Avaliacio de fontes de carbono e nitrogénio na producio de
fumonisina B, por Fusarium verticillioides em meio liquido definido
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Resumo

Fusarium verticillioides Sacc. Niremberg (= F. moniliforme Sheldon) € um patdgeno primario de milho
e principal produtor de fumonisinas. Considerando que a qualidade e a concentragdo de nutrientes no
substrato apresentam papel importante na produgdo de fumonisinas, este trabalho teve como objetivo
avaliar a producdo de fumonisina B, (FB,) por F. verticillioides em cultivo liquido com diferentes fontes
de carbono e nitrogénio. Trés cepas (103F, 113B e 103BR) foram inoculadas em nove meios de cultivo
liquido com diferentes fontes de carbono (glucose, frutose ¢ maltose) na concentracdo de 20 g/L ¢
nitrogénio (leucina, alanina e valina) na concentracdo de 1 g/L. Apos a sele¢do da cepa (103F) e fonte
de carbono/nitrogénio (maltose/leucina) que proporcionaram maior produgdo de FB,, foram avaliados
meios variando as concentragdes de maltose e leucina. Fixando a concentragdo de leucina em 1 g/L e
aumentando a concentragdo de maltose de 20 g/L para 40 g/L ocorreu um aumento na producdo de FB,
de 3,9 ng/mL para 4,7 pg/mL (p < 0,05). Por outro lado, fixando a concentra¢ao de maltose em 40 g/L ¢
diminuindo a concentragdo de leucina em 50% (de 2 g/L para 1 g/L) ocorreu um aumento na produgao
de FB, de 2,3 pg/mL para 4,7 pg/mL (p < 0,05). A produgdo de FB, variou de acordo com a cepa de
E verticillioides, concentragdo e fonte de carbono/nitrogénio no meio liquido, sendo que o aumento
da concentracdo de maltose apresentou um efeito positivo significativo (+0,6 + 0,11), enquanto que o
aumento da concentragdo de leucina apresentou um efeito negativo (—2,2 + 0,11).

Palavras-chave: Fumonisinas, aminoacidos, carboidratos, meio de cultura liquido definido

Abstract

Fusarium verticillioides Sacc. Niremberg (= F. moniliforme Sheldon) is a primary corn pathogen and
the main fumonisin producer. Considering that the nutrient quality and its concentration in the culture
medium have an important role in fumonisin production, the aim of this study was to evaluate fumonisin
B, (FB,) production by F. verticillioides in a liquid culture medium with different carbon and nitrogen
sources. Three strains (103F, 113B and 103BR) were inoculated in nine liquid culture media with different
carbon sources (glucose, fructose and maltose) at the concentration of 20 g/L and nitrogen (leucine,
alanine and valine) at the concentration of 1 g/L. After selecting the strain (103F) and carbon/nitrogen
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sources (maltose/leucine) that provided the highest FB, production, culture media with different maltose
and leucine concentrations were evaluated. Keeping the leucine concentration at 1 g/L and increasing
the maltose concentration from 20 g/L to 40 g/L, the FB, production increased from 3.9 pg/mL to 4.7
pg/mL (p < 0.05). On the other hand, keeping the maltose concentration at 40 g/L and decreasing the
leucine concentration to 50% (from 2 g/L to 1 g/L) the FB, production increased from 2.3 pg/mL to
4.7 ug/mL (p < 0.05). FB, production varied according to the F. verticillioides strain, concentration
and carbon/nitrogen source in the liquid culture medium and the increase in maltose concentration
showed a significant positive effect (+0.6 = 0.11), whereas the increase in leucine concentration showed

a negative effect (—2.2 + 0.11).

Key words: Fumonisins, amino acids, carbohydrates, defined liquid culture medium

Introducao

O Brasil € o terceiro produtor mundial de milho,
com uma producao anual de 41,3 milhdes de
toneladas, sendo o Estado do Parana responsavel
por 26% da produgdo nacional (DUARTE et al.,
2008).

Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg
(=Fusarium moniliforme Sheldon) ¢ um fungo de
distribui¢do mundial, com alta ocorréncia e infecg¢ao
atingindo mais de 90% do milho, sendo que 90% das
linhagens de F. verticillioides isoladas produzem

fumonisinas (BACON; NELSON, 1994).

