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Resumo
As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos principalmente por espécies de
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. A aflatoxina por exemplo, representa um grave problema de
salde publica devido as suas propriedades mutagénicas, imunossupressoras e
hepatocarcinogénicas. Paises africanos como Mocambique, levantam maior preocupacédo devido a
falta de programas de monitoramento de contaminacdo de culturas agricolas, mas praticas
agricolas de colheita, armazenamento, processamento e transporte, associado ao clima tropical
himido da regido. Actualmente o pais conta com técnicas de detec¢do convencionais pouco
precisas e sensiveis o que contribui para a entrada de micotoxinas na cadeia alimentar. Este estudo
investigou a aplicacdo de técnicas moleculares para a deteccao precoce de fungos toxigenicos em
produtos agricolas de diferentes regifes agroecoldgicas de Mogambique.
Foram recolhidas 25 amostras (13 de milho e 12 de amendoim) das regibes Sul (Boane,
Marracuene, Boquisso e Manhica), Centro (Manica) e Norte (Murrupula e Pemba) do pais. A
identificacdo fungica foi inicialmente realizada por macroscopia e microscopia seguida de
confirmagdo molecular com os primers ITS1 e ITS4. A presenca de genes-chave da via
biossintética das aflatoxinas (aflR, nor-1, omtB, omt-1 e ordA) foi avaliada por PCR para
determinar o potencial aflatoxigénico.
A analise morfoldgica revelou predominancia de Aspergillus (84%), seguida de Penicillium (56%)
e Fusarium (32%). A amplificacdo por PCR ITS1/ITS4 confirmou os resultados morfol6gicos em
100% das amostras com fragmentos de aproximadamente 600 pb, as pesquisas na ferramenta
Primer BLAST confirmaram a associa¢do dos tamanhos dos produtos obtidos com as principais
espécies toxigénicas, com destaque para as aflatoxigénicas A. flavus e A. parasiticus. Para a
confirmacéo da aflatoxigenicidade, a amplificacdo dos genes do cluster de aflatoxinas produziu
fragmentos dentro do intervalo esperado (630-1490 pb). O género Fusarium foi mais frequente no
milho (46,2%) e os géneros Aspergillus e Penicillium foram mais frequentes no amendoim (100%
e 58,3%, respectivamente). Os géneros Aspergillus e Penicillium ocorreram em todas regifes de
colecta, o género Fusarium ocorreu em todas regides com excepcdo da regido de Manhica e
Manica. A elevada frequéncia de isolados potencialmente aflatoxigénicos reforca a necessidade
de monitorizacdo molecular continua para melhor compreender a patogenicidade fungica, a
adaptacdo ambiental e as implicagcdes para a seguranca alimentar e a satde publica.

Palavras-chave: micotoxinas, diagnostico molecular rapido, seguranga alimentar

Vi



Lista de Abreviaturas

ITS — Internal Transcribed Spacer/Espacador Interno Transcrito
PCR — Polymerase Chain Reaction/Reacéo em cadeia de polimerase
DNA — Desoxyrribonucleic Acid/Acido Desoxirribonucleico
RNA — Ribonucleic Acid/Acido Ribonucleico

CHC — Carcinoma Hepatocelular

AFLA — Aflatoxina

AFB1 — Aflatoxina B1

OTA- Ocratoxina

FUM — Fumonisinas

ZEA — Zearalenona

TCTs — Tricotecenos

PAT — Patulina

CT — Citrinina

DON — Deoxinivalenol

DAS — Diacetoxiscirpenol

BQ — Boquisso

BN — Boane

MR — Marracuene

MH — Manhiga

MN — Manica

MU — Murrupula

PB - Pemba

Vii



Indice de figuras

Figura 1. Representacdo da estrutura dos diferentes tipos de aflatoxinas. ...........cccccvevvviveieennnns 21
Figura 2. Esquema da producao de micotoXinas €M Qra0S.. .......ccecvuereerrereereereesieeseesseseeseeseens 22
Figura 3. Mapa da area de estudo com os pontos de colecta: Boane, Boquisso, Marracuene,
Manhica, Manica, Murrupula @ PEMDA. ........cccueiiiiiiieiee e e 37
Figura 4. Principais géneros de fungos identificados morfologicamente. ............ccccceevviveinennnns 48
Figura 5. Compara¢ao da concentragdo de DNA em ng/uL entre o método optimizado de acetato
de potéssio (Conc_Acetato) e Kit comercial (CONC_Kit). ..c.coevereiiiiiiiiiiiiiieiere e 50
Figura 6. Comparacdo do indice de pureza entre 0 método optimizado de acetato de potassio
(Pureza_Acetato) e kit comercial (PUreza_Kit). ........cccovveiiiiiiiiieie e 51

Figura 7. Comparacdo do indice de contaminantes organicos entre os métodos de acetato de

potéssio (Contam_Acetato) e Kit comercial (Contam_Kit)..........ccccovvvviiiiiiiicieicrcse e 52
Figura 8. Gel de agarose 1% do DNA extraido pelo método de acetato de potéssio. ................. 53
Figura 9. Gel de agarose 1% do DNA extraido pelo kit comercial. ..........c.ccccooevieiireiciieinenns 53
Figura 10. Gel de agarose 1% do DNA amplificado usando os primers ITS1e ITS4. ............... 54
Figura 11. Gel de agarose 1% do DNA amplificado usando os primers ITS1e ITS4. ............... 55

Figura 12. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Aspergillus flavus. ..., 56
Figura 13. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico ASPergillus NIGET. ........ccooeieiriiireiee e 56
Figura 14. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Aspergillus parasitiCus............ccccevveveerieieese e 57
Figura 15. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Penicillium italicum. ... 57
Figura 16. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificagcdo do fungo toxigénico Penicillium eXpansum. .........ccccooevieiiiiniiniieienese e 57
Figura 17. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Fusarium vertiCillioides. .........cccccvvvvvivive i 58
Figura 18. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de

amplificagcdo do fungo toxigénico Fusarium gramin@arum. ..........ccccecerereeeereerieniesesesesresenneas 58

viii



Figura 19. Comparacéo das taxas de amplificacdo entre 0 DNA extraido pelo método de acetato

de pOtassio € Kit COMEICIAL .......c.ciieieee et nas 59
Figura 20. Gel de agarose 1% do DNA amplificado usando os primers aflR-F e aflR-R.. ......... 60
Figura 21. Gel de agarose 1% do DNA amplificado usando os primers nor-1F e nor-1R. ........ 61
Figura 22. Gel de agarose 1% do DNA amplificado pelos primers ver-1F e ver-1R.................. 62
Figura 23. Gel de agarose 1% do DNA amplificado pelos primers omtB-F-F e omtB-F-R. ...... 63
Figura 24. Gel de agarose 1% do DNA amplificado pelos primers omtl-F e omtl-R................ 64
Figura 25. Gel de agarose do DNA amplificado pelos primers ord-1508 e ord-2226................. 64

Figura 26. Frequéncia de ocorréncia do género Aspergillus entre as amostras de milho e
V117 01 (o] [ 4 PSSRSO 65
Figura 27. Frequéncia de ocorréncia do género Penicillium entre as amostras de milho e
V0 =T 0o (0] o PSR RTR 66

Figura 28. Frequéncia de ocorréncia de fungos do género Fusarium nas amostras de milho e

V117 01 (o] [ 4 PSSRSO 67
Figura 29. Frequéncia de ocorréncia do género Aspergillus entre os locais de colecta. ............. 68
Figura 30. Frequéncia de ocorréncia do género Penicillium entre os locais de colecta. ............. 69
Figura 31. Frequéncia de ocorréncia do género Fusarium entre os locais de colecta. ................ 69



Indice de tabelas

Tabela 1. Resumo dos estudos sobre aflatoxinas em Mocambique. ...........ccccoeveeie i iieieenee, 27

Tabela 2. Genes envolvidos na biossintese de AFB1 e as suas respectivas enzimas e primers

[T T O ) USRS 32
Tabela 3. Comparagdo entre os métodos de deteccdo de fungos e micotoxXinas...........cc.cvevevene. 32
Tabela 4. Localizacdo geografica dos pontos de COIEta. ..........cccvecvereiieiieere e 36
Tabela 5. Amostras usadas para 0 estudo e a respectiva deSCrHGa0. ..........cevvevvereeresieeseeseeeenns 40
Tabela 6. Primers usados para a amplificacdo da regido ITS. ... 44
Tabela 7. Resumo das condig¢Oes de amplificagdo da regido ITS. .......ccccoviiiiiiiiinc i 44
Tabela 8. Primers usados para a amplificacdo dos genes da biossintese de AFBL1. .................... 46

Tabela 9. Resumo das condi¢bes de PCR para amplificacdo dos genes da biossintese de AFB1.

Tabela 10. Resultados do teste de Wilcoxon para a comparacao da concentracdo, indice de pureza
e de contaminantes organicos entre 0 método de acetato de potassio e kit comercial.................. 49
Tabela 11. Resultados do teste t pareado para a comparacdo do indice de pureza entre 0 método
de acetato de potassio € Kit COMEICIAL. ..........ccevieiiiiiii i 49
Tabela 12. Resultados do teste de McNemar para a comparagdo do sucesso de amplificacdo entre

0 DNA extraido pelo método de acetato de potassio e kit comercial. .............ccccoveveiieiiccecnenne. 59



Lista de Anexos
Anexo 1: Amostra de grdos de amendoim com contaminacédo fungica, em camera humida. ...... 91
Anexo 2: Géneros de fungos identificados morfologicamente ............ccccooveveieiecce s, 92

Anexo 3: Quantificagdo do DNA eXIraido ..........cooeiririiiiiiiirieece s 93
Anexo 4: Consentimento Informado para Participantes do Estudo sobre Detec¢do Molecular de

Fungos Toxigénicos em Produtos Agricolas em Mocambique .........cccovveeieeie i 95

Xi



Indice

[ o [=Tol T 1= 0 LSS iii
(Do ol T o Tor To I (=3 o o) - USSR iv
DT [ or: (o] 4 - F TP RSP RRRP PR TRPRRIN %
RESUMIO ...ttt h e a e e Rt e b e e e Rt e b e e e et e be e e n e e R e e nr e e e enns Vi
LiStA A8 ADIEVIALUIAS ... .eeuveitieitieee ettt sttt et et e e s be e e e neenreenteenee e vii
INAICE B FIGUIBS.......cvoveiceictcee ettt en s viii
INQICE A8 TADRIAS. .......eocvveeceeeecieee ettt sttt n et n e en et s s X
TS s W0 LN o) (0 TSR Xi
I [ 11 {00 11 o Lo H TSSOSO PO PP PR PRI 15
1.1, Problema de PESQUISA........cciiiiiiiiiiiiie ettt 17
1.2, JUSEITICALIVA. ....eiiiiiieiicie ettt ettt bennenre s 17
2. ReVisa0 BIDIOGIATICA ........ccueiieiiec e 19
2.1 AS MICOIOXINGS ...c.vitiitestieteeteesieie et et sttt se e e e besbesbe st e s besbeaseese et e besbeabesbesneaneaneas 19
A O O N § =10 )[4 USRS PR 20
2.1.2. FUMONISINGS ...eeuvirieteite sttt sttt e ettt b st e st e et e sbesbeabeereanes 22

2 R TR I 4 (000 (=Tt~ 1 SRR 23
214, PAUIING ..oeieiceieeee ettt b ens 23

A T A - 1 - 1] o o] o - USSR 24

0 I O Tor 1 0 ) [ - SRS 24

2.2.  Ocorréncia de MicotoXinas €M AFTICA..........co.evvireeerereeeeeee s se st esesess s 25
2.2.1.  Micotoxinas em MOGAMDIQUE. ..........oiiiiiiiiiieiee s 25

2.3. Estratégias para mitigacao da contaminagdo por MiCOtOXINGS..........cevvereerivereareeseeens 27
2.4. Técnicas de detecgdo de micotoxinas em matrizes alimentares...........ccccevvvereninnnnnns 28
2.4.1.  Tecnicas CromMatOgrafiCas.........ccoeiiririiiriiiieiei e 29

Xii



2.4.2.  MetodoS IMUNOQUIMICOS. .....ecveiieiireieeiesteesieeie s e sre e steeste e sreesreeeesneesseeeesneennas 30

2.4.3. Metodo de triagem €M LIFAS .......ccccveiueeieiieie ettt 30
2.4.4.  BIi0SSENSOres eleCtroqUIMICOS ......ccveiviiiiieeie et 30
2.45.  Testes moleculares baseados €M PCR ... 31
2.4.6. Comparacdo entre os métodos de deteccdo de fungos e micotoxinas .................... 32

Be ODJECLIVOS ...ttt bbbttt b bbbttt n bbb are s 34
3.1, ODJECHIVO GEIAL ... .o 34
3.2, ODjJECtIVOS BSPECITICOS . ....viverieiiiieiieiieie ettt 34
B.3. HIPOLESES ...ttt bbb e nne s 34
N T W LY =1 (0 o OO 36
5. MateriaiS € MELOUOS ......cveuiiiiiiieiiiie ettt bttt 38
5.10 IMIBEEIIAIS ...ttt b bbb et 38
9.1.1.  INSEIUMENTOS. ...ttt 38
5.1.2.  EQUIPAMENTOS. .....ciuiiitieieitie it ettt e steeste et esteeste e e s te et e esaessaesteessesneesteentesnsesreenreenne e 38
5.1.3.  Material BIOlOgICO .......ccuoiiiiiiee e 39
5.1.4.  MateriaiS QUIMICOS. ....ccuiiieirieiectiesie ettt st e ste ettt ae st ste e reesteebeaaeesreesneenee e 39

T AN 1 10111 [0 1= o ISP TPR 39
5.3, MEIOAOIOGIA ...ttt 40
5.3.1. Identificacdo morfoldgica dos fUNQOS.........ccuriiriririieire e 40
5.3.2. Identificagdo molecular dos fungos (Amplificacdo da regido ITS) .........cc.ccvvruenne. 41
5.3.3. Amplificacdo dos genes da via de biossintese de aflatoxina B1 (AFB1) ............... 45

5.4, ANALISE U UAUDS. ... .eiveitiiiieiieieie ettt bbb ene s 47
B, RESUITAUOS. ... c.eeviiietieiee et bbb bbbttt sttt b bbb ere s 48
6.1.  Principais géneros de fungos identificados morfologicamente.............cccccevvvevvevierenenne. 48

Xiii



6.2. Concentracdo, indices de pureza e de contaminantes organicos do DNA extraido pelos

métodos de acetato de potassio € Kit COMErCIal..........c.ccviveieeiiiieiiere e 49
6.2.1.  Gel de agarose e integridade do DNA eXtraido ...........ccccvvivriviiieiierenene e 52
6.3.  Principais géneros de fungos identificados através da amplificacdo da regido ITS....... 53

6.4. Comparacdo do sucesso de amplificacdo entre 0 DNA extraido pelo método de acetato

de POtASSIO € Kit COMEICIAL .....ccuviveeieiiiieiee et enes 59
6.5. Ocorréncia de fungos toxigénicos entre as amostras de milho e amendoim.................. 60

6.6. Comparacdo dos niveis de contaminacdo por fungos toxigénicos entre as regides de

(o10] [<To! - TS ST TSR TP PP PRURT 67
7. DIHSCUSSAD ...tttk etttk b bbbt b bbb bbbttt b bbbt b b et b e 70
8. Utilidade dos reSUITAAOS. ...........ooiiiiiiiiiee e 78
0. LIMIEAGOES ..otttk b e bbbt b et b b bt 79
10, CONCIUSED. ...ttt b bbbttt b bbbt et 80
11, RECOMENUAGOES. ....cuveeeeiiteitieiietiete ettt bbbttt bbbt bbbttt e b bbb be e 82
12.  Referéncias BiDHOGrAfiCaS .........coviiieiiiieieece e 83
13, AANEXOS ..ottt R et R e bt b n e re e 91

Xiv



1. Introducéo

As aflatoxinas sdo potentes micotoxinas derivadas de policetideos que representam uma grande
preocupacdo de seguranga alimentar e saude publica (Luque et al., 2012; Mahmoud, 2014). Este
metabolito secundario é principalmente produzido por fungos do género Aspergillus onde as
espécies A. flavus e A. parasiticus sdo as principais produtoras de aflatoxinas (Rodriguez et al.,
2012; Levin, 2012; Gong et al., 2016; Sineque et al., 2019). A presenca de aflatoxinas em matrizes
alimentares é vista como uma grande ameaca para a saide humana e animal (Sohrabi e Taghizadeh,
2018; Rahman et al., 2020a) uma vez que, possui propriedades imunossupressoras, mutagenicas e
hepatocarcinogénicas, isto é, capaz de causar cancro do figado. As aflatoxinas podem ser
classificadas em varios tipos: B1, B2, G1 e G2 sendo a aflatoxina B1 (AFB1) a mais toxica e a
mais hepatocarcinogénica (Levin, 2012; Luque et al., 2012; Bintvihok et al., 2016; Sineque et al.,
2019).

A quantidade de AFB1 nos alimentos € 16 a 32 vezes mais prevalente em paises em
desenvolvimento do que em paises desenvolvidos (Sineque et al., 2019; Rahman et al., 2020a). A
contaminagdo por aflatoxinas acomete mais aos cereais e leguminosas, mas, podem também
ocorrer contaminagdes em racdes de animais 0 que acaba suscitando a uma exposi¢do indirecta as
aflatoxinas pelo consumo de alimentos de origem animal (Negash, 2018; Jallow et al., 2021). Em
paises africanos as préaticas de colheita inadequadas assim como o transporte, armazenamento e
comercializacdo inadequada das colheitas contribuem para a proliferacdo de fungos o que aumenta
o risco de producéo de aflatoxinas por estes (Sineque et al., 2019), para além disso, o clima quente
e himido tipico das regides tropicais da Africa Subsaariana também é um importante factor que
contribui para a contaminacgdo das culturas alimentares (Gong et al., 2016). Em Mogambique 0s
principais alimentos béasicos sdo 0s mais propensos a contaminacdo por aflatoxinas o que
consequentemente contribui para 0 aumento do risco de doencas hepaticas e progressdo de doencas
infecciosas (Cambaza et al., 2018b; Sineque et al. 2019).

O milho e o amendoim sdo culturas com um papel importante na dieta alimentar dos
mocambicanos, uma vez que, sdo a principal fonte de rendimento agricola para o pais (Negash,
2018; Cambaza et al., 2018a) e constituem a base da dieta alimentar da populacéo e muitas vezes
sdo consumidos em simultaneo nas refei¢fes. Estes dois alimentos sdo susceptiveis a contaminagao
por fungos aflatoxigénicos principalmente quando expostos a condi¢des de elevada temperatura e
humidade (Gong et al., 2016; Siddiqui et al., 2018; Ankwasa et al., 2021). Em estudos realizados
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em Mocambique, verificou-se que os niveis totais de AFB1 no amendoim apresentam valores
acima dos limites aceitaveis pela Unido Europeia (UE) enquanto que em estudos feitos com
derivados de milho, o nivel de AFB1 apresentou-se dentro dos limites estabelecidos pela UE
(Hlashwayo, 2018; Martinho et al., 2024), no entanto, estes alimentos contaminados ainda
representam um risco potencial para a saude publica no pais devido ao consumo excessivo em
consequéncia da falta de diversidade alimentar enfrentada por muitas familias (Sineque et al.,
2019; Martinho et al., 2024).

Para o diagndstico de contaminacdo por aflatoxinas, sdo geralmente usados métodos
convencionais para detectar fungos aflatoxigénicos em alimentos, como as técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia em camada fina (TLC) que
consistem em separar e identificar componentes quimicos em misturas, e ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) baseados na detec¢do de imunocomplexos. No entanto, estas técnicas
sdo demoradas e trabalhosas e, uma detec¢do precoce de aflatoxinas nos alimentos é vantajosa para
controlar lotes de alimentos produzidos para a comercializagdo, assim como 0s que entram no pais
por meio de doagdes, impedindo desta forma a entrada destas micotoxinas na cadeia alimentar
(Luque et al., 2012; Hussain et al., 2015; Bintvihok et al., 2016).

