,29 

* A quantidade de RNA em cada amostra foi calculada pela metodologia 
estabelecida por Pfaffl (2001) 
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6. CONCLUSÕES 
 

 O suprimento adequado de nitrogênio pode diminuir o risco de 

contaminação por fungos e fumonisinas. 

  

 Existe uma correlação negativa entre a ocorrência de fumonisinas e a 

dose de fertilizante nitrogenado utilizada. 

 

 Houve uma tendência de menor contaminação por fumonisinas quando 

utilizados 160 Kg/ha de uréia (tratamento 2). 

 

 Houve uma tendência de menor contaminação por fumonisinas quando 

utilizada uréia ao invés de uréia + NBPT. 

 

 A fertilização nitrogenada é importante para minimizar os riscos da 

contaminação de milho por fumonisinas, podendo ser utilizada a fim de 

proporcionar maior segurança alimentar para animais e seres humanos. 

 

 Maxim – XL promoveu aumento na concentração extracelular de 

fumonisina B1.  

 

 Maxim – XL induz ligeiramente a expressão do gene FUM21. Entretanto, 

a expressão do gene FUM1 não foi influenciada positivamente pelo 

fungicida. 

 

   A compreensão do mecanismo de ação de fungicidas sobre F. 

verticillioides e produção de fumonsina B1 é importante para fornecer 

subsídios para o controle e minimização da ocorrência de fumonisinas.  
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ANEXO 1 – Parcelas dos Experimentos com Milho 
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ANEXO 2 – Tratamentos dos Experimentos com Milho 

 

 
 
 

N Plantio N Cobertura N Total 
Tratamento 

 Kg/ha  
Fonte de N 

Controle 1 0 0 0 --- 

Controle 2 40 0 40 --- 

1 40 40 80 Uréia 

2 40 120 160 Uréia 

3 40 200 240 Uréia 

4 40 40 80 Uréia + NBPT 

5 40 120 160 Uréia + NBPT 

6 40 200 240 Uréia + NBPT 
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ANEXO 3 – Avaliação da Microbiota Fúngica 
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ANEXO 4 – Extração de Fumonisinas 

 

 

 
  

 
 

Ressuspensão em 800 L metanol:água (3:1, v/v) 
 

10 mL de metanol:ácido acético 0,5% 

Secagem – nitrogênio gasoso a 45 ºC 

200 L 600 L (estoque) 

Acondicionamento (-20 ºC) 

Secagem – nitrogênio gasoso a 45 ºC 
 

6 mL de metanol:água (3:1,v/v) + 3 mL metanol 
3 mL metanol 

1 mL (sobrenadante) 
 

5 mL metanol + 5 mL de metanol:água (3:1,v/v) 
 

Pré-limpeza (Sep-Pak accell plus QMA – Waters) 
 

10g de milho + 30mL de metanol:água (3:1,v/v) 
 

10min (25ºC) + 1h (agitação – 150 rpm, 11ºC) 
 

Filtragem em papel de filtro 
 

Amostra - Milho 
 

Amostra – Meio Líquido 
 

1 mL de sobrenadante 
 

1 mL de metanol:água (3:1,v/v) 
 

1 minuto de agitação em vortex 
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ANEXO 5 – Gel de cDNA e Teste de Primers para o gene TUB2 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

cDNA do controle (sem fungicida) cDNA do tratamento (com fungicida) 

Amplicon 
 

193 pb 
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ANEXO 6 – Curvas de Melting dos Experimentos de PCR em Tempo Real para 

o Gene FUM21 

 
 
 
 

 
 
 

Amostra Eficiência C(t) Tm (oC) 

Tub C1 1.90 23.09 86 
Fum 21 C1 1.79 28.51 83.5 
Branco Tub N/A N/A 50.5 

Tub C2 1.81 22.87 86 
Fum 21 C2 1.76 27.85 83.5 

Branco  Fum21 N/A N/A 50.5 
Tub T1 1.87 20.54 86 

Fum 21 T1 1.89 25.22 84 
Tub T2 1.98 20.69 86 

Fum 21 T2 1.84 25.20 83.5 
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ANEXO 7 – Curvas de Melting dos Experimentos de PCR em Tempo Real para 

o Gene FUM1 

 
 