Embora 28 analogos tenham sido identificados
(RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002), apenas
as fumonisinas B, (FB)), FB, e FB, ocorrem em
concentracdes significativas como contaminantes
naturais de milho e derivados, sendo a FB, a mais
toxica e abundante, compreendendo de 60 a 90%
das fumonisinas detectadas (SYDENHAM et al.,
1990).

As fumonisinas causam leucoencefalomaldcia
em eqiiinos (MARASAS et al., 1988), edema
pulmonar em suinos (HARISSON et al., 1990) e
redugdo do desenvolvimento e imunossupressao em
aves (WEIBKING et al., 1993; NAGARAJ; WU;
VESONDER, 1994). Em ratos, foi comprovada
a acdo hepatotoxica e hepatocarcinogénica
(GELDERBLOM et al., 1991). Em seres humanos,
estudos epidemioldgicos indicam a associacdo do
consumo de milho contaminado com fumonisinas
ao cancer esofagico na Africa do Sul, China e Italia,
onde este cereal constitui o elemento basico da dieta

(MARASAS et al., 1981; FRANCESCHI et al.,
1990; CHU; LI, 1994).

Virios fatores que podem influenciar a producao
de fumonisinas em meios de cultura tém sido
estudados, como composicdo do meio (solido
ou liquido), pH, atividade de &agua, fontes de
carbono e nitrogénio, elementos traco e presenca
de precursores de fumonisinas (ALBERTS et al.,
1990, 1994; PLATTNER; SHACKELFORD,
1992; BRANHAM;  PLATTNER, 1993;
MARIN; SANCHIS; MAGAN, 1995; KELLER;
SULLIVAN, 1996; CUERO et al., 1998). Embora
as concentracdes de fumonisinas obtidas pelo
cultivo de F. verticillioides em substratos naturais
(meios so6lidos) sejam mais elevadas, a extracao e
purificagdo requerem varias etapas e a utilizacdo
de (KELLER; SULLIVAN,
1996). Além disso, os métodos atuais utilizam

solventes toxicos
meios complexos, que dificultam a analise das vias
biossintéticas e mecanismos de controle (KELLER;
SULLIVAN, 1996). Por outro lado, os meios de
cultura liquidos reduzem a necessidade de solventes
organicos durante a extragdo e purificagdo, uma
vez que as fumonisinas sdo encontradas no extrato
livre de células, podendo ser extraida por simples
filtragdo. Além disso, a co-cluicdo de interferentes
derivados do meio sélido pode ser reduzida em meios
liquidos (MILLER; SAVARD; SAPIOR, 1994).
Considerando que as concentragdes de fumonisinas
obtidas em cultura liquida sdo relativamente baixas,
mais estudos sdo necessarios visando a otimizacao
da produgdo de fumonisinas nesse tipo de cultura
(KELLER; SULLIVAN, 1996).
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Existem poucas informagdes sobre a influéncia
dos nutrientes presentes no meio de cultura na
biossintese de fumonisina, sendo que, somente
a participagdo de alguns aminoacidos nas
etapas de biossintese de fumonisinas tem sido
estudada (PLATTNER; SHACKELFORD, 1992;
BRANHAM; PLATTNER, 1993; BLACKWELL;

MILLER; SAVARD, 1994).

Considerando que a qualidade e a concentragao
de nutrientes no meio de cultura influenciam
na produg¢do de fumonisinas, este trabalho teve
como objetivo avaliar a produgdo de FB, por F
verticillioides em meios de cultivo liquido, com
diferentes combina¢des de fontes de carbono e
nitrogénio.

Material e métodos
Cultura de fungos

Foram utilizadas as cepas 103F, 113B ¢ 103BR
de F. verticillioides isoladas a partir de ragdes
envolvidas em intoxicagdo animal. A identifica¢do
das cepas foi realizada na Science University of
Tokyo, Japan.

Producgdo de fumonisina

Uma suspensdo de esporos (107 esporos/mL) de
trés cepas de F. verticillioides (103F, 113B e 103BR)
cultivadas em agar batata dextrose (BDA) por 7 dias
a 28° C foi inoculada em nove diferentes condi¢des
de cultivo liquido a base de sais e vitaminas (50
mL) contendo 1 g/L KH,PO,, 1 g/L K.HPO,, 0,3 g/L
MgSO,, 32 mg/mL ZnSO,, 100 mg/mL FeSO,, 16
mg/LMnSO,, 0,4 g/L CaCl,, I mg/L tiamina, 1 mg/L
riboflavina, 1 mg/L pantotenato, 1 mg/L niacina, 1
mg/L piridoxamina, 1 mg/L acido a-lipdico, 100
ug/L acido folico, 100 pg/L. biotina, 100 pg/L
vitamina B, (KELLER; SULLIVAN; CHIRTEL,
1997) com pH ajustado para 3,7. Ao meio basico
foram adicionadas as fontes de carbono (20 g/L) e
nitrogénio (1 g/L) combinadas conforme a tabela 1.
A incubacgdo foi realizada a 28° C, 180 rpm por 15
dias. Os meios de cultura foram filtrados em papel
Whatman n° 1 sob vacuo.