Os métodos de deteccao baseados em PCR, que consiste na amplificacdo de sequéncias especificas
do DNA, vém ganhando atencdo por serem mais precisos, sensiveis, rapidos, econémicos, seguros
de usar e portéateis para detectar fungos toxigénicos em matrizes de alimentos (Hussain et al., 2015;
Bintvihok et al., 2016; Rahman et al., 2020a). Esta técnica de deteccdo pode ser usada para
identificar os fungos toxigenicos nas matrizes alimentares tendo como alvo a amplificacdo da
regido gendmica ITS (espagador interno transcrito), mas também pode ser usada para amplificacao
de genes directamente envolvidos na biossintese de micotoxinas detectando a sua presenca
(Rodriguez et al., 2012; Hussain et al., 2015; El-Shaer et al., 2021). A biossintese de aflatoxina
B1 por exemplo, envolve 23 reaces enzimaticas com um total de 15 percursores intermediarios e
envolvem 25 genes agrupados em uma regido de DNA de 75 kb (Mahmoud, 2014; Rahman et al.,
2020a). Os genes que sdo comumente usados para a deteccdo de aflatoxinas sdo o aflD(norl),
afll(avfA), afiM(verl), aflO(omtB), aflP(omtA), aflQ(ordA), aflR(afl2) e aflS, a escolha destes para
a amplificacdo pode variar com o estudo, o tipo de matriz alimentar ou as condigdes para a
execucdo da técnica (Levin, 2012, Luque et al., 2012; Mahmoud, 2014; Hassan, 2023). Portanto,
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0 presente trabalho teve como objectivo detectar molecularmente fungos toxigenicos em milho e

amendoim em Mocambique. Assim, sdo levantadas as seguintes perguntas de pesquisa:

- Sera a PCR capaz de detectar genes da via metabdlica de producdo de micotoxinas?

- Como a deteccdo precoce de genes da via metabolica de producdo de micotoxinas usando a PCR

pode contribuir para a sequranca alimentar em Mocambique?

1.1. Problema de pesquisa

De acordo com a Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), cerca
de 25% das culturas alimentares do mundo estdo contaminadas por micotoxinas, com a aflatoxina
B1 (AFB1) sendo o principal contaminante (Rahman et al., 2020a; Jallow et al., 2020; Ankwasa
et al., 2021). Em Mocambique os alimentos menos contaminados sdo exportados, enquanto 0s
mais contaminados sdo consumidos localmente, aumentando a exposicdo as aflatoxinas (Sineque
etal., 2019).

A AFB1 é extremamente potente e estd associada a uma alta prevaléncia de carcinoma
hepatocelular (CHC), estudos realizados por Siddiqui et al. (2018) sobre a epidemiologia do CHC,
demonstraram que a taxa de incidéncia da doenca em Mocambique, é a mais alta da Africa com
41,2 casos por 100.000 pessoas por ano (Cambaza et al., 2018a; Siddiqui et al., 2018).

A alta exposicdo as micotoxinas é agravada pela falta de programas de monitoramento, pelas
praticas inadequadas de colheita, armazenamento e transporte e pelo clima quente e himido do
pais (Sineque et al., 2019; Cambaza et al., 2020; Tamele et al., 2022).

Para avaliar a gravidade das micotoxinas e fornecer informacdes documentadas sobre a situacéo
em Mogambique que conduzam a mudancas de préaticas inadequadas e influenciem politicas,
propds-se a aplicacdo de técnicas para a detecgdo precoce das aflatoxinas no milho e no amendoim,
sendo as técnicas moleculares uma grande aposta (Siddiqui et al., 2018; Cambaza et al., 2018c).
Este estudo pretende investigar a aplicagdo optimizada da PCR para a deteccdo de genes da via
metabolica de producéo de aflatoxinas em fungos.

1.2.  Justificativa
Em Mocambique, a falta de programas de monitoramento e publicacéo de estudos experimentais

relevantes sobre micotoxinas resulta em dados limitados sobre aflatoxinas, contribuindo para o
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aumento de problemas de saude relacionados ao consumo directo e indirecto dessas toxinas em
alimentos (Tamele et al., 2022). Em Mogambique ha pouca sensibilizacdo sobre o problema das
micotoxinas fora do meio académico (Cambaza et al., 2018b). A falta de profundidade em muitos
estudos publicados até agora destaca a necessidade de rastreios rapidos e eficazes para um melhor
controlo da presenca de AFB1 nos alimentos (Cambaza et al., 2018b).

A técnica de PCR para deteccdo de fungos aflatoxigénicos pode ser uma alternativa eficaz e
sensivel para identificar alimentos contaminados, ajudando a reduzir os problemas de salde
causados pela ingestdo dessas toxinas. A presente pesquisa, além de testar esta técnica no rastreio
de aflatoxinas no milho e amendoim, pode auxiliar na compreenséo da epidemiologia do CHC em

Mocambique.
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2. Reviséo Bibliografica
2.1.As micotoxinas

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por determinadas espécies ou estirpes
fangicas quando crescem como contaminantes em determinados alimentos ou ragdes (Beatriz
e Cambaza, 2015; Daou et al., 2021). Estes metabolitos apresentam um baixo peso molecular
e ndo apresentam efeito significativo no crescimento fungico, sua producéo pode ser devido
ao acumulo de precursores de metabdlitos primarios em excesso e pode ser influenciada por
condi¢bes ambientais de temperatura e humidade elevadas, pH, estirpe fungica e substrato
(Adeyeye, 2016; Daou et al., 2021; Szelenberger et al., 2024). As micotoxinas S&o
naturalmente produzidas por fungos filamentosos sendo a maioria delas produzida por alguns
géneros de fungos como Aspergillus, Penicillium e Fusarium, mas, os géneros Alternaria e
Claviceps também apresentam algumas espécies micotoxigénicas (Da Rocha et al., 2014;
Moretti et al., 2016; Daou et al., 2021; Hamad et al., 2023; Chandravarnan et al., 2024;
Szelenberger et al., 2024).

S&o compostos bastante estaveis e dificeis de destruir através de processamento e fervura dos
alimentos, mesmo em pequenas concentracdes as micotoxinas apresentam propriedades
carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas, imunotdxicas, hepatotdxicas, citotdxicas,
nefrotdxicas e neurotdxicas (Moretti et al., 2016; Szelenberger et al., 2024), e foram
classificadas pela OMS e pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) como
carcinégenos humanos (Pickova et al., 2021; Chandravarnan et al., 2024). No entanto, estes
efeitos podem variar de acordo com a idade, sexo, dieta, peso, exposi¢do a agentes infecciosos,
substancias farmacologicamente activas (Omotayo et al., 2019; El-Sayed et al., 2022) e podem
ser agravados em situacdes de ma nutricdo (Mussalama, 2023).

Até 0 momento pode-se destacar varios tipos de micotoxinas como: aflatoxinas (AFLA),
ocratoxinas (OTA), fumonisinas (FUM), deoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA),
tricotecenos (TCTs), patulina (PAT), citrinina (CT), citreoviridina, luteosquirina, islanditoxina
(Hamad et al., 2023; Mussalama, 2023; Szelenberger et al., 2024). Dentre elas, as aflatoxinas

(AFLA), séo as mais importantes.
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2.1.1. Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo maioritariamente produzidas por estirpes de Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus e Aspergillus nomius classificadas pela OMS como carcin6genos e genotdxicos
(Omotayo et al., 2019; Szelenberger et al., 2024). As aflatoxinas desenvolvem-se em regides
de altas temperaturas e humidade que sdo ideais para o desenvolvimento dos fungos citados
anteriormente, ou seja, 0s surtos desta micotoxina sdo mais comuns em regides tropicais e
subtropicais do que em regides temperadas (Adeyeye, 2016; Omotayo et al., 2019; El-Sayed
et al., 2022; Chandravarnan et al., 2024).

A ingestdo de alimentos contaminados por aflatoxinas pode levar ao desenvolvimento de
aflatoxicose que pode evoluir para problemas de satde mais graves causando danos aos 6rgaos,
principalmente ao figado, podendo levar a morte. E estimado que aproximadamente 4,5 bilhdes
de pessoas no mundo, com destaque para populacdes de paises em vias de desenvolvimento,
estejam expostas a alimentos contaminados por aflatoxinas e, nos Gltimos anos espera-se que
haja um aumento no consumo destes alimentos devido as dificuldades socioeconémicas
causadas pela pandemia da COVID-19 (Pickova et al., 2021).

2.1.1.1.Estrutura das aflatoxinas
As aflatoxinas derivam de difuracumarinas com um grupo bifurano e um anel pentanona ou
lactona no caso de aflatoxinas do tipo B (AFB) ou apenas lactona em aflatoxinas do tipo G
(AFG) (El-Sayed et al., 2022).
A figura abaixo representa a estrutura dos diferentes tipos de aflatoxinas, aflatoxina Bl
(AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1 (AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2).
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Figura 1. Representacdo da estrutura dos diferentes tipos de aflatoxinas. As aflatoxinas B1 e B2
apresentam um anel pentanona e lactona em suas estruturas enquanto as aflatoxinas G1 e G2

apresentam um anel lactona. Fonte: Souto et al., (2017).

As aflatoxinas M1 (AFM1) e M2 (AFM2) sdo metabolitos hidroxilados de AFB1 e AFB2,
respectivamente e sdo comumente encontradas em produtos de origem animal (Hamad et al.,
2023). A espécie A. flavus é responsavel pela producéo de aflatoxinas do tipo B enquanto a espécie
A. parasiticus € responsavel pela producédo de aflatoxinas do tipo G (El-Sayed et al., 2022).

A AFB1 desperta mais atencéo por ser a mais toxica e constituir um poderoso hepatocarcindégeno
humano causador de grandes problemas de satde como cancer de figado, hepatite grave e surtos
de aflatoxicose aguda (Omotayo et al., 2019; El-Sayed et al., 2022; Hamad et al., 2023). Na
maioria das vezes a AFB1 é detectada em cereais, nozes, gréos e ragdes (Adeyeye, 2016; Hamad
etal., 2023).

2.1.1.2.Ciclo das aflatoxinas
Os fungos podem sobreviver nos restos culturais de um cultivo anterior, no solo, a partir de
sementes contaminadas ou em plantas hospedeiras alternativas, como as ervas daninhas. De
seguida estes fungos infectam a planta, principalmente na fase de enchimento dos gréos, estes
fungos entdo reproduzem-se nas espigas e, quando atingem maturidade, produzem as toxinas.

Entretanto, se os gréos vierem do campo com uma boa qualidade, estes podem ser infectados pela
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presenca destes fungos durante o armazenamento onde o teor de agua dos graos, a humidade e a

temperatura devem ser monitorados (Rohrig, 2022).
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Figura 2. Esquema da producdo de micotoxinas em grdos. Descricdo: Pequenos envelopes de
frutificacdo (peritécios) envolvem varias estruturas da planta, estes liberam esporos que colonizam
flores, sementes e caules que se desenvolverdo em fungos na fase de enchimento dos gréos. Apos
0 processo de maturacdo dos gréaos e sua colheita estes fungos também passardo por uma maturacao

para entdo sintetizarem as micotoxinas. (Fonte: Impextraco, 2021 citado por Rohrig, 2022).

2.1.2. Fumonisinas
As fumonisinas (FUMO) sdo um grupo de micotoxinas sintetizadas principalmente por espécies
de Fusarium, mas, também pode ser sintetizada por espécies de Alternaria, estas constituem um
grupo de ate 16 substancias sendo as mais importantes a FUMO B1 e FUMO B2 (Da Rocha et al.,
2014; Daou et al., 2021). Esta micotoxina € comumente encontrada em cereais como milho, arroz,
trigo, sorgo, cevada e aveia, mas também pode ser encontrada em algumas hortalicas como
aspargos (Alshannag e Yu, 2017; Daou et al., 2021; El-Sayed et al., 2022).
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Espécies como F. verticillioides, F. proliferatum, F. culmorum e F. nygamai quando se
desenvolvem em cereais podem sob determinadas condi¢cdes produzir esta toxina que possui
propriedades neurotdxicas, hepatotdxicas e é capaz de provocar danos e toxicidade nas vias aéreas
(Da Rocha et al., 2014; Daou et al., 2021; Hamad et al, 2022). Ja foi relatado que a ingestdo desta
micotoxina foi responsavel por casos de encefalomalacia humana, leucoencefalomacia em coelhos
e equinos, insuficiéncia cardiaca e casos de cancer de es6fago (Da Rocha et al., 2014; Omotayo et
al., 2019; El-Sayed et al., 2022).

2.1.3. Tricotecenos

Os tricotecenos (TCTs) sdo um grupo de micotoxinas com aproximadamente 150 metabdlitos
sendo os mais importantes o deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), toxina T2, toxina HT2 e 0
diacetoxiscirpenol (DAS) (Da Rocha et al., 2014). Poucas destas micotoxinas ocorrem
naturalmente e as que ocorrem encontram-se presentes em racdes animais, cereais como milho,
aveia, trigo e cevada, leguminosas, frutas, vegetais e silagem (Da Rocha et al., 2014; Omotayo et
al., 2019; Daou et al., 2021; El-Sayed et al., 2022). Estas micotoxinas quando ingeridas
apresentam uma forte capacidade de inibir a sintese proteica em eucariotas interferindo nas etapas
de iniciacdo, alongamento e término da sintese, podem também provocar disturbios hematologicos
em animais e humanos como hemorragias, anemias, coagulopatias e granulocitopenias, necroses
cutaneas, lesdes epiteliais orais e hipotensdo, para além de apresentarem propriedades citotdxicas,
imunossupressoras e carcinogénicas (Da Rocha et al., 2014; Omotayo et al., 2021; El-Sayed et al.,
2022; Hamad et al., 2023).

Tricotecenos sdo produzidos por varios géneros de fungos com destaque para Fusarium,
Stachybotrys, Myrothecium, Trichothecium e Trichoderma (Tola e Kebede, 2016).

2.1.3.1.Deoxinivalenol
E um dos tipos de TCTs e é comumente encontrado em graos, embora seja menos toxica que outros
TCTs. Apresenta propriedade imunossupressora e induz apatia, vomitos e rejeicdo alimentar, por

esta razdo também é conhecida por vomitoxina (Da Rocha et al., 2014; Hamad et al., 2023).

2.1.4. Patulina
A patulina (PAT) é uma micotoxina comumente encontrada em frutas como macas, péssegos e

uvas, mas também pode ser encontrada em alguns cereais como o trigo, em ragcdes animais e
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silagem (Omotayo et al., 2019; Daou et al., 2021; El-Sayed et al., 2022). Esta toxina apresenta
propriedades neurotoxicas, carcinogénicas e mutagénicas, ou seja, a sua ingestdo pode acarretar
problemas de hemorragias cerebrais, danos ao sistema nervoso, danos ao sistema imunolégico e
gastrointestinal, lesbes cutaneas e cancros de pele e de pulméao (Adeyeye, 2016; Omotayo et al.,
2019; El-Sayed et al., 2022; Hamad et al., 2023).

Esta micotoxina é sintetizada por fungos do género Penicillium, com destaque para espécies como
P. carneum, P. clavigerum, P. griseofulvum e P. expansium, mas, também pode ser encontrada em
algumas espécies de Aspergillus como A. clavatus, A. giganteus e A. terreus e de Byssochlamys
(Da Rocha et al., 2014; Daou et al., 2021, EI-Sayed et al., 2022).

2.1.5. Zearalenona
A zearalenona é uma toxina que pode ser sintetizada por fungos do género Fusarium como F.
graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F. equisetii e F. crookwellense (Adeyeye, 2016; Daou et
al., 2021; El-Sayed et al., 2022). Ela é classificada como uma toxina estrogénica por causar
degeneracdo de células reprodutivas e desequilibrios hormonais, e é considerada carcinogénica e
teratogénica (El-Sayed et al., 2022; Hamad et al., 2023).
Pode ser encontrada em cereais como milho, arroz, trigo, cevada e centeio, para além de

oleaginosas como amendoim e, ra¢Ges animais e silagem (Daou et al., 2021; El-Sayed et al., 2022).

2.1.6. Ocratoxinas

As Ocratoxinas (OTA) sdo um grupo de micotoxinas de estrutura semelhante as aflatoxinas, estas
diferem pelo facto das OTA apresentarem um substituto de isocumarina ligado a um grupo I-
fenilalanina (Da Rocha et al., 2014). Existem trés tipos de ocratoxinas, a A, B e C sendo a mais
importante a ocratoxina A por apresentar propriedades carcinogénicas, teratogénicas, nefrotoxicas,
neurotdxicas, hepatotoxicas e imunossupressoras (Adeyeye, 2016; Omotayo et al., 2019; El-Sayed
et al., 2022, Hamad et al., 2023). Esta toxina representa um perigo pois ao chegar ao utero pode
atravessar a placenta e provocar malformacdo do sistema nervoso central e outros distdrbios
cerebrais no feto (Omotayo et al., 2019).

A OTA pode ser encontrada em cerais como trigo, cevada e aveia, em grdos de café e cacau,
sementes oleaginosas, frutas frescas e secas (Da Rocha et al., 2014; Daou et al., 2021; El-Sayed

et al., 2022). Pode ser sintetizada por fungos do género Aspergillus e Penicillium com destaque

24



para A. ochraceus, A. alliaceus, A. auricomus, A. carbonarius, A. glaucus, A. meleus, A. niger, P.
nordicum e P. verrucosum (Da Rocha et al., 2014; Daou et al., 2021; El-Sayed et al., 2022).

2.2.0corréncia de micotoxinas em Africa
Os paises em vias de desenvolvimento tém registado um aumento de contaminagdo por
micotoxinas o que resulta em perdas significativas na producdo de alimentos (Omotayo et al.,
2019; Adeyeye et al., 2021; Matusse et al., 2023). A maior parte dos paises em desenvolvimento
encontra-se no continente africano e € aqui onde as condic@es climaticas de temperaturas elevadas
e chuvas esparsas sdo registadas (Adeyeye et al., 2021), para além disso em Africa ha uma ma
implementacdo de politicas de andlises alimentares rigorosas fazendo com que alimentos
contaminados sejam vendidos e consumidos (Omotayo et al., 2019).
Nestes paises 0s produtos agricolas constituem uma das principais fontes de rendimento, portanto
a necessidade destes paises exportadores obterem divisas é fundamental, por esta razdo os graos
séo selecionados em termos de qualidade, onde os grdos de melhor qualidade s&o destinados as
exportacGes devido ao controlo rigoroso e legislagbes impostas pelos principais paises
importadores (Adeyeye, 2016; Chilaka et al., 2022; Matusse et al., 2024).
A contaminacdo por micotoxinas no continente africano representa um sério obstaculo para a
concretizacdo dos 17 Objectivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU) no ambito da Agenda 2030 (Adeyeye et al., 2021; Chilaka et al., 2022).
O milho e o amendoim sdo duas culturas importantes em Africa, e estas sdo propensas a
contaminacdo por aflatoxina (Johnson et al., 2018). Os paises da SADC sdo considerados
altamente vulneraveis a contaminacdo por aflatoxinas e mesmo com este factor alarmante, estudos
acerca dos niveis de contaminacdo das culturas alimentares nestes paises ainda sdo escassos
(Matusse et al., 2024).

2.2.1. Micotoxinas em Mogambique
O nosso pais tem como principal fonte de subsisténcia a agricultura, com 80% da populacéo
dependente dela como fonte de rendimento. O clima tropical himido e as mas praticas agricolas
contribuem para o desenvolvimento de fungos micotoxigénicos nas principais culturas de

subsisténcia (Mussalama, 2023).
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Mocambique é um dos paises que apresenta escassez de estudos referentes a contaminacéo por
micotoxinas, a maior parte da informacdo sobre os fungos toxigénicos provém de pesquisas
estrangeiras o que tem dificultado a obtencédo de informacdes sobre a real situagdo das micotoxinas
no pais (Cambaza et al., 2018a). Apesar disso, com estes estudos foi possivel provar que
Mocambique é endémico de espécies de Aspergillus aflatoxigénicas (Cambaza et al.,2018a).

