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Resumo

Fumonisinas sdo micotoxinas de grande interesse, usualmente encontradas no
milho e seus derivados, associadas a doengas em animais e suspeitas de exercerem
efeito carcinogénico em células do esbéfago. As fumonisinas sdo compostos
secundarios formados por uma cadeia linear de 20 carbonos com uma amina, um
a trés radicais hidroxila, dois grupos metil e dois tricarboxilatos. Andlises moleculares
em Fusarium verticillioides identificaram um cluster génico composto por 15 genes
co-regulados, relacionados a sintese da fumonisinas. Esta revisdo apresenta uma
sintese dos principais trabalhos publicados relacionados a funcéo e mecanismos
de acao dos genes associados a sintese das fumonisinas no género Fusarium.
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Abstract

Fumonisins are mycotoxins usually found in corn and corn-based products,
which comprise a group of toxins of great interest as they are suspected human-
esophageal carcinogens, and are associated with fatal illnesses in animals.
They are secondary metabolites consisting of a 20-carbon linear backbone
chain with an amine, one to three hydroxy moieties, two methyl and two tricarboxylate
functions. Molecular analysis of Fusarium verticillioides has identified a fumonisin
biosynthetic gene cluster with 15 co-regulated genes, all of which correlated with
fumonisin production. This paper is a review about the function and action

mechanism of the genes related to the fumonisin production.
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1 Introducéao

O segmento da agroindustria brasileira amplia cada
vez mais a sua importancia como instrumento de
geracao de superavit para a balanca comercial nacional.
Em escala mundial, a producéo de milho compete com
a do trigo pelo titulo de grao mais produzido. No Brasil,
juntamente com a soja, o milho contribui atualmente
com 80% da producdo de gréos e, com relacdo ao
Parana, a estimativa de producao para a safra 2005/
2006 é de 10,85 milhdes de toneladas, 27% a mais
gue a producéo da safra passada.

O fungo Fusarium verticillioides (teleomorfo:
Gibberella fujikuroi) € um ascomiceto cosmopolita,
freqientemente associado a produtos agricolas,
especialmente o milho, que se destaca como o
principal produtor de fumonisinas, uma poderosa
micotoxina, cuja ingestdo resulta em intoxicacdes ao
homem ou animais (PLATTNER et al., 1996).

Estudos epidemioldgicos indicam que a ingestao
de grédos contaminados com fumonisinas pode trazer
sintomas alérgicos ou ter efeitos carcinogénicos em longo
prazo. As fumonisinas podem causar cancer de esdfago
em humanos (NORRED, 1993; PITT, 2000; MARASAS,
2001), podendo ainda induzir leucoencefalomalacia em
cavalos, edema pulmonar em suinos e cancer de rins
e figado em roedores de laboratério (MARASAS, 2001;

BUTCHKO et al., 2003 a, b). Recentemente, a associagao
entre a acao das fumonisinas e malformacdes do tubo
neural em ratos levaram a suspeita de que as fumonisinas
podem constituir risco em potencial para a ocorréncia
de malformacdes similares em humanos (MARASAS
et al., 2001).

A infecc&o por F. verticillioides causa doengas em
todos os estagios de desenvolvimento do milho,
infectando raizes, caule e grdos e, em muitos casos,
a sua presenca é ignorada por ndo causar danos
visiveis. A sintese de fumonisinas pelos fungos depende
de diversos fatores, tais como a susceptibilidade da
planta a infeccao, o potencial do fungo para sintetizar
a toxina, as condicdes de higidez da planta, além das
praticas utilizadas no manejo de colheita e estocagem
dos gréos. O teor de umidade do gréo, bem como a
temperatura de armazenagem, influencia criticamente
o desenvolvimento de F. verticillioides e a producgéo de
micotoxinas (ONO et al., 2002), sendo as condi¢gbes
Otimas para a biossintese de fumonisinas, 25°C e
atividade de 4gua de 0,97 (MARIN et al., 1995). Durante
0 manejo poés-colheita, o fungo é capaz de sobreviver
seguramente no periodo de entressafras colonizando
sementes estocadas (CASA, 1998). Dessa forma, a
armazenagem dos gréos € fator primordial no controle
da proliferagdo fangica, minimizando perdas econémicas
e riscos a saude humana e animal (UENO, 2000).
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2 Estrutura Molecular das Fumonisinas