Ap6s a selecao da cepa e da condig@o (carbono/
nitrogénio) que proporcionaram maior produgdo
de FB, foram preparados meios variando as
concentragdes de carbono (20 e 40 g/L) e nitrogénio
(1 e2 g/L). Todos os experimentos foram realizados
em duplicata.

Tabela 1. Combinagdes de fontes de carbono (20 g/L) e nitrogénio (1 g/L) em meio de cultivo liquido a base de sais

e vitaminas.

Ensaio

Fonte de C/N

1

O 0 1 O L AW

glucose/leucina
glucose/alanina
frutose/leucina
frutose/alanina
glucose/valina
maltose/alanina
frutose/valina
maltose/leucina
maltose/valina
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Andlise de biomassa

A determinagdo de biomassa foi realizada por
gravimetria a 70° C até obtencao de peso constante
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Determinacdo de fumonisina

A extracdo de fumonisinas foi realizada
misturando uma aliquota de 2 mL do filtrado com
2 mL de metanol: agua (3: 1, v/v). O extrato (1 mL)
foi submetido a pré-limpeza em coluna de troca
anidnica (Sep Pak accell plus QMA, Waters), eluido
com metanol contendo acido acético (0,5%) e seco
sob fluxo de gas nitrogénio em Banho Maria a 45°
C. Apos a dissolugdo do extrato com acetonitrila:
agua (1: 1, v/v) de forma a obter a concentracdo
de 200 a 1000 ng/mL, a amostra foi submetida a
derivatiza¢do com o-ftaldialdeido. A determinagao
de fumonisinas foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), sistema isocratico
de fase reversa Shimadzu consistindo de bomba
10AT e detector de fluorescéncia RF 10A XL,
utilizando uma coluna Shim-pack CLC-ODS
(M) (4,6 x 250 mm). As condi¢des de operacdo
foram: fluxo de 1 mL/minuto, temperatura de
25°C, detector de fluorescéncia com comprimento
de onda de excitacdo e de emissdao de 335nm e
450nm, respectivamente. A fase movel consistiu de
CH,OH: NaH, PO, (0,1 mol/L, 80: 20, v/v), pH 3,3
(SHEPHARD et al., 1990 modificado por UENO et
al., 1993).

Cdlculo dos efeitos principais e de interagdo

O efeito individual de cada atributo utilizado
no delineamento experimental (efeito principal)
e o efeito resultante da influéncia combinada dos
atributos (efeito de interagdo) foram calculados de
acordo com Barros Neto, Scarminio, Bruns (2003).

O calculo do efeito principal da concentragdo de
carbono na produg¢do de FB, foi realizado por meio
da férmula:

EP=[(y*-y®) +(y“—yP)]/2, ondey corresponde
a média da produgdo de FB, nas condig¢des com 40
g/L de maltose e 2 g/L de leucina (y %), 20 g/L de
maltose e 2 g/L de leucina (y B), 40 g/L de maltose
e 1 g/L de leucina (y €) e 20 g/L de maltose e 1 g/L
de leucina (y D).

O calculo do efeito principal da concentragao
de nitrogénio na produgdo de FB, foi realizado por
meio da férmula:

EP=[(y*-y®) +(y“—yP)]/2, ondey corresponde
a média da producdo de FB, nas condigdes com 2
g/L de leucina e 40 g/L. de maltose (y #), 1 g/L de
leucina e 40 g/L de maltose (y B), 2 g/L de leucina e
20 g/L de maltose (y ©) e 1 g/L de leucina e 20 g/L
de maltose (y P).