Em Mocambique, as aflatoxinas sdo produzidas pelos mesmos fungos encontrados em outros
paises como o A. flavus e 0 A. parasiticus, estes sdo encontrados na regido norte e centro do pais
com destaque para as provincias de Nampula, Tete e Zambézia. A maior parte dos estudos
concentra-se na aflatoxina B1 e outros ndo distinguem os tipos de aflatoxinas, no entanto, estudos
mencionados por Wyk et al., (1999) detectaram as aflatoxinas B2, G1 e G2 em alimentos do pais,
especialmente no milho e amendoim.

As causas naturais como o clima tropical himido, a seca e o estresse da temperatura favorecem o
crescimento de espécies de Aspergillus nos campos de cultivo, em adicéo a isto, as pragas do solo,
parasitas e doencas durante a pré-colheita contribuem para a danificacdo dos grdos permitindo que
estes fungos ataquem os alimentos (Wyk et al., 1999; Cambaza et al., 2018a).

As intervencfes mais recentes no pais destinam-se principalmente em reduzir os niveis de
contaminacdo nos alimentos o suficiente para permitir que estes sejam aceites no mercado
internacional (Cambaza et al., 2018c).

A tabela abaixo faz uma comparacao da prevaléncia de aflatoxinas em diferentes alimentos ao
longo dos anos, embora o nimero amostral seja diferente é possivel notar que a cerveja, o milho e

0 amendoim apresentaram maiores prevaléncias 93%, 67% e 63%, respectivamente:
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Tabela 1. Resumo dos estudos sobre aflatoxinas em Mocambique.

Ano Produto Amostra (n) Prevaléncia (%)
Feijao 54 17
Cerveja 15 93
1980 Farinha de mandioca 12 25
Milho 18 67
Arroz 56 63
Nozes 153 =
1985 Milho 168 =
1999 Nozes 4 8.3
Nozes 23
2012 Milho 13
Galinhas 80 13.8
2017 -
Figado de galinha 100 39

Ao passar do tempo, os estudos actuais concentram-se na regido Sul com destaque para as
provincias de Gaza e Inhambane onde registou-se um aumento de contaminacdo nas culturas de
milho e amendoim com A. flavus presente em 85,7% das amostras analisadas, todas estas foram
reativas a AFPA (Agar Aspergillus flavus e parasiticus) (Sitoe, 2024). Outros estudos realizados
na regido sul do pais apontaram uma maior incidéncia de aflatoxinas em amostras de milho
(Matusse et al., 2024).

2.3. Estratégias para mitigacdo da contaminac¢do por micotoxinas

Estudos ndo publicados em Mogambique, demonstraram que as técnicas de armazenamento e
transporte de milho e amendoim no pais ndo sdo as mais adequadas, nos mercados municipais por
exemplo, estes produtos sdo muitas vezes comercializados em sacos a céu aberto estando assim
sujeitos a humidade, poeiras e outros contaminantes, e quando armazenados estes alimentos s&o
dispostos em locais inadequados. Portanto, a adogao de boas praticas de colheita, armazenamento,
transporte e processamento dos grdos é fundamental para reduzir os niveis de contaminagéo por
micotoxinas, no entanto a sua ocorréncia torna-se inevitavel e imprevisivel o que representa um
dificil desafio para a seguranca alimentar (Alshannag e Yu, 2017; Hamad et al., 2023). Podem ser
destacadas como estratégias de prevencdo o melhoramento das plantas, as boas préaticas
agrondmicas e a desintoxicagdo (Adeyeye, 2016).
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Muitos estudos destacam estratégias com vista a reduzir os niveis de contamina¢do com base na
remocdo das micotoxinas nos alimentos pela adicdo de agentes de ligacdo de micotoxinas como
argila bentonitica e montmorilonita que adsorvem estes metabdlitos (Adeyeye, 2016), contudo,
por nem todo o tipo de micotoxina poder ligar-se a estes agentes, tem se usado métodos de
desactivacdo a partir de enzimas, leveduras e cepas bacterianas (Adeyeye, 2016).

Estudos recentes apontam estratégias mais inovadoras para uma eliminagéo rapida e com tempo
de processamento curto como o CAP (plasma atmosférico frio), as NEOs (nanoparticulas e 6leos
essenciais naturais) e o uso de polifendis e flavonoides (Hamad et al., 2023). Apesar de muitos
estudos indicarem o potencial promissor destas estratégias, ainda ndo foi possivel alcancar uma
descontaminacao completa e, para além disso nenhuma estratégia atingiu 100% de eficiéncia e ndo
podem ser consideradas universais para todas matrizes alimentares (Alshannaq e Yu, 2017; Hamad
etal., 2023).

No continente africano o controlo de micotoxinas é dividido em trés estratégias: prevencdo do
crescimento dos fungos nas plantacdes e alimentos, descontaminacdo dos alimentos ou racGes
contaminadas como estratégia secundaria e vigilancia continua de micotoxinas em plantacoes
agricolas e alimentos para animais e humanos (Tola e Kebede, 2016).

Em alguns paises, incluindo Mocambique tem se adoptado o uso de Aflasafe, um produto de
controlo bioldgico composto por cepas nativas de A. flavus ndo produtoras de aflatoxina. Estas sdo
introduzidas no campo onde realizam um processo de exclusdo competitiva onde as cepas nao
toxicas superam as cepas toxicas. Foi relatado que em alguns estados da Nigéria houve reducdes
de contaminacéo de 80% em campos tratados em compara¢do com campos nao tratados (Johnson
et al., 2018; Shabeer et al., 2022).

Outra estratégia que tem sido usada, principalmente em culturas de milho, € a introducdo de milho
geneticamente modificado especificamente o milho-bt, para além dele oferecer resisténcia a
insectos ele € muito menos infestado por micotoxinas, estudos apontaram que espigas de milho-bt
apresentaram niveis mais baixos de FUMO e DON em comparagdo a espigas de milho ndo bt
(Gbashi et al., 2021).

2.4. Técnicas de deteccdo de micotoxinas em matrizes alimentares
As estratégias de mitigagcdo da contaminagdo por micotoxinas muitas vezes ndo tém alcancado

uma descontaminacgdo completa das matrizes (Hamad et al., 2023), surgiu assim a necessidade de
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realizacdo de testes para detectar estes metabolitos nas matrizes alimentares como forma de
impedir que estes entrem na cadeia alimentar. Portanto, uma deteccdo precoce, rapida e eficaz
tornou-se fundamental para a reducéo do perigo das micotoxinas com vista a prevenir os efeitos
negativos que estas representam para a salde (Adeyeye, 2016; Hamad et al., 2023; Suo et al.,
2023). Diversos métodos analiticos foram validados para a analise de micotoxinas em alimentos,
dentre testes imunoenzimaticos, técnicas cromatograficas e testes rapidos de triagem em tiras
(Alshannag e Yu, 2017; Suo et al., 2023; Szelenberger et al., 2024). Apesar deste progresso nas
andlises, estes métodos apresentam varios desafios e desvantagens como o facto de apresentarem
dificuldades na detec¢do de contaminagdo por micotoxinas quando presentes em baixos niveis, o
facto de existirem matrizes alimentares complexas que necessitam de processos de extracao
complicados, a diversidade de estruturas quimicas das micotoxinas e a co-ocorréncia de

micotoxinas (Alshannaq e Yu, 2017).

2.4.1. Técnicas cromatogréaficas
As técnicas baseadas em cromatografia para analise de micotoxinas podem ser divididas em varios
tipos: TLC (Cromatografia de camada fina), HPLC (Cromatografia liquida de alta performance)
em conjunto de detectores como matriz de diodos, UV ou fluorescéncia, GC (Cromatografia
gasosa) e UPLC (Cromatografia liquida de ultra performance) (Suo et al., 2023; Szelenberger et
al., 2024). A técnica HPLC é considerada padrdo-ouro para a deteccdo de micotoxinas em
alimentos (Szelenberger et al., 2024). A HPLC-FLD (Cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por fluorescéncia) destaca-se de entre as outras, acoplada a um método eficiente de
extracdo e limpeza, este método € frequentemente usado para analises quantitativas de
micotoxinas, com destaque para as aflatoxinas. As medicdes sdo realizadas com auxilio de um
aparato de equipamentos como termostatos de coluna e detectores de fluorescéncia, ap6s a corrida
0 equipamento gera um cromatograma gue mostra o tempo de retencéo e a intensidade do sinal de
fluorescéncia, estes dados sdo entdo comparados com padr@es ja certificados (Alshannaq e Yu,
2017; Jakabova et al.,, 2022). Este método apresenta certa sensibilidade e recuperagéo
relativamente boa, no entanto a necessidade de limpeza extensiva e derivatizacdo pré/pés-coluna
para uma deteccdo adequada de micotoxinas constitui uma desvantagem (Alshannag e Yu, 2017).
Para além da HPLC-FLD, existe ainda a cromatografia liquida-espectrometria de massa em

tandem (LC-MS), esta permite uma deteccdo quantitativa-qualitativa e precisa de micotoxinas e
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seus derivados (Suo et al., 2023; Szelenberger et al., 2024). A LC-MS é mais sensivel e eficaz
(Adeyeye et al., 2021; Szelenberger et al., 2024).

2.4.2. Métodos imunoquimicos

Estes métodos baseiam-se em interacbes competitivas entre micotoxinas, que actuam como
antigenos, e anticorpos atribuidos marcados com conjugados de toxina-enzima para muitos locais
de ligacdo (Alshannag e Yu, 2017). O teste mais usado é o ELISA (Enzyme Linked Immuno-Assay)
e apesar de fornecer uma triagem rapida e ser validado para uma ampla variedade de matrizes
alimentares, este requer etapas de incubacdo complicadas e processos repetidos de adicdo de
amostras ao manusear multiplos alvos (micotoxinas), este método também apresenta reatividade
cruzada e dependéncia de uma matriz especifica (Alshannaqg e Yu, 2017; Suo et al., 2023). Apesar
disso, esta técnica apresenta um baixo custo e alta maturidade de aplicacdo no campo de deteccdo
de micotoxinas, mas estes factos acabam tornando-se irrelevantes pois hd uma necessidade de
confirmacdo dos resultados através das técnicas cromatograficas por serem mais confiaveis e
sensiveis pois incluem etapas de extracdo e limpeza das amostras usando colunas de
imunoafinidade (Alshannag e Yu, 2017; Suo et al., 2023; Chandravarnan et al., 2024).

2.4.3. Método de triagem em tiras

A técnica de imunoensaio de fluxo lateral (LFA) é um teste simples que envolve o uso de leitos
capilares (tiras de teste/fragmentos de papel poroso) para transportar analitos que serdo capturados
por elementos Unicos responsaveis por reconhecer o analito de interesse (Szelenberger et al.,
2024). E um método fécil de operar se comparado a outras técnicas imunoldgicas e os resultados
podem estar disponiveis em um tempo conciso o que facilita a implementacdo de autoexames em
larga escala (Suo et al., 2023).

O LFA é adequado para casos em que é necessario um diagnostico POCT (Point-of-Care-Testing)
devido ao seu componente de tira de teste e a0 modo de medi¢éo visual, e o diagnéstico POCT é
um dos objectivos finais para a determinagdo de micotoxinas (Suo et al., 2023; Sadegui et al.,
2024). Embora o teste LFA seja rapido e simples de ser usado, caracteristicas fundamentais para
o diagnostico POCT, este método apresenta uma sensibilidade limitada (Alshannaqg e Yu, 2017;
Sadegui et al., 2024).

2.4.4. Biossensores electroquimicos
Os biossensores sao dispositivos analiticos de deteccdo que usam transdutores eléctricos com vista

a transformar reac6es bioldgicas em sinais eléctricos observaveis e quantificaveis (Sadegui et al.,
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2024; Szelenberger et al., 2024). No ambito da deteccdo de micotoxinas em matrizes alimentares
0 biossensor baseado em eletroquimioluminescéncia (ECL) ganhou destaque por apresentar
sensibilidade e especificidade maiores em compara¢do com métodos convencionais baseados em
acidos nucleicos (Szelenberger et al., 2024). O ECL baseia-se em anticorpo e foi altamente
sensivel para a deteccdo de AFB1 em milho com faixa de sensibilidade entre 0,01 pg/ml a
100ng/ml (Szelenberger et al., 2024).

2.4.5. Testes moleculares baseados em PCR

O uso de técnicas baseadas em moléculas para detectar micotoxinas sdo considerados mais
confidveis em relacdo a maioria das técnicas analiticas por apresentarem maior sensibilidade,
especificidade e precisdo (Rahimi et al., 2021; Shabeer et al., 2022). A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tem como principio a amplificacdo de regibes especificas do DNA, no ambito
da detecc¢do de fungos toxigénicos tem se destacado o uso da PCR em tempo real (RT-gPCR), PCR
multiplex (MPCR), PCR de transcriptase reversa (rt-PCR) e a PCR monoplex ou convencional.
Um passo importante e fundamental antes de realizar-se a deteccdo dos genes da via metabdlica
de producdo das micotoxinas nos fungos, € a deteccdo destes ao nivel do género e espécie. Para
tal, diversas regides gendmicas que servem como marcadores de cddigo de barras podem ser
usadas, como a amplificacdo dos genes de RNA ribossomico (rRNA) da subunidade pequena
(SSU), genes da subunidade maior (LSU), e os espacadores internos transcritos ndo codificantes,
ITS1 e ITS2 separados pelo gene 5.8s rRNA (Li et al., 2019). A regido ITS (espacador interno
transcrito) é a mais amplamente usada para estudos filogenéticos e de diagndstico de géneros de
fungos intimamente relacionados pois é considerada o cédigo de barras universal para a
comunidade fangica (Li et al., 2019; Rahman et al., 2020b; Bradshaw et al., 2023). Este marcador
esta localizado na regido correspondente aos genes 18S, 5.8S e 28S e inclui duas regides, ITS1 e
ITS2, estas sdo separadas pelo gene 5.8S (Li et al., 2019). Portanto, a amplificacdo dos genes de
uma destas regides pode facilmente identificar corretamente os fungos (Schoch et al., 2012).
Uma vez determinado o género do fungo, € possivel inferir que a presenca destes nos alimentos
pode significar um risco para a saude publica por serem capazes de sintetizar micotoxinas, poréem
é possivel realizar analises mais detalhadas para averiguar se o fungo realmente apresenta um

metabolismo de producdo de micotoxinas.
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Estes testes tém como alvo de amplificacdo um cluster de genes da via metabolica de producdo de

micotoxinas, no caso especifico da AFB1 a sua via metabolica € constituida por oito genes que

codificam enzimas que catalisam a conversdo dos metabolitos da via em AFB1 (Al-Zaban et al.,

2023). Os genes envolvidos e as enzimas que estes codificam sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Genes envolvidos na biossintese de AFB1 e as suas respectivas enzimas e primers
(Levin, 2012).

Gene Sindnimo Enzima Primers
. L nor-1 F ACG-GAT-CAC-TTA-GCC-AGC-AC
afl D nor-1 Redutase do acido norsolinico or2 R CTA-CCA-GGG-GAG-TTG-AGATCC
afl 1 avfA Averufina oxidase N?O documentado
Néo documentado
afl M ver-3 Versicolorina A desidrogenase NI GCC-GCA-GGC-CGC-GEA-GAA-AGT-GGT
g ver-1 R | GGG-GAT-ATA-CTC-CCG-CGA-CAC-AGC-C
. OmtB(F) F GCC-TTG-ACA-TGG-AAA-CCA-TC
afl o omtB O-metiltransferase OmtB(F) R CCA-AGA-TGG-CCT-GCT-CTT-TA
. Oomtl F GCC-TTG-CAA-ACA-CAC-TTT-CA
afl P | omtA, omt-5 O-metiltransferase omil R AGT-TGT-TGAACG-CCC-CAG.T
. ord 1508 TTA-AGG-CAG-GGG-AAT-ACA-AG
aflQ ord A Oxidoredutase 0rd 2226 | GAC-GCC-CAA-AGC-CGA-ACA-CAA-A
. .. aflR F CGC-GCT-CCC-AGT-CCC-CTT-GAT-T
aflR | afl-2, apa-8 | Factor de transcri¢do - Regulador positivo AR R CTT-GTT-CCC-CGA-GAT-GAC-CA

2.4.6. Comparacdo entre os métodos de deteccdo de fungos e micotoxinas

A tabela a seguir compara as vantagens e desvantagens dos métodos usados na deteccdo de fungos

e micotoxinas:

Tabela 3. Comparacao entre 0os métodos de detec¢do de fungos e micotoxinas.

Método Vantagens Desvantagens

e Método relativamente e Permite apenas a verificacdo
barato; da diversidade dos fungos;

e Pode ser realizado em e Nd&o permite a identificacdo da

Microscopia laboratérios de investigacdo espécie.

de base;

¢ Nao exige pessoal altamente
treinado.

e Permite a deteccdo de e Bandas de mesmo tamanho

fungos néo cultivaveis;

e Identifica pontos criticos de
controle pela deteccdo de
genes ligados a producéo de
micotoxinas;

em gel podem ndo representar
0 mesmo fragmento de DNA,

e Risco de contaminacdo por
DNA exogeno;
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PCR

Possibilita estudo de
diversos taxons.

Possibilidade  de  falsos
negativos, exigindo controlos
positivos e negativos;

DNA de fungos semelhantes
ao alvo pode gerar falsos
positivos;

Genes comuns a diferentes
micotoxinas aumentam risco
de erro.

Técnicas
Cromatogréaficas (HPLC,
GC, LC-MS/MS)

Alta sensibilidade e
especificidade;

Permite quantificacdo
precisa;

Identifica maultiplas
micotoxinas

simultaneamente.

Custo elevado de
equipamentos e reagentes;
Necessidade de  pessoal
altamente treinado;

Processos de extracdo e
preparacdo complexos.

Métodos Imunoquimicos
(ELISA)

Répidos e relativamente
baratos;

Boa sensibilidade;
Adequados para analise de
um grande ndmero de
amostras.

Possibilidade de  reacbes
cruzadas, causando falsos
positivos;

Menor precisdo quantitativa
comparado a métodos
cromatograficos;
Necessitam de kits
especificos.

Método de Triagem em
Tiras (Lateral Flow)

Extremamente rapido
(minutos);

Facil de usar no campo;
N&o requer equipamento
sofisticado.

Resultados qualitativos ou
semi-quantitativos;

Menor  sensibilidade e
especificidade que ELISA ou
HPLC;

Vida util limitada das tiras.

Biossensores
Eletroquimicos

Alta sensibilidade e
possibilidade de detecgéo
em tempo real;

Potencial para uso portatil;
Pode  ser  reutilizivel
dependendo do design.

Tecnologia ainda  pouco
disponivel comercialmente;
Necessidade de calibracéo
frequente;

Sensores podem  degradar
com o tempo ou sofrer
interferéncias ambientais.
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3. Objectivos
3.1. Objectivo geral

e Detectar através de métodos moleculares fungos toxigénicos em produtos agricolas em
Mocambique.

3.2.  Obijectivos especificos

e Comparar dois métodos de extracdo de DNA, método de acetato de potassio optimizado e
kit comercial, para a deteccdo de fungos toxigénicos;

e Identificar fungos toxigénicos em milho e amendoim através da amplificacdo da regido
ITS;

e Comparar o sucesso de amplificacdo da regido ITS entre 0 DNA extraido pelo método de
acetato de potassio e kit comercial;

e Optimizar e validar um protocolo de PCR para a deteccdo de genes da via de biossintese
de micotoxinas em fungos presentes em gréos de milho e amendoim;

e Determinar a frequéncia de ocorréncia de fungos toxigénicos em amostras de milho e
amendoim, comparando os niveis de contaminagao entre essas duas culturas alimentares;

e Comparar 0s niveis de contaminacdo por fungos toxigénicos entre diferentes regides de
cultivo do pais.