 
 

 
 
 
 

Amostra Eficiência C(t) Tm (oC) 

Tub C1 1.88 22.38 86 
Fum 1 C1 1.87 22.92 88 

Branco Tub N/A N/A 50.5 
Tub C2 1.87 22.48 86.5 

Fum 1 C2 1.93 22.90 88 
Branco  Fum1 N/A N/A 50.5 

Tub T1 1.91 19.92 86.5 
Fum 1 T1 1.90 21.37 88 
Tub T2 1.99 19.79 86.5 

Fum 1 T2 1.98 21.14 88 
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ANEXO 8 – Instruções Normativas da Food Additives and Contaminants 

 
 

Food Additives and Contaminants: Part A publishes original research papers and critical 
reviews covering analytical methodology, occurrence, persistence, safety evaluation, 
detoxification and regulatory control of natural and man-made additives and contaminants in the 
food and animal feed chain. Papers are published in the areas of pesticide and veterinary drug 
residues, environmental contaminants, natural toxicants, mycotoxins, trace elements, migration 
from food packaging, food processing contaminants, authenticity and allergenicity of foods. 
Papers are published on animal feeds where residues and contaminants can give rise to food 
safety concerns. Contributions cover chemistry, biochemistry and bioavailability of these 
substances, factors affecting levels during production, processing, packaging and storage; the 
development of novel foods and processes; exposure and risk assessment. 
 
 
Manuscript Preparation 

 
1. General guidelines  

 Papers are accepted only in English.  
 Manuscripts should be compiled in the following order: title page; abstract; keywords; 

main text; acknowledgments; appendices (as appropriate); references; table(s) with 
caption(s) (on individual pages); figure caption(s) (as a list). A word count should be 
included and authors should indicate if the paper is for a special issue.  

 Abstracts are required for all papers submitted.  
 Each paper should have two to twelve keywords taken only from designated listing 

available on Manuscript Central.  
 Section headings should be concise.  
 For all manuscripts non-discriminatory language is mandatory. Sexist or racist terms 

should not be used.  
 Authors must adhere to SI units. Units are not italicised.  
 When using a word which is or is asserted to be a proprietary term or trade mark, 

authors must use the symbol ® or TM.  
 Authors should NOT use ppb or ppm as units of concentration but should use ng g-1 

and mg kg-1 respectively  
 References are cited by author and year in the text and listed alphabetically - for a 

full description see Complete Style Guide.  

2. Figures  

 It is in the author's interest to provide the highest quality figure format possible. Please 
be sure that all imported scanned material is scanned at the appropriate resolution: 
1200 dpi for line art, 600 dpi for grayscale and 300 dpi for colour.  

 Figures must be saved separate to text. Please do not embed figures in the paper file.  
 Files should be saved as one of the following formats: TIFF (tagged image file format), 

PostScript or EPS (encapsulated PostScript), and should contain all the necessary font 
information and the source file of the application (e.g. CorelDraw/Mac, CorelDraw/PC).  

 All figures must be numbered in the order in which they appear in the paper (e.g. figure 
1, figure 2). In multi-part figures, each part should be labelled (e.g. figure 1(a), figure 
1(b)).  

 Figure captions must be saved separately, as part of the file containing the complete 
text of the paper, and numbered correspondingly.  

 Figures should be produced as near to the finished size as possible.  
 The filename for a graphic should be descriptive of the graphic, e.g. Figure1, Figure2a.  



 108

3. Style guidelines  

 Description of the Journal's article style Please note that sections should not be 
numbered.  