O calculo do efeito de interagdo da concentracao
de carbono com a de nitrogénio na produgdo de FB,
foi realizado por meio da formula:

El=[(y*+yB)—(y“+yP)]/2, ondey corresponde
a média da produgdo de FB, nas condigdes com 2
g/L de leucina e 40 g/L de maltose (y #), 1 g/L de
leucina e 20 g/L de maltose (y B), 2 g/L de leucina e
20 g/L de maltose (y ©) e 1 g/L de leucina e 40 g/L
de maltose (y ).

Andlise estatistica

As diferencas nas médias de producdo de
biomassa e fumonisina B, em diferentes fontes de
C/N por F. verticillioides 103F, 113B ¢ 103BR,
assim como em diferentes concentracdes de maltose
e leucina por F. verticillioides 103F foram avaliadas
estatisticamente utilizando ANOVA seguida pelo
teste de Tukey (p < 0,05). A analise estatistica foi
realizada utilizando o programa ‘Statistica’ versao
6.0 (Stat Soft, Inc.).

Resultados e discussao

Natabela 2 é apresentada a produgdo de biomassa
¢ FB, por trés cepas de F. verticillioides em meios
de cultivo liquido contendo diferentes fontes de
carbono e nitrogénio.
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Tabela 2. Produgdo de biomassa e fumonisina B, em diferentes fontes de C/N por I verticillioides 103F, 113B e

103BR a 28° C, 180 rpm por 15 dias

E verticillioides

Fonte de C/N 103F 113B 103BR
BM*  FB ** (ng/ Bm*  FB ** (ug/ BM* FB, **
(4] mL) (8 mL) (g (ng/mL)

glucose/leucina 0,442 ND 0,15¢¢ 0,2? 0,10 ND
glucose/alanina 0,33% ND 0,33 ND 0,25° ND
frutose/leucina 0,23¢ 2,1° 0,142 0,1° 0,14° 0,3¢
frutose/alanina 0,14f 2,1° 0,234 0,1° 0,130 0,5°
glucose/valina 0,35° 0,4¢ 0,34* ND 0,282 ND
maltose/alanina 0,31¢ 0,7¢ 0,26 ND 0,07¢ 0,3¢
frutose/valina 0,32b¢ ND 0,29¢¢ ND 0,14° ND
maltose/leucina 0,28 4,32 0,302b¢ ND 0,10 0,9?
maltose/valina 0,17 1,7° 0,19° 0,1° 0,120 0,6°

Bm: Biomassa, FB, Fumonisina B,, ND: ndo detectado

*Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05)
**Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05)

A produgdo de biomassa variou de 0,14 g a 0,44
g para a cepa 103F nos meios com frutose/alanina e
glucose/leucina, respectivamente. Para a cepa 113B,
a variacdo foi de 0,14 g a 0,34 g, nos meios com
frutose/leucina e glucose/valina, respectivamente,
enquanto que para a cepa 103BR, a variacdo foi
de 0,07 g a 0,28 g, nas condigdes maltose/alanina
e glucose/valina, respectivamente. Houve uma
tendéncia de maior produgao de biomassa em meios
contendo glucose como fonte de carbono.

A produgdo de FB, variou conforme a cepa e
fonte de carbono/nitrogénio, de nao detectada a 0,2
ug/mL, 0,9 pg/mL e 4,3 ng/mL para as cepas 113B,
103BR ¢ 103F, respectivamente.

Nao foidetectadaprodugdode FB pelastrés cepas
de F verticillioides em meios contendo glucose/
alanina. Branham e Plattner (1993) relataram que
a adicdo de alanina em meios de cultivo diminuia a
producdo de FB,. Segundo os autores possivelmente
a reducdo na relagdo C/N, promovida pela adi¢ao
de aminoacidos, diminui a produgdo de FB . Esses
mesmos autores demonstraram por meio de alanina
marcada '“C, que esta era incorporada diretamente
nas primeiras etapas da biossintese de fumonisina.

Estudos realizados por Plattner ¢ Shackelford
(1992), e Branham e Platner (1993) demostraram
que a metionina e alanina s3o precursores na
biossintese de FB, por F. verticillioides.

Nos meios de cultivo contendo maltose como
fonte de carbono houve maior producdo de FB,
pelas cepas 103F e 103BR, provavelmente porque
a maltose possui mais atomos de carbono numa
mesma massa quando comparada as outras fontes
utilizadas neste trabalho. Estes resultados estdo
de acordo com os de Jiménez et al. (2003) que
demonstraram maior producdo de fumonisina por
duas cepas do complexo Gibberella fujikuroi em
meios contendo maltose.