3.3. Hipoteses
HO: A técnica de PCR ndo sera capaz de detectar fungos potencialmente toxigénicos em milho e

amendoim;

H1: A técnica da PCR sera capaz de detectar fungos potencialmente toxigénicos em milho e

amendoim com maior eficiéncia em comparagéo as técnicas de cultura e microscopia,;

HO: A aplicacdo de técnicas de PCR para a deteccdo de genes especificos envolvidos na biossintese
de micotoxinas em fungos ndo melhora a preciséo e a rapidez da identificacdo de contaminacdes

em alimentos como milho e amendoim, em compara¢do com métodos convencionais.

H2: A aplicacdo de técnicas de PCR para a deteccdo de genes especificos envolvidos na biossintese

de micotoxinas em fungos melhora significativamente a preciséo e a rapidez da identificagcdo de
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contaminagcdes em alimentos como milho e amendoim, em comparagdo com métodos

convencionais.
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4. Area de estudo

As amostras foram colectadas de diferentes regifes agroecologicas de Mogambique, pais

localizado no sudeste do continente africano e banhado pelo oceano indico. O seu territorio possui

mais de 30 milhdes de hectares de terra ardvel e 70% da sua populagdo usa a agricultura como

fonte de subsisténcia. Mogambique divide-se em trés regides: regido Sul composta pelas provincias

de Maputo Cidade, Maputo Provincia, Gaza e Inhambane, regido centro composta pelas provincias

de Sofala, Manica, Tete e Zambeézia e regido norte composta pelas provincias de Nampula, Cabo

Delgado e Niassa. Para o estudo foram usadas amostras de milho e amendoim colectadas em

diferentes agroecologias do pais nomeadamente: Regido Sul (Boane, Marracuene, Boquisso e

Manhica), Regido Centro (Manica), e Regido Norte (Murrupula e Pemba).

Tabela 4. Localizacdo geografica dos pontos de coleta.

Regides

Temperatura

Precipitacdo

o Latitude Longitude o o Tipo de solo
agroecoldgicas média anual média anual
Sol ,
Boane S 26°0°55.90656” |E32°19°21.52632” 24 - 26°C 400 - 600 mm 010 arenoso
avermelhado e seco
Boquisso | S 25°22°50.98764” |E32°45'59.62932"|  24-26°C 400 - 600 mm Solo arenoso,
avermelhado e seco
Sul
Marracuene | S 25°26°0.79656” | E 32°42°8.06112” 24 - 26°C 400 - 600 mm Solo arenoso,
avermelhado e seco
. Sol i
Manhica | §25°27°25.092” |E32°39°19.49436”|  24-26°C 400 - 600 mm 0105 8renosos sem
himidos
Centro| Manica S -19°29'59.99" E 33°14'60.00" 20- 22°C Acima de 1200 mm|  >01os vermelhos e
castanhos
Mumupula | S-15°2739.60" | E38°405L60" | Acimade26°C |Acimade1200mm| 00 Vermehose
castanhos
Norte
Pemba S -12°58'26.22" E 20°31'3.90" Acima de 26°C 800 - 1200 mm Solos pouco profundos
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Figura 3. Mapa da area de estudo com os pontos de colecta: Boane, Boquisso, Marracuene,

Manhiga, Manica, Murrupula e Pemba. Fonte: ArcGIS.

As andlises laboratoriais foram realizadas no Centro de Biotecnologia da Universidade Eduardo
Mondlane (CB-UEM), que se encontra localizado em Maputo, tendo a sede de suas infraestruturas
nas instalacdes da Faculdade de Veterinaria da UEM (FAVET) sita na Av. De Mocambique,

quilémetro 15 no bairro Luis Cabral, pertencente ao distrito municipal KaMubukwana.
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. Materiais e Métodos

5.1. Materiais
5.1.1. Instrumentos

e Kit de extracdo de DNA fungico
(Qiagen AllPrep®Fungal
DNA/RNA/Protein purification);

e Kit de PCR Supreme NZYTaq Il 2 x
Green Master Mix;

e Tubos para PCR;

e Tubos de 2 ml;

e Tubosde 1,5 ml;

e Micropipetas 10 uL, 200 uL e 1000
nL;

e Pontas de pipeta;

e Tubos para microcentrifuga;

e Suporte para microtubos;

e Suporte para tubos de 2 ml;

e Copos de Becker;

e Provetas;
e Pincas;

e La&minas;
e Lamelas;
e Agulhas;
e Espatula;

e Bastbes de maceragao;

e Lamparina;

e Frascos de vidro;

e Moldes e pente para gel de agarose;
e Papel aluminio;

e Papel filtro;
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Parafilme;

Marcador.

5.1.2. Equipamentos
Microscopio Optico;
Lupa;

Termocicladores;

Cémara de biosseguranca;
Capela de exaustao;
Temporizador;

Vortex;

Centrifuga refrigerada;
Nanodrop one;
Microcentrifuga;
pH-metro;

Liofilizador;

Bloco de aquecimento;
Frigorifico;

Micro-ondas;

Balanca analitica;

Cuba de electroforese;
Fonte de alimentacdo de voltagem;
Transiluminador UV;
Luvas de latex;

Batas descartaveis;

Méscara cirurgica.



5.1.3. Material bioldgico e Proteinase K;

e Amostras de amendoim (Arachis e SDS:
hypogaea L.) com contaminagdo e Acetato de Potassio:
fangica em camera humida; e |Isopropanol absoluto;
e Amostras de milho (Zea mays) com e B-mercaptoetanol;
contaminagdo fungica em camera e Primers ITS1 e ITS4:
hamida. e Primers aflR, nor-1, ver-1, omtB,
5.1.4. Materiais quimicos omt-1 e ordA;
e Agua molecularmente pura; * Agarose;
e Azul de lactofenol: e TBE (Tris-borato-EDTA);
e Agua destilada; e TAE (Tris-acetato-EDTA);
e Etanol 70%; e Loading dye;
e Etanol absoluto: e GreenSafe Premium (MB132);
e PVP (polivinilpirrolidona); e Marcadores de peso molecular 1 kb e
o Tris-HCL; 100 pb.
e Tris-Base;
e EDTA;
e NaCl;

5.2. Amostragem
As amostras de grdos de milho e amendoim eram provenientes de um estudo prévio sobre detec¢do
de fungos micotoxigénicos em produtos agricolas em Mocambique. As amostras foram colhidas
de sete regides agroecoldgicas com trés pontos de amostragem em cada, usou-se o método Zig-
Zag para colectar dos campos de cultivo uma espiga de milho e quatro plantulas de amendoim em
cada ponto. Nos principais mercados das regides, colectou-se grdos de amendoim e milho de trés
pontos em cada mercado. Acondicionou-se as amostras em sacolas plasticas devidamente
etiquetadas com a data, nome do local e tipo de amostra, estas foram armazenadas no frigorifico a
-18°C. Todos os participantes do estudo forneceram as amostras de forma voluntaria e informada
mediante a assinatura de um termo de consentimento informado (Anexo 4). Os grdos foram

dispostos em sistema de camera himida para indugéo do crescimento de micélio fngico (Figura
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1-Anexo) pelo método descrito por Mathur e Kongsdal (2003), e foram armazenados no

laboratdrio de cultura de tecidos do Departamento de Ciéncias Bioldgicas UEM a -20°C até o

momento de uso.

Para o estudo foram incluidas amostras de mercado e de campo como descrito na tabela 5.

Tabela 5. Amostras usadas para o estudo e a respectiva descrigéo.

Codigo da amostra |Regido de coleta |Tipo de grao |Local de coleta
BQ-A-M Boquisso Amendoim Mercado
BQ-A-C Boquisso Amendoim Campo
BQ-M-M Boquisso Milho Mercado
BQ-M-C Boquisso Milho Campo
BN-M-M Boane Milho Mercado
BN-A-M Boane Amendoim Mercado
BN-M-C Boane Milho Campo
MR-A-M Marracuene Amendoim Mercado
MR-A-C Marracuene Amendoim Campo
MR-M-M Marracuene Milho Mercado
MR-M-C Marracuene Milho Campo
MH-A-M Manhica Amendoim Mercado
MH-M-M Manhica Milho Mercado
MH-M-C Manhica Milho Campo
MH-A-C Manhica Amendoim Campo
MN-A-M Manica Amendoim Mercado
MN-M-M Manica Milho Mercado
MU-A-C Murrupula Amendoim Campo
MU-A-M Murrupula Amendoim Mercado
MU-M-C Murrupula Milho Campo
MU-M-M Murrupula Milho Mercado
PB-A-M Pemba Amendoim Mercado
PB-A-C Pemba Amendoim Campo
PB-M-M Pemba Milho Mercado
PB-M-C Pemba Milho Campo
5.3.  Metodologia

5.3.1L

Para cada amostra realizou-se uma identificagdo macroscopica e microscopica dos fungos

Identificacdo morfoldgica dos fungos

presentes na superficie dos grdos a fim de identificar os géneros de fungos presentes. As analises
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macroscopicas foram realizadas na lupa e as microscépicas consistiram na preparacao de ldaminas
com micélio fangico coradas com azul de lactofenol e posteriormente observadas ao microscépio
nas ampliacdes de 40X, 100X e 400X. Comparou-se as estruturas observadas com a literatura e
atlas para a identificacéo de fungos filamentosos.

5.3.2. Ildentificacdo molecular dos fungos (Amplificacdo da regido ITS)

5.3.2.1.Extracdo do DNA fungico das amostras
De modo a optimizar o melhor método de extracdo de DNA fungico para a identificacdo molecular
dos fungos toxigénicos e posterior amplificacdo de genes das vias de biossintese de micotoxinas,
foram usados dois protocolos de extracdo: método optimizado de acetato de potassio descrito por
Dellaporta et al., (1983) para extracdo de DNA de folhas de plantas e kit comercial. Para cada
amostra fez-se uma réplica. Ao final da extracdo avaliou-se a concentracdo, pureza e integridade
do DNA.

A. Extracdo do DNA pelo método de acetato de potassio
O miceélio dos fungos presente na superficie dos grdos foi removido com auxilio de pingas e
agulhas e introduziu-se em microtubos de 1,5 ml. Macerou-se o contetdo dos microtubos com
PVP (polivinilpirrolidona) e adicionou-se 500 puL do tampao de extragdo composto por 100 mM
de Tris-HCI, 50 mM de EDTA e 500 mM de NaCl a um pH de 8.0, de seguida vortexou-se 0s
tubos por 2 minutos. Adicionou-se 33 uL de SDS a 20%, vortexou-se novamente durante 2 minutos
e adicionou-se 20 pL de proteinase K em cada microtubo. Incubou-se os microtubos no termoblock
por 1 hora a 65°C com agitacdo, de seguida adicionou-se 160 uL de acetato de potassio a5 mM e
vortexou-se por 2 minutos. Centrifugou-se os microtubos por 10 minutos a 14 000 rpm em
temperatura ambiente, removeu-se o sobrenadante de aproximadamente 400 pL e transferiu-se 0
mesmo para um novo microtubo de 1,5 ml. Adicionou-se 330 uL de isopropanol aos microtubos e
inverteu-se suavemente 50x, apds este processo colocou-se 0s microtubos em um refrigerador a -
20°C durante 30 minutos de modo a evitar a precipitacdo dos polissacarideos. Centrifugou-se 0s
microtubos a 14 000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente e descartou-se o sobrenadante
cuidadosamente. De seguida adicionou-se 500 uL de etanol 70%, centrifugou-se por 30 segundos
e descartou-se novamente o sobrenadante, repetiu-se este processo uma vez. Adicionou-se 250 uL
de etanol absoluto, centrifugou-se por 5 minutos a 14 000 rpm e descartou-se o sobrenadante. Por

fim, deixou-se o pellet secar por 60 minutos, adicionou-se 50 uL. de tamp&o de elui¢do composto
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de 10 mM de Tris-base e 0,1 mM de EDTA e armazenou-se 0 DNA extraido em um refrigerador
a -20°C.

B. Extracdo do DNA pelo kit comercial

O DNA dos fungos presentes na superficie dos gréos foi extraido usando um kit comercial Qiagen
®AlIPrep Fungal DNA/RNA/Protein purification. Retirou-se micélio presente na superficie dos
grdos com auxilio de espéatulas e pincgas e introduziu-se em um PowerBead tube. O PowerBead
tube consistia em um tubo de aproximadamente 2 ml com esferas de vidro, apos a introducgéo do
micélio presente nas amostras nestes tubos, adicionou-se em cada um 350 uL da solu¢do HC
previamente preparada com B-mercaptoetanol. VVortexou-se os tubos usando um adaptador por 10
minutos em velocidade méxima e a seguir adicionou-se 175 uL da solugdo MR previamente
aquecida a 65°C por 10 minutos, e vortexaram-se novamente os tubos por 10 segundos. Os tubos
foram centrifugados a 15000 x g por 2 minutos em temperatura ambiente antes de seguir-se para
a etapa de purificacdo do DNA.

Para purificar o DNA das amostras transferiu-se aproximadamente 350 uL do lisado para uma
coluna de purificacdo MBspin, estas foram de seguida centrifugadas por 1 minuto a 15000 x g e
transferiu-se a coluna para um novo tubo de coleta de 2 ml. Neste tubo adicionou-se 650 pL de
solucdo EA, centrifugou-se a 15000 x g por 1 minuto, descartou-se o fluxo e adicionou-se 650 uL
da solucdo IW e no fim centrifugou-se nas mesmas condicOes da adigéo da solugdo EA.

Apos a centrifugacdo, descartou-se o fluxo e passou-se a coluna para um novo tubo que foi
centrifugado a 15000 x g por 2 minutos. Transferiu-se a coluna para um novo tubo onde adicionou-
se 100 puL do tampao de eluigcdo EB, incubou-se por 1 minuto em temperatura ambiente e no final
voltou-se a centrifugar por 1 minuto nas mesmas condicGes e armazenou-se 0 DNA eluido na

geleira a -4°C.

5.3.2.2.Quantificacdo do DNA extraido
O DNA extraido foi quantificado usando um Nanodrop onde obteve-se valores referentes a
concentracdo do DNA em ng/uL, a razdo A260/A280 referente a pureza do DNA extraido e a razdo
A260/A230 referente ao indice de contaminantes organicos.
O DNA foi também quantificado por electroforese em gel de agarose a 1%. Para tal, pesou-se 0,75
gramas de agarose e dissolveu-se em 75 ml de TAE (40 mM tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0),

aqueceu-se a solugdo no micro-ondas até que esta se dissolvesse e quando esta arrefeceu até
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aproximadamente 65°C adicionou-se 3,75uLl de gel Stain e depositou-se a solucdo na tina com o
respectivo adaptador e pente. As amostras foram carregadas nos po¢os com aproximadamente 1
uL de Loading dye para 3 uL de DNA, adicionou-se também um marcador de peso molecular de
1 kb. Correu-se o gel por 45 minutos com uma voltagem de 80V. Apds a corrida o gel foi

visualizado em um Transiluminador UV.

5.3.2.3.Liofilizacdo do DNA extraido
Um total de 100 amostras de DNA foi submetido ao processo de liofilizacao para permitir o seu
transporte do Centro de Biotecnologia Centro da Universidade Eduardo Mondlane (CB-UEM)
para o Laboratorio Central do Instituto de Higiene e Medicina Tropical da Universidade Nova de
Lisboa (UNL-IHMT), Portugal.
Inicialmente, foram aliquotadas 25 pL de cada amostra — tanto as obtidas pelo método de acetato
de potassio quanto pelas extraidas com o kit — para microtubos novos, sendo preparada uma réplica
por amostra. As amostras foram colocadas a -80°C por 1 hora para congelamento prévio e,
posteriormente, submetidas ao liofilizador por 4 horas e 30 minutos.
ApoGs a liofilizacdo, as amostras foram conservadas e transportadas a temperatura ambiente,
assegurando que ndo fossem expostas a temperaturas extremas. Durante o transporte, foram
incluidos: a identificacdo das amostras, a concentracdo de DNA, o protocolo de liofilizacdo, o0s
contactos do remetente e do destinatario, bem como a declaragdo de material ndo infeccioso.
A chegada ao laboratério de destino, cada amostra foi reconstituida em 25 uL de tampdo TE,
homogeneizada por inversao, vortexada suavemente e centrifugada em short spin. Em seguida,

foram armazenadas a -20°C até a utilizacdo nas reaccdes de PCR.

5.3.2.4.Amplificacdo da regido ITS através da PCR convencional
A reaccdo de PCR convencional visando a amplificacdo da regido ITS realizou-se usando o kit de
PCR Supreme NZYTaq Il 2 x Green Master Mix e os primers universais ITS 1 e ITS4 (Tabela 6).
Os primers liofilizados foram ressuspendidos para uma solugdo de 100 uM, da qual foi preparada
uma solugdo de trabalho (1:4) de 25 uM (10 pL stock em 30 uL agua ultrapura). A mistura de PCR
foi preparada de acordo com o nimero de amostras de DNA incluindo as réplicas e dois controlos,
um positivo e um negativo. O controlo positivo continha DNA flangico conhecidos e o controlo
negativo ndo continha DNA. Todo o processo de preparacao da reaccao ocorreu na cabine de fluxo
laminar onde descongelou-se os reagentes e as amostras em temperatura ambiente, estes foram

combinados e optimizados para um volume final de 25 pL. Adicionou-se em cada tubo 12,5 pL da
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solucdo Supreme NZYTaq 2x Green Master Mix previamente misturada por inversdo do tubo, 0,25
uL de cada primer, 2 uLL de DNA molde, completou-se o volume com &gua ultrapura e misturou-
se a solucdo suavemente. A PCR decorreu em 37 ciclos dos quais, 1 para a desnaturacao inicial a
95°C por 5 minutos, 35 para a desnaturacdao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30

segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos e, 1 ciclo para a extensao final a 72°C por 10 minutos.

Tabela 6. Primers usados para a amplificacdo da regido ITS.

Primer Tamanho do prinier (pb) Sequéncia 5'-3' Tamanho do produto (pb)
ITS1 19 5- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G- 3 600 pb £ 50
ITS4 20 5- TCC TCC GCT TAT TGATAT GC- 3 600 pb + 50

Tabela 7. Resumo das condic¢des de amplificagéo da regido ITS.

Volume por
Componente . o Temperatura N° de
reacao Etapa| Objectivo o Tempo| .
Supreme NZYTag IT 2x 12,5 ul. ( C) ciclos
Green Master Mix
Primer I1TS1 0,25 pL 1 Desnaturagfo inicial 95°C 5 min 1
Primer 1TS4 0,25 uL 2 Desnaturagic 94°C 30s
DNA molde 2,0 pL. 3 Anelamento 60°C 30s 35
Agua ultrapura 10 pL. 4 Extensio 72°C 30s
Volume final 25 ul 5 Extens#io final 72°C 10 min 1

5.3.2.5.Gel de agarose para visualiza¢do dos produtos da PCR.
Os produtos da PCR incluindo os controlos positivo e negativo e 0 marcador de peso molecular
foram visualizados através de uma corrida electroforética em gel de agarose a 1%. Para tal, pesou-
se 1,0 grama de agarose e dissolveu-se em 100 ml de TBE 1x (0,1 M Tris-Base; 0,1 M &cido
borico; 0,005 M EDTA,; pH 8,3), aqueceu-se a solu¢do no micro-ondas até que esta se dissolvesse
e quando esta arrefeceu até aproximadamente 65°C, adicionou-se 2 ulL. de corante GreenSafe
Premium (MB132) e depositou-se a solugdo na tina com o respectivo adaptador e pente. Nos pogos
carregou-se 5 pulL de cada amplicon e adicionou-se um marcador de peso molecular de 100 pb.
Correu-se o gel por 1 hora e 30 minutos com uma voltagem de 100V. Apos a corrida o gel foi

visualizado em um Transiluminador UV ChemiDoc Imaging System, onde avaliou-se a presenca
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de bandas com peso molecular proximo do esperado entre 580 — 650 pb que representavam a

presenca de fungos toxigénicos do género Aspergillus, Penicillium ou Fusarium.