Descobertas em 1988, as fumonisinas séo metabdlitos
toxicos que constituem um grupo de micotoxinas
produzidas principalmente por F. verticillioides e F.
proliferatum. Desde a sua descoberta ja foram descritos
28 anélogos, divididos em quatro grupos principais F(A,
B, C e P), no entanto, apenas as FB,, FB, e FB, ocorrem
em concentracdes significativas como contaminantes
naturais de milho e seus derivados, sendo a FB, a
mais téxica e abundante, compreendendo de 60 a 90%
das fumonisinas (BEZUIDENHOUT et al., 1988;
GELDERBLOM et al., 1988; MUSSER; PLATTNER,
1997; RHEEDER et al., 2002; SEO; LEE, 1999). Em
células animais, as fumonisinas mostraram inibir a
esfingosina N-acil transferase, bloqueando a biossintese
de esfingolipidios (BUTCHKO et al., 2003a, 2003b;
NORRED, 1993; WANG et al., 1991).

Estruturalmente, as fumonisinas séo formadas por
um esqueleto linear de a4tomos de carbono com
radicais hidroxil, metil e acido tricarbalilico em varias
posicdes (BLACKWELL et al., 1994). Nas fumonisinas
da série B, ocorre um grupo amino no carbono 2 (C-2),
enquanto nas outras séries, 0 grupo amino pode ser
acetilado ou substituido com hidroxipiridina (MUSSER
et al., 1996). Os atomos oxigénio nos C-3, C-5, C-10,
C-14 e C-15 sdo derivados de oxigénio molecular
(CALDAS et al., 1998) e os acidos tricarbalilicos no C-
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14 e C-15 podem ser derivados do acido glutamico pelo
ciclo do &cido citrico (BLACKWELL et al., 1996). Os
grupos metil no C-12 e C-16 séo derivados da metionina
(PLATTNER; SHACKELFORD, 1992), o grupo amino e
0s C-1 e C-2 do esqueleto de fumonisinas séo derivados
da alanina (BRANHAM; PLATTNER, 1993) e os C-3 a
C-20 do esqueleto sdo derivados do acetato
(BLACKWELL et al., 1994).

O esqueleto da FB, € estruturalmente muito similar
a esfingosina, um intermediario do metabolismo de
esfingolipideos (MERRILL et al., 1997). O substrato
para a sintese de policetida, que formara a fumonisina,
possui 20-carbonos e é, provavelmente, o malonil.
Malonil é o substrato tipico para a biossintese dos
acidos graxos e de muitas outras policetidas (PROCTOR
et al., 2003; SEO et al., 2001). Uma vez sintetizada, a
policetida serve como substrato para a reacdo de
condensacdo com a alanina. N&o existem evidéncias
de que outras policetidas possam servir como substratos
nesta reacdo (BOJJA et al., 2004).

As fumonisinas A possuem estrutura semelhante
as fumonisinas B, a nao ser pelo fato de terem um
grupo acetil (-COCH3) ligado ao atomo de nitrogénio
(Figura 1). As fumonisinas C tém quase a mesma
estrutura das fumonisinas B, exceto pela auséncia de
um grupo metil terminal (Figura 1). Algumas das
fumonisinas C também tém um grupo hidroxila extra
em relacdo as fumonisinas B. As fumonisinas P
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Figura 1. Estruturas moleculares das fumonisinas B1, Al, C1 e P1.
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apresentam ainda estrutura semelhante as B, exceto
pelo fato de terem um grupo hidroxipiridina ligado ao
atomo de nitrogénio (Figura 1). As fumonisinas P podem
estar presentes em até um terco dos niveis dos
analogos FB,, FB, e FB..

3 Genes Envolvidos na Biossintese das Fumonisinas

A biossintese das fumonisinas comeca com a
sintese de uma molécula linear de 20 carbonos
chamada policetida. Esta molécula consiste de uma
cadeia de 18 carbonos com um grupo metil no carbono
10 e outro metil no carbono 14. Até agora todas as
evidéncias indicam que a formacédo desta policetida é
catalisada por uma policetida-sintase codificada pelo
gene denominado FUM1 (PROCTOR et al., 2003).
Presumivelmente, a formacao da molécula de policetida
envolve a condensacéo de 9 moléculas de malonil CoA
e concomitante liberagdo de 9 moléculas de CO,. A
biossintese de acidos graxos e de policetidas sao
processos muito similares nos fungos, uma vez que
as enzimas policetidas-sintase flungicas se assemelham
muito com as acidos-graxo-sintase fungicas. Contudo
ainda néo esta claro se as fumonisinas séo derivadas
de um acido graxo ou de uma policetida porque ambos
os tipos de compostos sdo derivados de acetato.