Journal title and 
acronym Studies on Neotropical Fauna and Environment (nNFE) 

Catchline 
Journal Title 
Vol. X, No. X, Month 2008, 1–3 
top of page 1, ranged left 

Running heads 

(verso) J. Smith and P. Jones or J. Smith et al. if 3 or more authors. If 
J.B. Smith then initials are closed up 
(recto) Journal Title 
position left and right of pages 

Article type (when 
needed) 

RESEARCH ARTICLE 
bold caps, ranged left 

Title Bold, first word and proper nouns cap only 
ranged left 

Authors An Author and Another Author (initials closed up if J.B. Smith) 
ranged left 

Affiliation 

a
Department, University, City, Country; 

b
Department, University, City, 

Country 
ranged left 

Received dates (Received 20 July 2005; final version received 17 August 2006) After 
affiliation, ranged left 

Abstract Text smaller, indented both sides 
ranged left 

Keywords Keywords: word; another word; lower case except names 
Position aligned with abstract, same size as abstract 

Correspondence details 

Given as footnote on page 1* 
*Corresponding author. Email: xxxxxxx 
ranged left, no indent. Postal address not needed. If there is only one 
author, use *Email: xxxxxxx 

Headings 

A. Bold initial cap only 
B. Bold italic initial cap only 
C. Italic initial cap only 
D. Italic initial cap only. Text runs on 
All ranged left, numbers to be included if supplied, no indent below. 

Paragraphs Indented 

Tables 
(Table 1) in text. 
Table 1. Title initial cap only. (ranged left above table) 
Note: This is a note. (ranged left under table) 

Figures 
(Figure 1) in text. 
Figure 1. Caption initial cap only. (ranged left under figure) 
Note: This is a note. (ranged left under figure) 

Acknowledgements A heading. Goes before notes, bio notes and refs 
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 Description of the Journal's reference styles. Please note that references are cited by 
author and year in the text and listed alphabetically - for a full description see Complete 
Style Guide.  

 
 

Author AA, Author BB. Year. Article title. Abbr J Title. Volume: pages.  

 Journal 
Article Smart N, Fang ZY, Marwick TH. 2003. A practical guide to exercise  

training for heart failure patients. J Card Fail. 9(1):49–58.  

Author AA, Author BB. Year. Title of book. Edition. Place of publication: 
publisher. Extent. Notes.  

Book Schott J, Priest J. 2002. Leading antenatal classes: a practical guide. 2nd ed. 
Boston (MA): Books for Midwives.  

Author AA. Year. Title of book. Place of publication: Publisher. Chapter X, Title 
of chapter; extent.  

Chapter Shakelford RT. 1978. Surgery of the alimentary tract. Philadelphia (PA): W.B. 
Saunders. Chapter 2, Esophagoscopy; p. 29–40.  

Author. Title of document [Internet]. Date of publication. Place (State): 
Publisher; [cited Year Mon date]. Available from: URL  

Internet 
document APSnet: plant pathology online [Internet]. c1994–2005. St Paul (MN): 

American Phytopathological Association; [cited 2005 Jun 20]. Available from: 
http://www.apsnet.org/  

Author A. Year Mon date. Title of article. Title of Newspaper (edition). 
section:beginning page of article (col. X).  Newspaper 

article Weiss R. 2003 Apr 11. Study shows problems in cloning people. Washington 
Post (Home Ed.). Sect. A:12 (col. 1).  

Author A. Year. Title of thesis [degree and type of thesis]. [Place of 
publication]: Name of University.  

Thesis Lutz M. 1989. 1903: American nervousness and the economy of cultural 
change [dissertation]. [Stanford (CA)]: Stanford University.  

Author A. Year. Title of paper. Paper presented at: Title of conference. Number 
and name of conference; date; Place.  

Conference 
paper 

Antani S, Long SR. 2003. Anatomical shape representation in spine x-ray 
images. Paper presented at: VIIP 2003. Proceedings of the 3rd IASTED 
International Conference on Visualization; Benalmadena, Spain.  

 
4. Colour 

 
There are a limited number of colour pages within the annual page allowance. Authors should 
restrict their use of colour to situations where it is necessary on scientific, and not merely 
cosmetic, grounds.  
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