5.3.2.6.Interpretacdo dos resultados da PCR
Ap0ds a confirmacéo da banda de aproximadamente 600 pb no gel de agarose, comparou-se 0 dado
com os resultados da identificagdo morfoldgica para aferir o género identificado. Para além disso,
0 tamanho da banda foi ainda comparado usando o software NCBI Primer-BLAST, este foi
programado para exibir produtos de uma faixa de tamanho de 500 a 700 pb, restringiu-se o grupo
taxonomico para cada um dos géneros identificados morfologicamente limitando a pesquisa a base

de dados nt (colecdo de nucleotideos), por fim executou-se o programa.

5.3.3. Amplificacéo dos genes da via de biossintese de aflatoxina B1 (AFB1)
A composicdo da mistura de PCR e as condicGes de amplificacdo usadas para amplificacdo de
genes da via de biossintese de AFB1 também se basearam no protocolo usado para a amplificacéo
daregido ITS com optimizacdo da temperatura de anelamento. Primeiramente, selecionou-se todas
amostras positivas para o género Aspergillus para que os genes aflR, nor-1, ver-1, omtB, omt-1 e
ordA fossem amplificados. Cada amostra foi submetida a 6 reacdes de PCR para cada um dos
genes, respectivamente. O processo de preparacdo da reacdo de PCR decorreu dentro da cabine de
fluxo laminar onde foram preparadas reacgdes para um volume final de 25 pL para cada série:
série 1 - amplificacdo do gene afIR, série 2 - amplificacdo do gene nor-1, série 3 - amplificacdo do
gene ver-1, série 4 - amplificacdo do gene omtB, série 5 - amplificacdo do gene omt-1 e série 6 -
amplificagdo do gene ordA. Na cabine de fluxo laminar, descongelou-se os reagentes e as amostras
em temperatura ambiente bem como os controlos positivo e negativo, o controlo positivo continha
DNA do fungo Aspergillus e o controlo negativo ndo continha DNA. Adicionou-se em cada tubo
12,5 uL da solugdo Supreme NZYTaq 2x Green Master Mix previamente misturada por inversao
do tubo, 0,25 pL de cada primer, 2 uL de DNA molde, completou-se 0 volume com &gua ultrapura
e misturou-se a solucdo suavemente. A PCR decorreu em 37 ciclos dos quais, 1 para a desnaturacao
inicial a 95°C por 5 minutos, 35 para a desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 58°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos e, 1 ciclo para a extensao final a 72°C por 10

minutos.
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Tabela 8. Primers usados para a amplificacdo dos genes da biossintese de AFB1.

Tamanho - -
Gene Primer | do primer Sequéncia 5'- 3' AMAMRo €0 Referéncia
produto (pb)
(pb)
nor-1 B 20 5. ACG GAT CAC TTA GCC AGC AC- ¥ _
nor-1 990 Rodrigues ef al , (2007
afiDinor-l =0 SR 21 5. CTA CCA GGG GAG TTG AGA TCC- 3 odrigues et al., (2007)
ther] | YL E 24 5. GCC GCA GGC CGC GGA GAA AGT GGT- 3 37 Lo @012)
ver-l R 25 5 GGG GAT ATA CTC CCG CGA CAC AGC C- 3
OmtBF-F| 20 5. GCC TTG ACA TGG AAA CCA TC- 3 .

OlomtB 1333 | Rodrigues et al ., (2007
flomiB | B F R 20 5- CCA AGA TGG CCT GCT CTT TA- 3 odrigues et al , (2007)
aflF/omt- | Omtl F 20 5-GCC TTG CAA AGA CAC TTT CA- 3 .

1490 | Rodrigues ef al ., (2007
Lomtd | Omtl R 19 5- AGT TGT TGA ACG CCC CAG T- 3 odrigues et al , {2007)
ord-1508 | 20 5_TTA AGG CAG GGG AAT ACA AG- 3
VordA 719 S tal . (2000
afiQordd 1~ e 5-GAC GCC CAA AGC CGA ACA CAA A- 3 weeney et al.., (2000)
afRafl- | ofRTF 2 5. CGC GCT GCC AGT CCC CTT GAT T- 3
630 S tal . (2000
2apa2 | afR-R 20 5_CTT GTT CCC CGA GAT GAC CA- 3 weeney et al ., (2000)

Tabela 9. Resumo das condicdes de PCR para amplificacdo dos genes da biossintese de AFBL.

Componente Volume por
-~ o
reagao Etapa| Objectivo Tempoeratura Tempo N de
Supreme NZYTag Il 2x 12,5 ul. ©0) ciclos
Green Master Mix
Primer Forward 0,25 uL 1 Desnaturagfo inicial 95°C 5 min 1
Primer Reverse 0,25 uL 2 Desnaturagao 94°C 30s
DNA molde 2,0 L 3 Anelamento 58°C 30s 35
Agua ultrapura 10 ulL 4 Extensao 72°C 30s
Volume final 25 ul. 5 Extens#o final 72°C 10 min 1

5.3.3.1.Preparacéo de gel de agarose para visualizacdo dos produtos
de amplificacdo dos genes de biossintese
Os produtos da PCR incluindo os controlos positivo e negativo e 0 marcador de peso molecular
foram visualizados através de uma corrida electroforética em gel de agarose a 1%. Para tal, pesou-
se 1,0 grama de agarose e dissolveu-se em 100 ml de TBE 1x (0,1 M Tris-Base; 0,1 M &cido
borico; 0,005 M EDTA,; pH 8,3), aqueceu-se a solu¢do no micro-ondas até que esta se dissolvesse
e quando esta arrefeceu até aproximadamente 65°C, adicionou-se 2 pL de corante GreenSafe
Premium (MB132) e depositou-se a solugdo na tina com o respectivo adaptador e pente. Nos pogos
carregou-se 5 pulL de cada amplicon e adicionou-se um marcador de peso molecular de 100 pb.
Correu-se o gel por 1 hora e 30 minutos com uma voltagem de 100V. Apos a corrida o gel foi
visualizado em um Transiluminador UV ChemiDoc Imaging System, onde avaliou-se a presenca

de bandas com aproximadamente 630 pb para a amplificagéo do gene aflR, 990pb para o gene nor-
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1, 537 pb para o gene ver-1, 1333 pb para o gene omtB, 1490 pb para o gene omt-1 e 719 pb para

0 gene ordA.

5.4.  Andlise de dados
Os resultados obtidos foram organizados e analisados no Excel versdo 16.0 e no software IBM
SPSS versdo 20. O nivel de significancia foi estabelecido a 5%.
Para a anélise dos dados obtidos através da identificacdo morfoldgica, calculou-se as frequéncias
dos principais géneros encontrados em cada amostra.
Os dados relativos da extracdo de DNA foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de
Shapiro-wilk W.
Para comparar os resultados relativos a concentracao e indice de contaminantes organicos entre os
métodos de extracdo usou-se o teste Wilcoxon sign test uma vez que os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal.
Para comparar o indice de pureza entre os métodos de extracdo aplicou-se o teste t para amostras
dependentes (t paired test) uma vez que os dados apresentaram distribuicdo normal.
Para comparar o sucesso de amplificacdo entre o0 DNA obtido dos dois métodos de extracao
aplicou-se o teste de McNemar.
Para comparar a frequéncia de ocorréncia dos géneros de fungos toxigénicos detectados entre as
amostras de amendoim e milho aplicou-se o teste exacto de Fisher.
Para comparar os niveis de contaminacdo por fungos toxigénicos entre as diferentes regides de

coleta calculou-se as frequéncias de ocorréncia de cada género em cada um dos locais.
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6. Resultados

6.1. Principais géneros de fungos identificados morfologicamente

Os principais géneros de fungos identificados nas diferentes amostras de milho e amendoim foram
0 género Aspergillus, Penicillium e Fusarium. A presenca destes variou entre as amostras, como
exibido na tabela 1 (Anexo 2), na amostra de milho colectada nos mercados de Boquisso por
exemplo, detectou-se os trés geéneros de fungos toxigénicos, 0 mesmo ndo aconteceu com a
amostra de amendoim colectada no mesmo local em que somente detectou-se a presenca dos
fungos do género Aspergillus e Penicillium. Nas amostras de milho e amendoim colectadas nos
mercados do distrito da Manhica e na amostra de amendoim colectada em campos do mesmo local,
detectou-se apenas um unico género de fungos, o Aspergillus, no entanto 0 mesmo ndo aconteceu
com a amostra de milho colectada nos campos de cultivo desta regido, nesta so foi possivel detectar
0 género Penicillium.

Na tabela 1 (Anexo 2) também € possivel observar que, a maior parte das amostras foi positiva
para o género Aspergillus, este apresentou maior frequéncia (84%) em relacdo aos outros géneros.
O género Penicillium (56%) foi o segundo mais frequente entre as amostras, seguido do género
Fusarium (32%).

Géneros de fungos identificados
morfologicamente
90% 84%
80%
70%

56%

60%
50%
40% 32%
30%
20%

10%

Percentagem de fungos toxigénicos

0%
Aspergillus Penicillium Fusarium

Figura 4. Principais géneros de fungos identificados morfologicamente. No total o género
Aspergillus apresentou uma frequéncia de 84%, seguido dos géneros Penicillium e Fusarium com

56% e 32%, respectivamente.
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Destacou-se também a presenca de um género ndo toxigénico, o Rhizopus com uma frequéncia de
68%.

6.2. Concentracdo, indices de pureza e de contaminantes organicos do DNA
extraido pelos métodos de acetato de potassio e kit comercial

A concentragdo de DNA extraido entre os dois métodos apresentou diferengas estatisticamente

significativas (p=0) como apresentado na tabela 10, com o método de acetato de potéssio tendo

apresentado melhores concentraces de DNA extraido. Os indices de pureza entre 0 método de

acetato de potéssio e kit comercial ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas

(p=0,249), em comparacao aos indices de contaminantes organicos, estes apresentaram diferencas

significativas (p=0,001) com o método de acetato de potassio apresentando melhores indices.

Tabela 10. Resultados do teste de Wilcoxon para a comparacéo da concentracdo, indice de pureza
e de contaminantes organicos entre o método de acetato de potassio e kit comercial.

Conc_Kit - Contam_Kit -
Conc_Acetato Contam_Acetato
z -4,238P -3,377°
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000 ,001

Tabela 11. Resultados do teste t pareado para a comparacdo do indice de pureza entre 0 método

de acetato de potassio e kit comercial.

Paired Differences
95% Confidence Interval ofthe

Std. Error Difference
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper 1 df Sig. (2-tailed)
Pair1  Pureza_Acetato- 0692000 29277249 0585546 - 0516507 1900507 1.182 24 249
Pureza_Kit

Como destacado na tabela 10, a concentracao e o indice de contaminantes organicos entre os dois
métodos apresentou um p<0,05 e o indice de pureza um p>0,05 (tabela 11) o que indica que foram
observadas diferencas significativas no que diz respeito a concentragdo e indice de contaminantes
organicos entre 0 método optimizado de acetato de potassio e o kit comercial, 0 mesmo néo foi

observado gquanto ao indice de pureza entre 0s métodos.
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A concentracdo do DNA extraido apresentou variacGes entre as amostras com valores em um
intervalo de 3,75 a 1528 ng/uL para o método de acetato de potassio e 3,65 a 118,3 ng/uL para o
kit comercial como mostram as tabelas 4 e 5 (Anexo).

O método optimizado de acetato de potéssio apresentou um bom desempenho em termos de
concentracdo de DNA extraido com uma média de 327,5 ng/uL, em comparacéo as concentracdes
obtidas através do kit comercial com uma média de 24,7 ng/uL., como podemos observar no grafico

abaixo (Figura 5).

Concentracao de DNA obtida entre os

1800.00 métodos de extracio
1600.00
1400,00
1200.00
1000,00
§00.00
600.00

Concentracio em ng/ul

400,00
200.00

0.00 MM-.

123 456 7 8 910111213141516 1718 19 20 21 22 23 24 25
Codigo das amostras

Conc_Acetato =e=Conc_ Kit

Figura 5. Compara¢ao da concentragdo de DNA em ng/uL entre o método optimizado de acetato
de potassio (Conc_Acetato) e Kit comercial (Conc_Kit). O método optimizado de acetato de
potéssio apresentou concentragcdes de DNA mais elevadas (3,75 a 1528 ng/uL) em relagdo ao DNA
extraido pelo kit comercial em 92% das amostras analisadas. O DNA do kit comercial superou as
concentracdes do DNA extraido pelo método de acetato de potassio em apenas 8% das amostras
analisadas, as concentracdes de DNA proveniente do kit comercial apresentaram uma escala de

2,35 a 118,3 ng/uL. As diferencas foram estatisticamente significativas (Z=-4,238; p<0,05).

O indice de pureza do DNA extraido entre os dois metodos apresentou valores semelhantes, com
uma meédia de 1,94 e 1,87 para o0 método de acetato de potassio e para o kit comercial,
respectivamente. O indice de pureza obtido do DNA extraido pelo método de acetato de potassio
apresentou valores em uma escala de 1,35 a 2,65, com uma moda de 1,86 o que indica que 0 DNA
extraido apresentou indices de pureza adequados embora algumas amostras tenham apresentado

valores abaixo e acima do limite adequado, 1,8 e 2,0, respectivamente, 0 que pode indicar presenca
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de proteinas e RNA. O DNA extraido pelo kit comercial apresentou valores em uma escala de 1,59

a 2,20, com uma moda de 1,75.

Indice de pureza A260/A280 entre os métodos
de extracao

3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0,00

indice de pureza A260/A280

123456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 2425
Codigo das amostras

—eo—Pureza Acetato =—e=Pureza Kit

Figura 6. Comparacdo do indice de pureza entre 0 método optimizado de acetato de potassio
(Pureza_Acetato) e kit comercial (Pureza Kit). O teste estatistico mostrou que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas (0,249>0,05) de indice de pureza entre 0s métodos
(t=1,182; p>0,05).

O indice de contaminantes organicos do DNA extraido entre os dois métodos apresentou
diferencas significativas (0,001<0,05), o indice de contaminantes do DNA extraido pelo método
optimizado de acetato de potassio apresentou valores entre 0,30 a 2,22 com uma moda de 1,55, o
kit comercial apresentou valores entre 0,08 & 1,79 com uma moda de 0,27, estes valores estdo

abaixo do limite adequado de indice de contaminacdo organica (1,8 a 2,2).
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Indice de contaminantes orginicos A260/A230 entre os
métodos de extracio

2,50

2,00

indice de contaminantes organicos
A260/A230
2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Codigo das amostras

—o—Contam_ Acetato =—e=Contam Kit

Figura 7. Comparacgdo do indice de contaminantes organicos entre os métodos de acetato de
potassio (Contam_Acetato) e Kit comercial (Contam_Kit). O indice de contaminantes obtido no
método de acetato de potassio apresentou valores mais elevados (0,30 a 2,22) em relagdo ao kit
comercial (0,08 a 1,79) o que é adequado para a qualidade do DNA extraido. Os valores foram
maiores em 18 das 25 amostras analisadas para 0 método de acetato de potéssio, o que significa
que se observou diferencas estatisticamente significativas entre estes dois métodos (Z=-3,377;
p<0,05).

6.2.1. Gel de agarose e integridade do DNA extraido
O DNA extraido apresentou um peso molecular superior a 10 000 bp, tanto para o método de
acetato de potassio como para o kit comercial. No entanto, o DNA extraido pelo método de acetato
de potéssio apresentou arrastdes intensos e dispersos no gel, enquanto 0 DNA extraido pelo kit
comercial apresentou arrastdes leves em determinadas amostras, como nas amostras 18, 18’ 20,
20°, 23 e 25 (Figura 9).
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Figura 8. Gel de agarose 1% do DNA extraido pelo método de acetato de potassio. O DNA
apresentou bandas ligeiramente definidas com um alto peso molecular. Nota-se também arrastdes

intensos no gel o que pode indicar presenca de contaminantes ou de DNA de fragmentos menores.

Arrastdes

Figura 9. Gel de agarose 1% do DNA extraido pelo kit comercial. Algumas amostras apresentaram
bandas ligeiramente definidas (amostra 6 € 6”), N0 entanto a maioria apresentou bandas menores e

fracas. Observou-se também a presenca de arrastdes de pouca intensidade.

6.3. Principais géneros de fungos identificados através da amplificacdo da
regido ITS
A amplificacdo da regido ITS usando as amostras de DNA extraido pelos dois métodos, acetato de
potéssio e kit comercial, produziu bandas padronizadas com um peso molecular esperado de

aproximadamente 600 pb.
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Figura 10. Gel de agarose 1% do DNA amplificado usando os primers ITS1 e ITS4. Legenda: M-
marcador 100pb; Linha 1C- amostra de amendoim do mercado de Boquisso extraida pelo método
de acetato de potéssio; Linha 4K- amostra de amendoim do mercado de Boane extraida pelo kit
comercial; Linha 5°K- amostra de amendoim do mercado de Manhiga extraida pelo kit comercial;
Linha 10C- amostra de milho do campo de Marracuene extraida pelo método de acetato de
potassio; Linha 2C- amostra de amendoim do mercado de Manica extraida pelo método de acetato
de potassio; Linha 3C- amostra de milho do mercado de Boane extraida pelo método de acetato de
potéssio; Linha 4C- amostra de amendoim do mercado de Boane extraida pelo método de acetato
de potassio; Linha 1K- amostra de amendoim do mercado de Boquisso extraida pelo kit comercial,
Linha 2K- amostra de amendoim do mercado de Manica extraida pelo kit comercial; Linha 3K-
amostra de milho do mercado de Boane extraida pelo kit comercial; Linha 6K- amostra de milho
do mercado de Pemba extraida pelo kit comercial; Linha 10C- amostra de milho do campo de
Marracuene extraida pelo método de acetato de potéssio; C-: controlo negativo. Podemos observar
que os produtos de amplificagcdo apresentaram um peso molecular de 600 pb, tanto para as amostras
do método de acetato de potassio quanto para as do kit, com exce¢do da amostra da linha 4C
correspondente ao amendoim do mercado de Boane, esta s6 amplificou o0 DNA proveniente do kit

comercial.

Com a identificagdo morfologica foi possivel detectar trés principais géneros de fungos
toxigénicos, o Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Analisando os resultados da identificagéo
molecular, nota-se que todas amostras apresentaram produtos de amplificacdo aproximadamente
do mesmo tamanho. Comparando estes resultados com os dados da identificagdo morfoldgica,
percebe-se que a banda apresentada na linha 2K (Figura 10) correspondente a amostra de
amendoim do mercado de Manica, € um produto de amplificacdo referente apenas ao género
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Aspergillus. O mesmo caso é observado na amostra da linha 10C (Figura 10) correspondente a

amostra de milho do campo de Marracuene, nesta o produto de amplificacéo refere-se apenas ao

género Penicillium, uma vez que foi o Unico identificado morfologicamente.

DINDDCREED D O O

Figura 11. Gel de agarose 1% do DNA amplificado usando os primers ITS1 e ITS4. Legenda: M-
marcador 100pb; Linha 7K- amostra de amendoim do mercado de Pemba extraido pelo kit
comercial; Linha 8K- amostra de milho do mercado de Murrupula extraido pelo kit comercial;
Linha 9K- amostra de milho do mercado de Marracuene extraida pelo kit comercial; Linha 10K-
amostra de milho do campo de Marracuene extraido pelo kit comercial; Linha 11K- amostra de
amendoim do campo de Boquisso extraido pelo kit comercial; Linha 12K- amostra de milho do
mercado de Boquisso extraido pelo kit comercial; Linha 13K- amostra de milho do campo de
Boquisso extraida pelo kit comercial; Linha 14K- amostra de milho do mercado de Manica
extraida pelo kit comercial; Linha 15K- amostra de milho do campo de Boane extraida pelo Kit
comercial; Linha 16K- amostra de milho do mercado de Manhica extraida pelo kit comercial; C-:
controlo negativo. Observa-se que todas amostras de DNA provenientes do kit comercial
amplificadas geraram um produto de amplificacdo de 500 a 600 pb.