O fato de as cepas 103F e 103BR produzirem
mais FB, no meio contendo maltose/leucina (p <
0,05) sugere que a leucina pode ser uma fonte de
nitrogénio importante na biossintese de fumonisina.

De maneira geral, a producdo de FB, foi menor
nas condi¢des que proporcionaram maior producao
de biomassa. Similarmente, Jiménez et al. (2003)
verificaram que a maior producao de biomassa
pela cepa Gf2 resultou em menor producdo de
fumonisinas.
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A cepa 103F produziu maior concentragdo
de FB, (4,3 ug/mL) no meio de cultivo contendo
maltose como fonte de carbono e leucina como
fonte de nitrogénio (p < 0,05). Considerando que as
concentracdes de carboidrato e nitrogénio interferem

na producdo de fumonisinas foram analisados o
efeito principal e de interagdo desses parametros
por meio da condugdo de um experimento variando
a concentragdo dessas fontes (tabela 3).

Tabela 3. Produg@o de biomassa e fumonisina B, em diferentes concentragdes de maltose e leucina por F verticillioides

103F a 28° C, 180 rpm por 15 dias.

Maltose/Leucina Biomassa* FB **
(g/L) (® (ug/mL)
20/2 0,332 1,9¢
40/1 0,15¢ 4,7°
20/1 0,220 39°
40/2 0,26 2,3¢

*Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05)
**M¢édias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05)

O célculo do efeito principal indicou que a
concentracdo de maltose apresentou um efeito
positivo significativo (p < 0,05) na produgéo de FB,
(+0,6 £0,11). Fixando a concentragdo de leucina em
2 g/L e aumentando a concentragdo de maltose de 20
g/L para 40 g/L ocorreu um aumento na produgao de
FB, de 1,9 pg/mL para 2,3 ug/mL (figura 1).

O calculo do efeito principal da leucina
demonstrou um efeito sensivel significativo (p <
0,05), mas oposto (2,2 + 0,11), ou seja, fixando a

concentracao de maltose em 40 g/L. e aumentando a
concentracdo de leucina de 1 g/L para 2 g/L, ocorreu
uma diminui¢do na produgdo de FB, de 4,7 pg/mL
para 2,3 ug/mL (tabela 3 e figura 1).

O efeito da interacdo da concentragdo de maltose
¢ leucina na produgdo de FB, ndo foi significativo
(p <0,05) e podem ser interpretados separadamente
em razdo do baixo valor (0,2 + 0,11) de interacao
entre eles.

1,9 pg/mL

» 2,3 pg/mL

0 de Leucina (g/L)

aci

Producio de FB,

3,9 pg/mL

Concentr:

4,7 pg/mL

20

. >
} »
40

Concentracio de Maltose (g/L)

Figura 1. Produgdo de FB, por £ verticillioides 103F em diferentes concentragdes de maltose e leucina.
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Jiménez et al. (2003) observaram um aumento
na produ¢do de fumonisinas com o aumento
da concentragdo da fonte de carbono no meio,
independente do carboidrato usado e uma diminuicao
muito acentuada quando o nivel dos aminoacidos
serina, treonina, acido glutamico, valina e alanina
foi aumentado de 1 para 10 g/L, sendo que nessa
ultima concentracdo a produgdo de fumonisina foi
praticamente nula.

A razdo carbono/nitrogénio (C/N) desempenha
um papel importante naregulagcdo da viabiossintética
de fumonisinas. Alguns autores tém sugerido
que o quociente C/N influencia na quantidade de
fumonisinas sintetizada (BRANHAM; PLATTNER,
1993),assimcomonosniveis decrescimento fungico.
Portanto, um aumento no valor desse quociente leva
a uma diminui¢do na producdo da biomassa fungica
e a um aumento na produgdo de toxina, enquanto
que uma diminui¢do no quociente apresenta um
efeito oposto (JIMENEZ et al., 2003).

Menor producdo de Dbiomassa e maior
concentragdo de FB, foram obtidas nos meios
contendo 1 g/L de leucina pela cepa 103F, indicando
que a fonte de nitrogénio ¢ um fator determinante

no crescimento fingico.

A produgdo de FB, variou de acordo com a cepa
de F. verticillioides, concentracao e fonte de C/N no
meio liquido, sendo que a maltose apresentou um
efeito positivo significativo, enquanto que a leucina
apresentou um efeito negativo.
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