A amostra da linha 15K (Figura 11) correspondente ao milho do campo de Boane, produziu um
amplicon de aproximadamente 600 pb, no entanto ele pode indicar um produto de amplificacéo do
género Aspergillus, Penicillium ou Fusarium, uma vez que a amostra foi positiva para os trés
géneros na identificacdo morfologica. O mesmo caso acontece com a amostra da linha 12K (Figura
11) correspondente ao milho do mercado de Boquisso, na identificagdo morfoldgica esta tambem

foi positiva para os trés géneros, Aspergillus, Penicillium e Fusarium. A amostra da linha 8K
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(Figura 11) correspondente ao milho do mercado de Murrupula indica apenas a presenca dos
géneros Aspergillus e Fusarium uma vez que, o género Penicillium n&o foi identificado durante as

andlises morfoldgicas.

A anélise na base de dados do GeneBank NCBI (National Center for Biotechnology Information)
na ferramenta BLAST, permitiu confirmar os géneros e algumas espécies comumente toxigénicas
atraves do tamanho dos produtos de amplificacdo produzidos usando os primers ITS1 e ITS4. Ao
limitar a pesquisa ao genero Aspergillus e a produtos de tamanho de 550-650 pb foi possivel
identificar produtos de amplificacdo referentes as principais espécies de fungos toxigénicos do
género Aspergillus como A. flavus, A. niger e A. glaucus.

Products on target templates

>MTE45322. Asperglllus flavusfisolate LUOHE small subunit ribesomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete seqUence; and large suounit ribosomal RNA gene, partial sequence

| Er‘oduct length = 595 I
Forward primer 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 19

Template I 21

Reverse primer 1 TCCTCCGCTTATTCATATGC 2@
Template L1 [TI. 578

Figura 12. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Aspergillus flavus. Observa-se que o isolado A. flavus quando
amplificado usando os primers ITS1 e ITS4 gera um produto de 595 pb a semelhanca dos
resultados da amplificacao realizada neste estudo.

>MT550026 Aspergll\us mger polate RMUAN7S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete seqaence, ge sdbunit ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 599

orward primer TAGGTGAACCTGCGGE 19
Template 5 19
Reverse primer 1 TCCTCCGCTTATTCAT&TGC 20
Template L4 L A . cse

Figura 13. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Aspergillus niger. Podemos observar que o isolado A. niger
quando amplificado usando os primers ITS1 e ITS4 gera um produto de 599 pb a semelhanca dos
resultados da amplificacdo realizada neste estudo.

O isolado de A. glaucus, de acordo com a pesquisa no NCBI, apresenta um produto de tamanho

de 554 pb, limitando a pesquisa para a espécie Aspergillus parasiticus observou-se diferentes cepas
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e isolados que podem ser amplificadas pelos primers usados no estudo, estes apresentaram

produtos de tamanho variavel, 595-604 pb.

Products on target templates

=P0644082. YAspergillus parasiticus strain ColD_030-C4fmall subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete Sequence, ana large N3l RNA gene, partial sequence

product length = 599
| CGTAGGTGAACCTGCGG 19

Template 5 138

Reverse primer 1 TCCTCCGCTTATTCATATGC 28
Template L Geuuvnn 691

Figura 14. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Aspergillus parasiticus. Observa-se que o isolado A. parasiticus
cepa ColD_030-C4, quando amplificado usando os primers ITS1 e ITS4 gera um produto de 599

pb a semelhanca dos resultados da amplificacdo realizada neste estudo.

Ao limitar a pesquisa ao genero Penicillium, foi possivel identificar produtos de amplificacéo

referentes as espécies toxigenicas Penicillium italicum e Penicillium expansum.

Products on target templates

=»PQ644085. | Penicillium italicum strain ColD_0320-D9fsmall subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sEqUECe, aNg 1arge Suo0 Bosoal A gene, partial sequence

product length = 588
TAGGTGAACCTGCGGE 19
Template L 114

Reverse primer 1 TCCTCCGCTTATTCATATGC 2@
Template 683 L............ [T 664

Figura 15. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Penicillium italicum. Observa-se que o isolado P. italicum cepa
ColD_030-D9, quando amplificado usando os primers ITS1 e ITS4 gera um produto de 588 pb a

semelhanca dos resultados da amplificacéo realizada neste estudo.

>MT582774. YPenicillium expansum strain DUCC5734fkmall subunit ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete s 5 gene, partial sequence

product length = 586
GTAGGTGAACCTGCGG 19
Template e 29

Reverse primer 1 TCCTCCGCTTATTCATATGC 2@
Template L Gaouvenus 577

Figura 16. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigenico Penicillium expansum. Observa-se que o isolado P. expansum
cepa DUCC5734, quando amplificado usando os primers ITS1 e ITS4 gera um produto de 586 pb

a semelhanca dos resultados da amplificacédo realizada neste estudo.
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Quanto ao género Fusarium, os resultados da pesquisa apresentaram produtos de amplificacdo de

espécies toxigénicas como F. verticillioides, F. graminearum e F. proliferatum.

Products on target templates
>PV920204. | Fusarium verticillioides solate FvCB1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sedUETEEETIYESOIEMt ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 546
TAGGTGAACCTGCGG 19
Template e 19

Reverse primer 1 TCCTCCGCTTATTCATATGC 2@
Template L [P 527

Figura 17. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Fusarium verticillioides. Observa-se que o isolado F.
verticillioides, quando amplificado usando os primers ITS1 e ITS4 gera um produto de 546 pb a
semelhanca dos resultados da amplificacéo realizada neste estudo.

>MTE36316. solate Fg-W18 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sEqUECE gEMit ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 549
TAGGTGAACCTGCGG 19
Template A e 22

Reverse primer 1 TCCTCCGCTTATTCATATGC 20
Template 52  aiiieinaaaan [T 533

Figura 18. Resultado do alinhamento dos primers ITS1 e ITS4 mostrando a especificidade de
amplificacdo do fungo toxigénico Fusarium graminearum. Observa-se que o isolado F.
graminearum, quando amplificado usando os primers ITS1 e ITS4 gera um produto de 549 pb a

semelhanca dos resultados da amplificacdo realizada neste estudo.

A linha 8K (Figura 11) correspondente a amostra de milho do mercado de Murrupula apresentou
um tamanho inferior a 600pb, entre 500 a 550 pb, ao comparar com os dados da identificacdo
morfoldgica nota-se que a amostra foi positiva para Aspergillus e Fusarium. De acordo com 0s
dados apresentados na ferramenta BLAST, os produtos de amplificacdo do género Fusarium
quando amplificados com os primers ITS1 e ITS4 geram produtos numa faixa de 540-550 pb.

Os resultados da amplificacdo dos produtos de PCR comparados as analises na ferramenta BLAST
confirmaram a presenca dos principais géneros de fungos toxigénicos previamente identificados
morfologicamente. Com isto, pode-se afirmar que produtos resultantes da amplificacdo da regido
ITS usando os primers ITS1 e ITS4 que exibam amplicons de tamanho de aproximadamente 600

pb, indicam a presenca de fungos toxigénicos nas amostras analisadas.
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6.4. Comparacdo do sucesso de amplificacdo entre o DNA extraido pelo
meétodo de acetato de potassio e kit comercial
Os resultados da amplificacdo do DNA extraido pelo método de acetato de potassio e pelo kit
comercial ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). Todas amostras
de DNA extraidas pelo kit comercial amplificaram a regido ITS, 0 mesmo ndo aconteceu com

todas amostras de DNA extraido pelo método de acetato de potassio.

Comparacao das taxas de amplificacao entre
os métodos

105%

100%

100%
95%

90%

850 84%

o -

75%
PCR_Acetato PCR_Kit
Métodos de extracio

Taxa de amplificaciao

Figura 19. Comparacéo das taxas de amplificacdo entre 0 DNA extraido pelo método de acetato
de potassio e kit comercial. O DNA extraido pelo kit comercial apresentou uma taxa de
amplificacdo de 100% enquanto o0 DNA extraido pelo método de acetato de potassio apresentou

uma taxa de amplificagéo de 84%.

Tabela 12. Resultados do teste de McNemar para a comparagdo do sucesso de amplificacdo entre

0 DNA extraido pelo método de acetato de potassio e kit comercial.

PCR_acetato &

PCR kit
N 25
Exact Sig. (2-tailed) ,125°

O teste estatistico mostrou que apesar das diferencas das taxas de amplificacdo do DNA extraido

pelos dois métodos (Figura 19), as diferengas ndo foram estatisticamente significativas (p=0,125).
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6.5. Principais genes da via de biossintese de AFB1 detectados nas amostras
de milho e amendoim
A amplificacdo dos genes da via de biossintese de AFB1 produziu bandas de tamanhos variados
para cada gene, 630 pb para a amplificacdo do gene afIR, 990 pb para o gene nor-1, 537 pb para o
gene ver-1, 1333 pb para o gene omtB, 1490 pb para o gene omt-1 e 719 pb para o gene ordA.

A amplificacdo do gene regulador aflR produziu bandas de aproximadamente 600 pb como

apresentado na figura 20.

DRECDNERRDDE B

Figura 20. Gel de agarose 1% do DNA amplificado usando os primers aflR-F e afIR-R. Legenda:
M- marcador 100pb; Linha 1K- amostra de amendoim do mercado de Boquisso extraida pelo kit
comercial; Linha 2K- amostra de amendoim do mercado de Manica extraida pelo kit comercial;
Linha 3K- amostra de milho do mercado de Boane extraida pelo kit comercial; Linha 4K- amostra
de amendoim do mercado de Boane extraida pelo kit comercial; Linha 5K- amostra de amendoim
do mercado de Manhica extraida pelo kit comercial; Linha 6K- amostra de milho do mercado de
Pemba extraida pelo kit comercial; Linha 7K- amostra de amendoim do mercado de Pemba
extraida pelo kit comercial; Linha 8K- amostra de milho do mercado de Murrupula extraida pelo
kit comercial; Linha 9K- amostra de milho do mercado de Marracuene extraida pelo kit comercial,
Linha 10K- amostra de milho do campo de Marracuene extraida pelo kit comercial; C-: controlo

negativo.

A amostra da linha 3K (Figura 20) correspondente ao milho do mercado de Boane ndo amplificou
0 gene aflR, embora a amostra tenha sido positiva para o genero Aspergillus. As amostras das
linhas 9K e 10K (Figura 20) correspondentes ao milho do mercado de Marracuene e milho do
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campo de Marracuene respectivamente, ndo foram positivas para o0 genero Aspergillus embora o

gene afIR tenha amplificado em ambas.

A amplificacdo do gene nor-1 exibiu bandas de DNA de aproximadamente 1000 pb (Figura 21).

o o o< o<l << o ol c-

Figura 21. Gel de agarose 1% do DNA amplificado usando os primers nor-1F e nor-1R. Legenda:
M- marcador 100pb; Linha 1K- amostra de amendoim do mercado de Boquisso extraida pelo kit
comercial; Linha 2K- amostra de amendoim do mercado de Manica extraida pelo kit comercial;
Linha 3K- amostra de milho do mercado de Boane extraida pelo kit comercial; Linha 4K- amostra
de amendoim do mercado de Boane extraida pelo kit comercial; Linha 5K- amostra de amendoim
do mercado de Manhica extraida pelo kit comercial; Linha 6K- amostra de milho do mercado de
Pemba extraida pelo kit comercial; Linha 7K- amostra de amendoim do mercado de Pemba
extraida pelo kit comercial; Linha 8K- amostra de milho do mercado de Murrupula extraida pelo
kit comercial; Linha 9K- amostra de milho do mercado de Marracuene extraida pelo kit comercial,
Linha 10K- amostra de milho do campo de Marracuene extraida pelo kit comercial; C-: controlo

negativo.

A linha 3K (Figura 21) correspondente ao milho do mercado de Boane também n&o amplificou o
gene nor-1, esta ndo apresentou banda no gel. O mesmo caso ocorreu com as amostras das linhas
9K e 10K (Figura 21) correspondentes ao milho do mercado de Marracuene e milho do campo de

Marracuene, respectivamente, estas apresentaram bandas degradadas.

A amplificacdo do gene ver-1 exibiu bandas de aproximadamente 500 pb como apresentado na

figura 22.
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Figura 22. Gel de agarose 1% do DNA amplificado pelos primers ver-1F e ver-1R. Legenda: M-
marcador 100 pb; Linha 16K- amostra de milho do mercado de Manhiga extraida pelo kit
comercial; Linha 17K- amostra de milho do campo de Manhica extraida pelo kit comercial; Linha
18K- amostra de amendoim do campo de Pemba extraida pelo kit comercial; Linha 19K- amostra
de milho do campo de Pemba extraida pelo kit comercial; Linha 20K- amostra de milho do campo
de Murrupula; Linha 21K- amostra de amendoim do campo de Murrupula extraida pelo kit
comercial; Linha 22K- amostra de amendoim do mercado de Murrupula extraida pelo kit
comercial; Linha 23K- amostra de amendoim do mercado de Marracuene extraida pelo Kit
comercial; Linha 24K- amostra de amendoim do campo de Marracuene extraida pelo kit comercial;
Linha 25K- amostra de amendoim do campo de Manhiga extraida pelo kit comercial; C-: controlo

negativo.

A amostra da linha 17K correspondente ao milho do campo de Manhica ndo amplificou o gene
ver-1, esta amostra foi negativa para o género Aspergillus. O mesmo ocorreu com a amostra da
linha 19K, ndo houve amplificacdo do gene ver-1, no entanto, esta foi positiva para 0 género

Aspergillus.

A amplificacdo do gene omtB exibiu produtos de amplificacdo superiores & 1000 pb (Figura 23).
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Figura 23. Gel de agarose 1% do DNA amplificado pelos primers omtB-F-F e omtB-F-R.
Legenda: M- marcador 100 pb; 11K- amostra de amendoim do campo de Boquisso extraida pelo
kit comercial; 12K- amostra de milho do mercado de Boquisso extraida pelo kit comercial; 13K-
amostra de milho do campo de Boquisso extraida pelo kit comercial; 14K- amostra de milho do
mercado de Manica extraida pelo kit comercial; 15K- amostra de milho do campo de Boane
extraida pelo kit comercial; 16K- amostra de milho do mercado de Manhica extraida pelo kit
comercial; 17K- amostra de milho do campo de Manhica extraida pelo kit comercial; 18K- amostra
de amendoim do campo de Pemba; 19K- amostra de milho do campo de Pemba; 20K- amostra de

milho do campo de Murrupula; C-: controlo negativo.

As amostras das linhas 13K e 17K (Figura 23) correspondentes ao milho do campo de Boquisso e
milho do campo de Manhica ndo amplificaram o gene omtB, ambas foram negativas para o género
Aspergillus. A amostra da linha 15K (Figura 23) também ndo amplificou o gene, no entanto esta

foi positiva para o género Aspergillus.

A amplificacdo do gene omtl exibiu produtos de amplificacdo superiores a 1000 pb (Figura 24).

o ol ool <l sl o < R <R o< o

1000pb
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Figura 24. Gel de agarose 1% do DNA amplificado pelos primers omtl-F e omt1-R. Legenda: M-
marcador 100pb; Linha 1K- amostra de amendoim do mercado de Boquisso extraida pelo kit
comercial; Linha 2K- amostra de amendoim do mercado de Manica extraida pelo kit comercial;
Linha 3K- amostra de milho do mercado de Boane extraida pelo kit comercial; Linha 4K- amostra
de amendoim do mercado de Boane extraida pelo kit comercial; Linha 5K- amostra de amendoim
do mercado de Manhica extraida pelo kit comercial; Linha 6K- amostra de milho do mercado de
Pemba extraida pelo kit comercial; Linha 7K- amostra de amendoim do mercado de Pemba
extraida pelo kit comercial; Linha 8K- amostra de milho do mercado de Murrupula extraida pelo
kit comercial; Linha 9K- amostra de milho do mercado de Marracuene extraida pelo kit comercial,
Linha 10K- amostra de milho do campo de Marracuene extraida pelo kit comercial.

As amostras das linhas 1K e 3K (Figura 24) correspondentes ao amendoim do mercado de
Boquisso e milho do mercado de Boane ndo amplificaram o gene omtl embora ambas sejam
positivas para o género Aspergillus. As amostras das linhas 8K, 9K e 10K correspondentes ao
milho do mercado de Murrupula, milho do mercado de Marracuene e milho do campo de
Marracuene, respectivamente apresentaram bandas mdaltiplas.

A amplificacdo do gene ordA exibiu produtos de amplificagéo de aproximadamente 700 pb, como

apresentado na figura 25.

DD RE DD m T e m e

Figura 25. Gel de agarose do DNA amplificado pelos primers ord-1508 e ord-2226. Legenda: M-
marcador 100 pb; Linha 11K- amostra de amendoim do campo de Boquisso extraida pelo kit
comercial; Linha 12K- amostra de milho do mercado de Boquisso extraida pelo kit comercial,
Linha 13K- amostra de milho do campo de Boquisso extraida pelo kit comercial; Linha 14K-
amostra de milho do mercado de Manica extraida pelo kit comercial; Linha 15K- amostra de milho
do campo de Boane extraida pelo kit comercial; Linha 16K- amostra de milho do mercado de
Manhiga extraida pelo kit comercial; Linha 17K- amostra de milho do campo de Manhica extraida
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pelo kit comercial; Linha 18K- amostra de amendoim do campo de Pemba; Linha 19K- amostra
de milho do campo de Pemba; Linha 25K- amostra de amendoim do campo de Manhica extraida

pelo kit comercial.

As amostras das linhas 13K e 17K (Figura 25) correspondentes ao milho do campo de Boquisso e
milho do campo de Manhica ndo amplificaram o gene ordA, ambas foram negativas para o género
Aspergillus. A amostra da linha 15K (Figura 25) também ndo amplificou o gene, no entanto esta

foi positiva para o género Aspergillus.

6.6. Ocorréncia de fungos toxigenicos entre as amostras de milho e
amendoim

A frequéncia de ocorréncia dos principais géneros de fungos toxigénicos identificados entre as

diferentes amostras ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). O género

Aspergillus por exemplo, ocorreu em todas amostras de amendoim analisadas em contraste com o

género Fusarium, este teve menor percentagem de ocorréncia no amendoim. A ocorréncia do

género Penicillium entre os dois tipos de amostra ndo apresentou diferencas estatisticamente

significativas (p=0,057).
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Figura 26. Frequéncia de ocorréncia do género Aspergillus entre as amostras de milho e
amendoim. O género Aspergillus foi mais frequente em amostras de amendoim (100%) do que em
amostras de milho, nestas o género de Aspergillus esteve presente em 9 das 13 amostras com uma

frequéncia de ocorréncia de 69,20%.
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Apesar das duas culturas terem apresentado frequéncias de ocorréncia distintas, o teste estatistico
mostrou que ndo ha diferencas estatisticamente significativas quanto a ocorréncia do género
Aspergillus no milho e amendoim (p=0,057). No que diz respeito a ocorréncia do género
Aspergillus em 69,20% das amostras de milho, 85,7% destas eram provenientes do mercado e 50%
provenientes do campo. Nas amostras de amendoim, 0 género ocorreu em ambas amostras de

mercado e de campo.

A ocorréncia do género Penicillium entre as amostras de milho e amendoim ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas (p=0,570), no entanto este foi mais frequente em

amostras de amendoim (58,30%).
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Figura 27. Frequéncia de ocorréncia do género Penicillium entre as amostras de milho e
amendoim. Foi possivel constatar que a ocorréncia do género Penicillium ndo apresentou
diferencas significativas entre os dois grupos de amostras, milho e amendoim. Este esteve presente
em 7 das 13 amostras de milho com uma frequéncia de ocorréncia de 53,80% e, em 7 das 12
amostras de amendoim com uma frequéncia de ocorréncia de 58,3%.

O género Penicillium como ilustrado no gréfico acima, fez-se presente em 53,80% das amostras
de milho, destas 66,6% eram provenientes do campo e apenas 42,8% do mercado, o que indica
que Penicillium colonizou mais amostras de milho provenientes de campos de cultivo do que de
mercados. Das 58,3% amostras de amendoim contaminado, apenas 40% provinham do campo e
71,4% provinham do mercado, isto significa que no caso do amendoim o género colonizou mais

amostras de mercado do que de campo.
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A ocorréncia do genero Fusarium entre as amostras de milho e amendoim também nao apresentou
diferencas estatisticamente significativas (p=0,125), no entanto este género ocorreu com maior

frequéncia em amostras de milho do que em amostras de amendoim.
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Figura 28. Frequéncia de ocorréncia de fungos do género Fusarium nas amostras de milho e
amendoim. O género Fusarium este mais presente nas amostras de milho com uma frequéncia de
ocorréncia de 46,20% no milho e 16,70% no amendoim.

Das 46,20% amostras de milho positivas para o0 género Fusarium, 50% provinham do campo e
42,8% do mercado. Das 16,70% amostras de amendoim contaminadas, todas eram provenientes
do campo.

Em resumo, foi possivel observar que o amendoim foi a cultura mais afectada pelo género
Aspergillus (100%) seguido pelo Penicillium (58,3%). O milho foi o mais afectado pelo género
Fusarium (46,2%).

6.7. Comparacdo dos niveis de contaminacdo por fungos toxigénicos entre
as regides de colecta

Os principais géneros de fungos toxigénicos detectados através da amplificacdo da regido ITS
estavam distribuidos entre as amostras dos 7 locais de colecta. Fungos do género Aspergillus e
Penicillium foram detectados em amostras dos 7 locais de colecta, nomeadamente Boane,
Boquisso, Manhica, Marracuene, Manica, Murrupula e Pemba, no entanto fungos do género
Fusarium s6 foram detectados em amostras dos seguintes locais: Boane (33,30%), Boquisso
(25%), Marracuene (25%), Murrupula (75%) e Pemba (50%).
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Os fungos toxigénicos do genero Aspergillus destacaram-se em maior quantidade (50% a 100%)

na maioria das amostras dos diferentes locais de colecta. A maioria das amostras (84%) foi positiva

para este género.
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Figura 29. Frequéncia de ocorréncia do género Aspergillus entre os locais de colecta. O género

esteve presente em todas amostras colectadas em Boane, Manica, Murrupula e Pemba. A

ocorréncia do género foi menos frequente nas amostras colectadas no distrito de Marracuene
(50%), seguido do distrito de Manhica e do bairro de Boquisso (75%).

Os fungos toxigénicos do género Penicillium também foram detectados em amostras de todos

locais de colecta neste estudo, entretanto com menor frequéncia comparado ao genero Aspergillus.
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Figura 30. Frequéncia de ocorréncia do género Penicillium entre os locais de colecta. Todas
amostras provenientes do distrito de Marracuene foram positivas para o género Penicillium. O
distrito de Manhica e cidade de Pemba tiveram baixas frequéncias de ocorréncia deste género nas
amostras colectadas (25%).

Os fungos toxigénicos do género Fusarium foram os menos frequentes ndo tendo sido detectados
em todos locais de colecta. As amostras colectadas no distrito de Manhica e na provincia de Manica
foram negativas para este género.
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Figura 31. Frequéncia de ocorréncia do género Fusarium entre os locais de colecta. Este género
foi mais frequente nas amostras colectadas no distrito de Murrupula (75%) e na cidade de Pemba
(50%). Em Manhica e Manica ndo foram detectados fungos do género Fusarium nas amostras

colectadas.
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7. Discussao

Os fungos filamentosos apresentam uma parede celular resistente a maioria dos métodos de
extracdo de DNA geralmente usados, uma vez que diferente da parede celular celulésica das
plantas, a quitina € um polissacarideo mais forte e flexivel, o que torna dificil analises
moleculares envolvendo esses seres. Os dois métodos aplicados neste estudo conseguiram
superar tal barreira ao ponto de serem obtidas concentracdes variaveis de DNA entre as
diferentes amostras. O meétodo de acetato de potassio proposto por Dellaporta et al., (1983)
embora destinado a extragdo de DNA de folhas de plantas, tem sido usualmente aplicado para
extracdo de DNA flangico. Estudos realizados por Faraghati et al., (2022) e Alani et al., (2004)
envolvendo a metodologia de extracdo de Dellaporta et al., (1983) apresentaram sucesso ao
extrair o DNA do fungo Sclerotinia sclerotiorum e de Fusarium oxysporum respectivamente,
em analises de diversidade genética. Embora neste estudo tenha se obtido maior concentracéo
de DNA através do método de acetato de potassio, muitos estudos sobre comparacdo de
métodos de extracdo de DNA fungico apontam o uso de kits comerciais como sendo a melhor
alternativa para um DNA de qualidade. O kit comercial Norgen por exemplo, associado a
etapas de digestdo com enzimas como liticase e proteinase K e batimento de esferas e
sonicacdo, apresentou um bom desempenho na extracdo de DNA fungico (Kumar e
Mugunthan, 2018), processos semelhantes foram usados na extracdo com o kit Qiagen AllPrep
Fungal DNA/RNA/Protein purification usado neste estudo.

Os indices de pureza entre 0 método de acetato de potéssio e kit comercial apresentaram médias
de 1,94 e 1,87 respectivamente, estes valores sdo considerados ideais para a pureza do DNA
extraido (Yu et al., 2024). Os indices de contaminantes organicos apresentaram valores abaixo
de 1,8 no DNA extraido pelo kit comercial o que pode indicar presenca de polissacarideos,
fendis e outros solventes usados durante a extracdo (Yu et al., 2024). O DNA extraido pelo
método de acetato de potassio apresentou indices de contaminantes organicos relativamente
adequados, com valores entre 0,30 a 2,20, tal facto pode ser explicado pela adicdo de PVP
(polivinilpirrolidona) durante o processo de maceracao, este composto é usado na remogéo de
fendis de amostras (Porebski et al., 1997).

Relativamente a amplificacdo do DNA extraido, ambos métodos de extracdo produziram um
DNA de qualidade e adequado para amplificagdo. A amplificacdo da regido ITS usando os

primers ITS1 e ITS4, é considerada um passo importante para testar o DNA quanto a
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adequacao para reaccOes de PCR usando primers mais especificos (Rahman et al., 2020b). A
amplificacdo da regido ITS de todas amostras de DNA fungico produziu amplicons com um
peso molecular que variou de 500 a 600 pb o que entra em acordo com uma série de estudos
que abordam detec¢do molecular de fungos, como os de Mirhendi et al., (2010), Salim et al.,
(2019), El-Shaer et al., (2021) e Pakshir et al., (2021).

Observou-se que a amplificacdo usando os primers ITS1 e ITS4 ndo foi suficiente para
diferenciar os géneros fungicos presentes nas amostras, uma vez que todas elas apresentaram
bandas de peso molecular semelhante, portanto recorreu-se aos dados da analise morfoldgica
realizada antes da extracdo. Raja et al., (2017) defende que apenas a amplificacdo da regido
ITS para a identificacdo de géneros e espécies fangicas nao é suficiente por isso, sempre que
possivel é necessario combinar dois ou mais métodos de identificagdo de fungos, como a
combinacdo de métodos morfoldgicos e moleculares. A amplificacdo da regido ITS nédo é
considerada ideal para identificar espécies de Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Raja et al.,
2017), por isso tem surgido a necessidade de analisar outras regifes, como 0S genes
codificadores de proteinas. Em um estudo em que se pretendia analisar fungos produtores de
ocratoxina A em rag0es animais, primeiramente identificou-se os fungos presentes nas
amostras com base nas caracteristicas morfoldgicas, de seguida testou-se a adequacdo do DNA
extraido usando os primers ITS1 e ITS4, e por fim usou-se primers especificos para identificar
molecularmente as espécies sem necessidade de sequenciamento (Alsalabi et al., 2023). Com
o primer ITS/NIG por exemplo, foi possivel identificar corretamente a espécie A. niger, esta
exibiu bandas definidas com um peso molecular de 420 pb, por sua vez os primers OCRAF e
OCRAR apresentaram bandas de 430 pb que indicavam a presenca de A. ochraceus (Alsalabi
etal., 2023).

De modo a confirmar as comparacfes entre os dados do método morfoldgico e molecular,
recorreu-se a ferramenta Primer BLAST para aferir o tamanho do produto gerado ao amplificar
DNA flngico com os primers ITS1 e I1TS4, este exibiu para os trés géneros tamanhos de
produtos que variaram de 500 a 620 pb. Durante as analises percebeu-se que as pesquisas
direccionadas ao géenero Fusarium exibiram tamanhos de produtos de amplificacdo entre 540
a 550 pb, com destaque para a amostra MU-M-M correspondente ao milho do mercado de

Murrupula que apresentou uma banda inferior & 600 pb a semelhanca do ocorrido no estudo
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realizado por Mirhendi et al. (2010), que analisou cepas de Fusarium, todas estas ao amplificar
com os primers ITS1 e ITS4 exibiram produtos de 550 pb.

O DNA extraido pelo kit comercial Qiagen AllPrep Fungal DNA/RNA/Protein purification
amplificou 100% das amostras em comparacdo com o DNA extraido pelo método de acetato
de potassio, o fabricante Qiagen tem sido o preferido em estudos de identificacdo molecular
de fungos com destaque para o kit Qiagen Dneasy plant (Salim et al., 2019; Mikusova et al.,
2020; Alsalabi et al., 2023). A presenca de fendis e polissacarideos é conhecida por influenciar
negativamente o sucesso de amplificagdo (Wilson, 1997), e embora neste estudo o DNA
extraido pelo método de acetato de potassio tenha apresentado melhores indices de
contaminantes organicos em relacdo ao DNA extraido pelo kit, este Gltimo ainda teve melhor
desempenho mesmo que a maioria das amostras tenha apresentado valores muito abaixo de 1,8
0 que indica a presenga de contaminantes organicos e de residuos de solventes usados na
extracao.

A optimizacdo e validacdo de um protocolo para deteccdo de genes da via de biossintese de
aflatoxinas deu-se pela amplificagéo dos genes aflR, nor-1, ver-1, omtB, omt-1, e ordA, o uso
de primers direcionados aos quatro primeiros genes € documentado como garantia de deteccao
precisa, confiavel e rapida de fungos produtores de aflatoxinas (Levin, 2012; Yassin et al.,
2024). A amplificacdo do gene aflR gerou fragmentos de aproximadamente 600 pb, Sweeney
et al., (2000) e Rahimi et al., (2008) relataram que os produtos de amplificacdo dos primers
aflR-F e aflR-R com as mesmas sequéncias usadas neste estudo geram produtos de
amplificacdo de 630 pb. A amostra correspondente ao milho do mercado de Boane (Linha 3K)
ndo amplificou o gene aflR apesar de ter se detectado o género Aspergillus durante a
identificacdo morfoldgica, isto pode indicar que as espécies de Aspergillus presentes na
amostra ndo sdo consideradas aflatoxigénicas, como o caso da espécie A. niger, que é
conhecida por sintetizar ocratoxinas e ndo aflatoxinas (El-Sayed et al., 2022). A auséncia de
produto de amplificagdo pode ainda indicar que se trata de uma cepa ndo toxigénica, pois o
gene aflR é considerado um gene regulador que codifica uma proteina que actua como factor
de transcricéo, esta proteina é responsavel por localizar no DNA fungico promotores de genes
estruturais da via de biossintese de aflatoxina ligando-se a eles e activando a transcricdo dos
genes (Levin, 2012). Portanto, a auséncia deste gene pode significar que os fungos presentes

na amostra ndo apresentam potencial aflatoxigénico. Nas amostras de milho do mercado e do
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campo de Marracuene (Linhas 9K e 10K, respectivamente) ndo detectou-se morfologicamente
0 genero Aspergillus, porém estas amplificaram o gene afIR, as técnicas moleculares sdo mais
eficazes para detectar fungos mesmo em amostras com pouca biomassa fungica, ao ponto de
macroscopicamente e microscopicamente serem consideradas negativas para um certo
microrganismo (Lieberman et al., 2021).

A amplificacdo do gene nor-1 apresentou produtos de amplificacdo de aproximadamente 1000
pb, as sequéncias dos primers nor-1F e nor-1R usadas neste estudo sdo equivalentes as
documentadas por Rodrigues et al., (2007), este relata produtos de amplificacdo de 990 pb.
Das amostras selecionadas para a amplificacdo do gene nor-1, a amostra correspondente ao
milho do mercado de Boane (Linha 3K) ndao amplificou o gene a semelhanca do ocorrido com
o0 gene aflR. O gene nor-1 codifica uma enzima conhecida como redutase do &cido norsolinico,
é 0 segundo gene fundamental para a via de biossintese de AFB1, a enzima redutase catalisa a
conversao do acido norsolinico em averantina que € um passo importante da via metabolica de
AFB1 (Levin, 2012; EI-Dawy et al., 2024) portanto, a presenca ou auséncia deste gene sugere
fortemente o potencial aflatoxigénico do fungo uma vez que codifica uma enzima importante
para o inicio da sintese de AFBL1.

O produto de amplificacdo dos primers ver-1F e ver-1R direcionados ao gene ver-1 gerou um
fragmento de aproximadamente 500 pb a semelhanca do descrito por Levin (2012) e Yassin et
al. (2024), a amostra correspondente ao milho do campo de Manhica (Linha 17K) néo
amplificou o gene uma vez que esta amostra foi negativa para o género Aspergillus, este gene
codifica a enzima versicolorina A desidrogenase responsavel por catalisar a reacdo de
conversao da versicolorina A em dimetilesterigmatocistina passo importante da via metabélica
de producdo de AFB1 (EI-Dawy et al., 2024). A amostra de milho do campo de Pemba também
ndo amplificou o gene ver-1, no entanto esta foi positiva para Aspergillus, isto indica que a
espécie presente na amostra ndo é aflatoxigénica ao contrario de espécies como A. flavus e A.
parasiticus (Levin, 2012).

A amplificacdo do gene omtB gerou produtos de amplificagédo superiores a 1000 pb, Rodrigues
et al. (2007) em estudo sobre identificacdo e caracterizacdo de A. flavus e aflatoxinas
documentaram o uso dos primers omtB-F-F e omtB-F-R com as mesmas sequéncias dos
primers usados neste estudo, estes geraram fragmentos de 1333 pb. As amostras de milho do

campo de Boquisso e Manhiga (Linhas 13K e 17K, respectivamente) foram negativas para
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Aspergillus, portanto ndo amplificaram o gene omtB codificador da enzima O-metiltransferase
responsavel pela catalisacdo da conversdo de dimetilesterigmatocistina em esterigmatocistina
na via de biossintese de AFB1 (Levin, 2012).

O gene omtl gerou fragmentos superiores a 1000 pb também a semelhanga do descrito por
Rodrigues et al. (2007) que obteve produtos de amplificacdo de 1490 pb. A amostra de milho
do mercado de Boane (Linha 3K) ndo amplificou o gene como ocorrido com os genes afIR e
nor-1, mas a amostra de amendoim do mercado de Boquisso (Linha 1K) desperta atencdo uma
vez que amplificou o gene regulador aflR e o gene nor-1 e ndo amplificou o gene omtl, tal
acontecimento pode ser explicado pela ocorréncia de mutacdes ou delecdes do gene omtl na
amostra que pode suscitar a perda do potencial aflatoxigénico (EI-Dawy et al., 2024), uma vez
que este gene codifica também uma O-metiltransferase responsavel por catalisar a conversao
da esterigmatocistina em O-metilesterigmatocistina (Levin, 2012). Para além disso, a auséncia
deste gene pode também denotar que o fungo presente na amostra produz apenas a toxina
esterigmatocistina pois a sintese deste composto toxico compartilha os mesmos genes
estruturais da via de biossintese de AFB1 e uma vez que o gene da enzima responsavel pela
conversdao da esterigmatocistina em outros metabolitos percursores da AFB1 ndo foi
amplificado, isto pode significar que o fungo sintetiza apenas a esterigmatocistina (Levin,
2012).

A amplificacdo do gene ordA gerou fragmentos de aproximadamente 700 pb a semelhanca do
ocorrido nos estudos de Sweeney et al. (2000), Mahmoud (2014) e Hassan (2023) que
relataram produtos de amplificacdo de 719 pb. As amostras de milho do campo de Boquisso e
Manhica (Linhas 13K e 17K, respectivamente) ndo amplificaram o gene ordA como ocorrido
com os genes omtB e ver-1, estas amostras foram negativas para Aspergillus, portanto nao
apresentam em seu genoma genes estruturais de biossintese de AFB1 (Levin, 2012).

O género Aspergillus foi mais frequente em amostras de amendoim, seguido do género
Penicillium (Embaby e Abdel-Galel, 2014; Ismail et al., 2016; Bediako et al., 2019).

As amostras de milho tiveram menor frequéncia de ocorréncia do género Aspergillus em
relacdo as amostras de amendoim em contraste aos resultados obtidos por Aristil et al., (2019)
e Sineque et al., (2025) que obtiveram maior frequéncia do género Aspergillus no milho. O
género foi mais frequente em amostras de mercado, tal facto comprova que o desenvolvimento

destes fungos muito da-se em fases pos-colheita uma vez que a humidade é um factor
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importante que contribui para o crescimento destes fungos e posterior sintese de micotoxinas
(Gong et al., 2024).

A frequéncia do género Penicillium entre as amostras de milho e amendoim n&o apresentou
diferencas significativas (Aristil et al., 2019), no entanto este esteve mais presente no
amendoim o que entra em desacordo com o estudo realizado por Ismail et al., (2016) que ao
analisar amostras de amendoim e milho constatou que o género Penicillium apresentou mais
propégulos no milho. Andlises realizadas por Sineque et al., (2025) constataram que 0 género
Penicillium foi mais frequente em amostras de amendoim (30,7%) do que em amostras de
milho (8,2%). O género esteve presente na maioria das amostras de milho do campo e na
maioria das amostras de amendoim do mercado, tais factos divergem uma vez que o0 género
Penicillium, assim como o Aspergillus sdo conhecidos por atacar cereais e oleaginosas em
fases pos-colheita, como durante o armazenamento (Deligeorgakis et al., 2023). Entretanto,
em um estudo sobre micotoxinas associadas aos grdos de milho colhidos de campos no
sudoeste da Etidpia, detectou-se metabdlitos de fungos do género Penicillium em amostras
recém-colhidas (Atnafu et al., 2024).

Apesar dos fungos do género Aspergillus e Penicillium serem comumente associados as fases
pos-colheita, estes também foram detectados em amostras de campo, estes patdgenos sdo
omnipresentes e por isso podem atacar culturas alimentares nos campos de cultivo e em fases
de armazenamento, transporte e processamento associado a capacidade que estes patdgenos
tém de sobreviver sob factores ambientais adversos (Daou et al., 2021).

O género Fusarium foi mais frequente no milho, este colonizou mais graos de milho do que
grdos de amendoim (Ismail et al., 2016; Sineque et al., 2025). Os fungos do género Fusarium
sdo mais comuns em cereais, leguminosas, frutos, silagens e forragens do que em oleaginosas
(El-Sayed et al., 2022). Dentre as amostras positivas para o género a maioria das de milho era
proveniente do campo, e dentre as de amendoim positivas todas eram provenientes do campo
0 que sustenta o facto de que fungos do género Fusarium sdo maioritariamente considerados
fungos de campo por atacarem as culturas antes da colheita (Ekwomadu e Mwanza, 2023).

A ocorréncia destes géneros fungicos nas amostras desperta alarme uma vez que estes sdo 0s
principais produtores de micotoxinas (Hamad et al., 2023), com destaque para 0 género que
ocorreu com maior frequéncia nas amostras, o Aspergillus, que suscita grande preocupacao

pela capacidade de biossintese de aflatoxina, toxina esta perigosa por apresentar propriedades
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hepatocarcinogénicas (Rahman et al., 2020a). Estudos realizados por Matusse et al., (2024)
verificaram que a maior incidéncia e niveis de aflatoxinas foi encontrada em amostras de milho
de Mocambique, embora neste estudo o género fangico produtor de aflatoxina tenha sido
encontrado com maior frequéncia em amostras de amendoim. A presenca destes fungos com
capacidade de produzir aflatoxinas contribui para a subida dos niveis de CHC no pais que ja é
considerado por certos autores como o pais com maior taxa de CHC do mundo (El-Kassas e
Elbadry, 2022).

Todas amostras de milho e amendoim de Boane, Manica, Murrupula e Pemba foram positivas
para 0 género Aspergillus, apesar deste fungo ser ubiquo, factores como humidade e
temperatura influenciam o seu desenvolvimento que pode levar a sintese de aflatoxinas. Um
estudo realizado por Klich (2007) mostrou que fungos produtores de aflatoxina pertencentes a
seccdo Flavi, em substrato de amendoim obtiveram uma faixa ideal de produgdo da toxina
entre 20 a 35°C, tal facto explica os maiores niveis de contaminacdo por Aspergillus nestes
locais uma vez que, estes apresentam faixas de temperaturas propicias para o desenvolvimento
destes fungos. Murrupula e Pemba por exemplo, apresentam uma temperatura média anual
acima dos 26°C, isto ndo apenas contribui para o crescimento dos fungos do género Aspergillus
como também para a sintese de aflatoxinas.

Os fungos do género Penicillium também estiveram presentes em amostras de todos locais de
colecta, com destaque para as amostras de Marracuene em que todas elas foram positivas para
este género. Estes fungos sdo comumente associados a maus habitos de armazenamento, como
em lugares com altos niveis de humidade (Deligeorgakis et al., 2023).

O género Fusarium ndo foi detectado nas amostras de Manica, todas amostras deste local de
colecta eram amostras de mercado o que reforca o facto do género Fusarium ser um fungo de
campo (Ekwomadu e Mwanza, 2023). Para além disso Ekwomadu e Mwanza (2023), reforcam
que este género tem tendéncia a desenvolver-se melhor em condi¢des de campo com alta
humidade, observou-se que Murrupula e Pemba foram os locais com maiores niveis de
contaminagdo por Fusarium, nestes locais predomina um clima tropical humido e a
precipitacdo média anual varia dos 800 aos 1200 mm, podendo superar os 1200 mm. O distrito
de Manhica também foi um dos locais em que ndo detectou-se 0 género Fusarium nas amostras
colhidas, este local apresenta baixos niveis de precipitagdo comparados aos outros locais, 400-

600 mm e ha predominéancia de solos arenosos e semi-humidos.
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Os factores como temperatura, solo e humidade nos campos de cultivo influenciam a
contaminacdo dos cereais e oleaginosas por estes fungos, para além disso insectos e roedores
presentes nos campos propiciam uma porta de entrada para a infestacdo dos graos por fungos
toxigénicos (Wagacha e Muthomi, 2008), tal facto pode explicar a presenca de fungos de
armazenamento, Aspergillus e Penicillium, em amostras de campo. Delgado et al. (2021)
apontam que pragas de roedores e insectos contribuem significativamente para perdas durante
as fases de colheita. Os autores também apontam a falta de treinamento e experiéncia na
selecdo dos produtos e no manuseio dos mesmos, como por exemplo sacos ndo devidamente
amarrados e outros problemas relacionados ao transporte e armazenamento dos graos como
principais contribuintes para perdas de alimentos.

Em suma a aplicagdo da técnica de PCR visando a amplificacdo da regido ITS detectou de
forma eficiente fungos comumente conhecidos como toxigénicos em amostras de milho e
amendoim e, a técnica de PCR visando a amplificacdo de genes de biossintese de aflatoxina
permitiu também detectar com maior precisdo e rapidez contaminacGes por fungos

potencialmente toxigénicos nessas matrizes alimentares.
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8. Utilidade dos resultados

Os resultados obtidos neste estudo séo Uteis para conhecer e entender a situacdo da contaminacao
das culturas alimentares basicas pelos fungos toxigénicos e assim influenciar politicas de controlo
e monitoramento de micotoxinas em matrizes alimentares. As técnicas de deteccdo de fungos
toxigénicos aqui apresentadas podem servir para a elaboracdo de um protocolo de testagem de
matrizes alimentares mais rapido, eficiente e preciso de modo a impedir a entrada de micotoxinas
na cadeia alimentar e assim contornar os principais problemas advindos da ingestdo de alimentos
contaminados por micotoxinas, como o caso do carcinoma hepatocelular, também conhecido como

cancro primario do figado, que assola grande parte da populacéo.
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9. Limitac0es
N&o foi possivel reduzir a presenca de RNA nas amostras extraidas pelo método de acetato de
potassio por falta de reagentes.

N&o foi possivel adquirir amostras de milho e amendoim de campos de cultivo da provincia de
Manica.

Né&o foi possivel sequenciar o DNA extraido de modo a aferir com exatiddo as espécies de fungos

presentes nas amostras.
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10. Conclusao

As analises morfologicas dos fungos presentes nas amostras de milho e amendoim permitiram
detectar trés principais géneros de fungos toxigénicos, Aspergillus, Penicillium e Fusarium, e um
género ndo toxigénico Rhizopus. O genero Aspergillus foi o mais frequente (84%), seguido do
Penicillium (56%) e Fusarium (32%). O genero Rhizopus apresentou uma frequéncia de 68%.

O DNA extraido pelo método de acetato de potassio e kit comercial ndo apresentou diferencas
significativas quanto aos indices de pureza. A concentracdo e os indices de contaminantes
organicos entre 0 DNA extraido pelos dois métodos apresentou diferencas significativas, 0 DNA
extraido pelo método de acetato de potassio apresentou concentragcdes maiores que o DNA extraido
pelo kit comercial, e os indices de contaminantes organicos foram mais adequados no DNA
extraido pelo método de acetato de potassio. O DNA extraido pelos dois métodos apresentou um
peso molecular superior a 10 000 pb.

A amplificacdo da regido ITS gerou fragmentos Unicos de um peso molecular entre 500 a 600 pb.
Com o auxilio dos resultados morfoldgicos e da ferramenta Primer BLAST comprovou-se que 0S
fragmentos dos produtos de amplificacdo pertenciam aos géneros de fungos toxigénicos
Aspergillus, Penicillium e Fusarium.

Quanto ao sucesso de amplificacdo da regido ITS entre 0 DNA extraido pelos dois métodos ndo
houve diferencas significativas, no entanto o DNA do kit comercial amplificou 100% das amostras
e 0 DNA do método de acetato de potassio amplificou 84% das amostras.

O protocolo de amplificagdo permitiu detectar os principais genes da via de biossintese de AFB1,
0 gene aflR produziu bandas de aproximadamente 600 pb, o gene nor-1 bandas de
aproximadamente 1000 pb, o gene ver-1 bandas de aproximadamente 500 pb, o gene omtB e omtl
bandas superiores a 1000 pb, e o gene ordA bandas de aproximadamente 700 pb. Isto mostrou que
dentre os fungos identificados nas amostras, muitos possuiam potencial aflatoxigénico.

A ocorréncia de fungos toxigénicos entre as amostras de milho e amendoim ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas, o género Aspergillus ocorreu com mais frequéncia nas
amostras de amendoim (100%) do que em amostras de milho (69,20%). O género Penicillium teve
uma frequéncia de ocorréncia de 53,80% em amostras de milho e 58,30% em amostras de
amendoim. O género Fusarium ocorreu com maior frequéncia em amostras de milho (46,20%) do

gue em amostras de amendoim (16,70%).
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A ocorréncia de fungos toxigénicos e 0s niveis de contaminacdo variaram entre os locais de
colecta. O género Aspergillus foi o mais frequente com 100% de amostras contaminadas de Boane,
Manica, Murrupula e Pemba. O género Penicillium foi o segundo mais frequente com 100% das
amostras colhidas em Marracuene contaminadas. O género Fusarium foi mais frequente em
Murrupula e Pemba.

Estes resultados indicam que nas amostras colectadas em diferentes regides do pais ha
contaminacdo por fungos potencialmente toxigénicos alertando assim para a necessidade de
politicas de controlo eficazes.
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11. Recomendacoes

Para estudos futuros recomendo que as amostras sejam imediatamente submetidas as analises
moleculares de modo a preservar a qualidade da amostra. Sempre que possivel, 0 sequenciamento
da regido ITS deve ser feito de modo a confirmar as espécies flngicas presentes nas amostras ou
devem usar-se primers ITS associados a proteinas estruturais de cada espécie flngica e, a
confirmacéo da quantidade ou concentracdo de aflatoxinas nas amostras deve ser realizada para

aferir se os niveis de aflatoxinas encontram-se dentro dos limites estabelecidos pela OMS.
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13. Anexos

Anexo 1: Amostra de grdos de amendoim com contaminacao fungica, em camera humida.
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Anexo 2: Géneros de fungos identificados macroscopicamente

Tabela 1. Principais géneros de fungos identificados morfologicamente nas amostras.

Caodigo da Géneros de fungos
amostra Aspergillus Penicillium Fusarium
BQ-A-M 1 Positivo Positivo Negativo
MN-A-M 2 Positivo Negativo Negativo
BN-M-M 3 Positivo Negativo Negativo
BN-A-M 4 Positivo Positivo Negativo
MH-A-M 5 Positivo Negativo Negativo
PB-M-M 6 Positivo Negativo Positivo
PB-A-M 7 Positivo Positivo Negativo
MU-M-M 8 Positivo Negativo Positivo
MR-M-M 9 Negativo Positivo Negativo
MR-M-C 10 Negativo Positivo Negativo
BQ-A-C 11 Positivo Negativo Negativo
BQ-M-M 12 Positivo Positivo Positivo
BQ-M-C 13 Negativo Positivo Negativo
MN-M-M 14 Positivo Positivo Negativo
BN-M-C 15 Positivo Positivo Positivo
MH-M-M 16 Positivo Negativo Negativo
MH-M-C 17 Negativo Positivo Negativo
PB-A-C 18 Positivo Negativo Negativo
PB-M-C 19 Positivo Negativo Positivo
MU-M-C 20 Positivo Negativo Positivo
MU-A-C 21 Positivo Positivo Positivo
MU-A-M 22 Positivo Positivo Negativo
MR-A-M 23 Positivo Positivo Negativo
MR-A-C 24 Positivo Positivo Positivo
MH-A-C 25 Positivo Negativo Negativo
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Anexo 3: Quantificacdo do DNA extraido

Tabela 2. Concentracdo e indices de pureza e de contaminantes organicos do DNA extraido pelo

método de acetato de potassio.

~ . Indice de contaminantes organicos
Amostra Concentragdo ng/ul Indice de pureza A260/A280 A260/A230
BQ-A-M 1 81,15 1,865 0,945
MN-A-M 2 619,25 1,89 1,08
BN-M-M 3 875,95 2,23 2,165
BN-A-M 4 503,4 1,81 0,895
MH-A-M 5 293,05 2,17 2,1
PB-M-M 6 422,75 2,155 1,835
PB-A-M 7 613,65 1,95 1,295
MU-M-M 8 574,65 2,135 1,715
MR-M-M 9 206,05 2,185 1,91
MR-M-C 10 192,25 2,075 1,62
BQ-A-C 11 49,8 2,045 1,55
BQ-M-M 12 3,75 1,805 0,45
BQ-M-C 13 35,45 1,975 1,51
MN-M-M 14 42,05 2,035 1,55
BN-M-C 15 323,9 2,125 2,22
MH-M-M 16 22,5 2,65 1,58
MH-M-C 17 30,15 2,315 2,18
PB-A-C 18 43,1 1,865 0,965
PB-M-C 19 11,5 1,96 0,7
MU-M-C 20 176,1 1,695 0,935
MU-A-C 21 310,95 1,855 1,09
MU-A-M 22 768,7 1,345 0,47
MR-A-M 23 390,75 1,45 0,495
MR-A-C 24 1528 1,345 0,295
MH-A-C 25 68,85 1,59 0,49
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Tabela 3. Concentracdo e indices de pureza e de contaminantes organicos do DNA extraido pelo

kit comercial.
x S Indice de contaminantes organicos

Amostra Concentracdo ng/ul Indice de pureza A260/A280 A2B0/A230
BQ-A-M 1 15,65 1,59 0,485
MN-A-M 2 32,85 1,775 0,425
BN-M-M 3 10,75 1,855 1,655
BN-A-M 4 8,2 1,655 0,15
MH-A-M 5 47,8 1,985 0,54
PB-M-M 6 118,3 2 1,79
PB-A-M 7 15,25 1,825 0,275
MU-M-M 8 12,35 2,09 0,32
MR-M-M 9 10,2 2,085 0,205
MR-M-C 10 6,85 1,975 0,25
BQ-A-C 11 16,65 1,755 0,735
BQ-M-M 12 8,75 1,915 0,725
BQ-M-C 13 5,85 1,645 0,275
MN-M-M 14 10,55 1,74 0,08
BN-M-C 15 23,85 1,9 1,32
MH-M-M 16 13,25 1,935 0,555
MH-M-C 17 2,35 2,195 0,265
PB-A-C 18 70,7 1,97 1,28
PB-M-C 19 3,65 1,755 0,35
MU-M-C 20 31,65 1,885 0,985
MU-A-C 21 26,5 1,805 0,82
MU-A-M 22 78,9 1,73 0,91
MR-A-M 23 18,45 1,805 0,72
MR-A-C 24 7,95 2,07 0,33
MH-A-C 25 20,7 1,85 0,495
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Anexo 4. Consentimento Informado para Participantes do Estudo sobre Deteccdo Molecular de

Fungos Toxigénicos em Produtos Agricolas em Mocambique

Titulo do Estudo: Deteccdo Molecular de Fungos Toxigénicos em Produtos Agricolas em

Mocambique.

Investigadores:

o Nome do Investigador Principal: Prof. Doutor Edgar Cambaza

e Instituicdo de Pesquisa: Universidade Eduardo Mondlane — Departamento de Ciéncias

Bioldgicas
o Contacto: [Telefone, Email]

Descricdo do Estudo: Convidamos-lhe a participar de um estudo de pesquisa que visa detectar
fungos Toxigénicos em amostras de milho e amendoim utilizando técnicas de PCR. Este estudo é
conduzido pela Universidade Eduardo Mondlane e tem como objetivo melhorar a seguranca

alimentar e a satde pablica em Mogambique.
Objetivo do Estudo:

e Comparar dois métodos de extracdo de DNA, método de acetato de potéassio optimizado e
kit comercial, para a deteccdo de fungos toxigénicos;

e Identificar fungos toxigénicos em milho e amendoim através da amplificacdo da regido
ITS;

e Comparar o sucesso de amplificacdo da regido ITS entre 0 DNA extraido pelo método de
acetato de potéssio e kit comercial,

e Optimizar e validar um protocolo de PCR para a detec¢cdo de genes da via de biossintese
de micotoxinas em fungos presentes em gréos de milho e amendoim;

e Determinar a frequéncia de ocorréncia de fungos toxigénicos em amostras de milho e
amendoim, comparando os niveis de contaminagdo entre essas duas culturas alimentares;

e Comparar os niveis de contaminagdo por fungos toxigénicos entre diferentes regides de

cultivo do pais.
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Procedimentos: Se concordar em participar, serd solicitado que forneca amostras de milho e
amendoim para analise. As amostras serdo colectadas de diferentes regibes para garantir
representatividade. As analises incluirdo a extragdo de DNA e amplificacdo por PCR para detectar

genes especificos de aflatoxinas.

Duracdo: A coleta e anélise das amostras levara aproximadamente 2 horas. A sua participacdo

consiste apenas em fornecer as amostras de alimentos.
Riscos e Beneficios:
o Riscos: Este estudo ndo apresenta riscos directos para os participantes.

« Beneficios: Os resultados poderdo contribuir para a melhoria da seguranca alimentar e
reducdo de problemas de salde relacionados ao consumo de alimentos contaminados por

aflatoxinas.

Confidencialidade: Todas as informagfes colectadas serdo mantidas confidenciais. Os dados
serdo codificados e armazenados de forma segura. Os resultados serdo divulgados em publicacgdes

cientificas sem identificar os participantes.

Participacdo Voluntaria: A participacdo neste estudo é totalmente voluntaria. O participante
pode optar por ndo participar ou retirar-se a qualquer momento sem qualquer penalidade ou perda

de beneficios aos quais tenha direito.

Contato para Duvidas: Caso tenha alguma davida sobre o estudo, pode entrar em contato com:
e Doutor Edgar Cambaza
e [Contacto, Email]

Declaracdo de Consentimento: Eu, , concordo

em participar do estudo "Deteccdo Molecular de Fungos Toxigénicos em Produtos Agricolas em
Mocambique”. Compreendo que a participacdo € voluntaria e que posso me retirar a qualquer

momento. Compreendo que os dados colectados serdo mantidos confidenciais.

Assinatura do Participante: Data: _ / /

Assinatura do Investigador: Data: _ / /
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Assinatura da Testemunha (se aplicavel): Data:  /

97



	Agradecimentos
	Declaração de Honra
	Dedicatória
	Resumo
	Lista de Abreviaturas
	Índice de figuras
	Índice de tabelas
	Lista de Anexos
	1. Introdução
	1.1. Problema de pesquisa
	1.2. Justificativa

	2. Revisão Bibliográfica
	2.1. As micotoxinas
	2.1.1. Aflatoxinas
	2.1.1.1. Estrutura das aflatoxinas
	2.1.1.2. Ciclo das aflatoxinas

	2.1.2. Fumonisinas
	2.1.3. Tricotecenos
	2.1.3.1. Deoxinivalenol

	2.1.4. Patulina
	2.1.5. Zearalenona
	2.1.6. Ocratoxinas

	2.2. Ocorrência de micotoxinas em África
	2.2.1. Micotoxinas em Moçambique

	2.3. Estratégias para mitigação da contaminação por micotoxinas
	2.4. Técnicas de detecção de micotoxinas em matrizes alimentares
	2.4.1. Técnicas cromatográficas
	2.4.2. Métodos imunoquímicos
	2.4.3. Método de triagem em tiras
	2.4.4. Biossensores electroquímicos
	2.4.5. Testes moleculares baseados em PCR
	2.4.6. Comparação entre os métodos de detecção de fungos e micotoxinas


	3. Objectivos
	3.1. Objectivo geral
	3.2. Objectivos específicos
	3.3. Hipóteses

	4. Área de estudo
	5. Materiais e Métodos
	5.1. Materiais
	5.1.1. Instrumentos
	5.1.2. Equipamentos
	5.1.3. Material biológico
	5.1.4. Materiais químicos

	5.2. Amostragem
	5.3. Metodologia
	5.3.1. Identificação morfológica dos fungos
	5.3.2. Identificação molecular dos fungos (Amplificação da região ITS)
	5.3.2.1. Extração do DNA fúngico das amostras
	A. Extração do DNA pelo método de acetato de potássio
	B. Extração do DNA pelo kit comercial

	5.3.2.2. Quantificação do DNA extraído
	5.3.2.3. Liofilização do DNA extraído
	5.3.2.4. Amplificação da região ITS através da PCR convencional
	5.3.2.5. Gel de agarose para visualização dos produtos da PCR.
	5.3.2.6. Interpretação dos resultados da PCR

	5.3.3. Amplificação dos genes da via de biossíntese de aflatoxina B1 (AFB1)
	5.3.3.1. Preparação de gel de agarose para visualização dos produtos de amplificação dos genes de biossíntese


	5.4. Análise de dados

	6. Resultados
	6.1. Principais géneros de fungos identificados morfologicamente
	6.2. Concentração, índices de pureza e de contaminantes orgânicos do DNA extraído pelos métodos de acetato de potássio e kit comercial
	6.2.1. Gel de agarose e integridade do DNA extraído

	6.3. Principais géneros de fungos identificados através da amplificação da região ITS
	6.4. Comparação do sucesso de amplificação entre o DNA extraído pelo método de acetato de potássio e kit comercial
	6.5. Principais genes da via de biossíntese de AFB1 detectados nas amostras de milho e amendoim
	6.6. Ocorrência de fungos toxigénicos entre as amostras de milho e amendoim
	6.7. Comparação dos níveis de contaminação por fungos toxigénicos entre as regiões de colecta

	7. Discussão
	8. Utilidade dos resultados
	9. Limitações
	10. Conclusão
	11. Recomendações
	12. Referências Bibliográficas
	13. Anexos