Os trabalhos em genética da producéo de fumonisinas
tiveram inicio na primeira metade da década de 1990,
guando Desjardins et al. (1992) avaliaram a herdabilidade
da producéo de fumonisina B, em G. fujikuroi por meio
de cruzamento de cepas produtoras, originarias dos
Estados Unidos com cepas ndo produtoras, coletadas
no Nepal. Os produtos dos cruzamentos foram analisados
por cromatografia gasosa-espectrometria de massa. Os
resultados obtidos indicaram que a FB, tanto poderia
ser expressa por um Unico gene como por um cluster
de genes, mas ainda ndo estava claro se eram alelos
entre si.

Posteriormente, em estudos de variantes naturais
e mutantes laboratoriais de G. fujikuroi, foram
identificados quatro locos ligados denominados: FUM1,
FUM2, FUM3 e FUM4 (DESJARDINS et al., 1996).
Cepas defectivas do loco FUM1 n&ao produziram
fumonisinas enquanto cepas defectivas no FUM2 n&o
foram capazes de hidroxilar o C-10 do esqueleto da
fumonisina e, desta forma, produziam FB,, mas néo
produziam FB1 nem FB3 (DESJARDINS et al., 1996).
No mesmo trabalho, os autores observaram que a
maioria das cepas de G. fujikuroi produzia altos niveis
de FB,, sendo esta hidroxilada nos carbonos C5 e C10.
Contudo, algumas dessas cepas sé produziam FB,
ou FB,, sugerindo que estas Gltimas néo realizavam
hidroxilag&o nos carbonos C5 e C10. A andlise genética
destes fendtipos permitiu concluir que esta diferenca
era devido a genes diferentes que se localizavam em
locos muito préximos, denominados FUM2 e FUM3.
Os resultados de outros testes revelaram que estes
genes, FUM2 e FUM3 estariam ligados ao gene FUM1,
0 gene que parecia atuar na producao de fumonisina.
A distancia entre os genes FUM1 e FUM2 foi calculada
em 6,2 cM. Assim, determinou-se que os genes FUM1,
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FUM2 e FUM3 formavam um cluster para a producao
de fumonisinas no cromossomo 1.

Igualmente, cepas portadoras de mutac¢des no gene
FUMS3 néo foram capazes de hidroxilar o C-5 e, desta
forma, produziram FB,, mas n&o produziram FB, nem
FB, (DESJARDINS et al., 1996; PLATTNER et al.,
1996). Cepas portadoras de mutacdes no gene FUM4
produziram somente baixos niveis de FB,, FB, e FB,
(PLATTNER et al., 1996).

Diferentes alelos do gene FUM1 foram determinados,
incluindo alelos ndo funcionais produtores e néao
produtores de fumonisinas. Os estudos dessas
variantes levaram a concluir que este loco era requerido
para a produgédo da toxina, e sua caracteriza¢ao indicou
que o gene FUM1 codifica uma policetida sintase
essencial para a sintese de toxina. FUM1-1 é a
designacdo para o alelo do tipo selvagem do gene
FUM1. Pode-se contrasta-lo com o alelo FUM1-2 que
€ um alelo ndo funcional identificado numa cepa de F.
verticillioides do Nepal ndo produtora de fumonisinas
(DESJARDINS et al., 2002).

Proctor et al. (1999), por andlises bioquimicas,
indicaram que as fumonisinas sdo um produto da
sintese de policetidas ou de acidos graxos. Os autores
isolaram um gene com uma regido codante de 7,8kb
denominado FUM5. O produto traduzido FUMS5 foi
altamente similar as policetidas de bactérias e de
fungos tipo I. A transformagé&o de G. fujikuroi, com um
cosmideo, carregando o gene FUMS5, aumentou a
producéo em 3 cepas e ainda foi capaz de restaurar a
producdo do tipo selvagem num mutante ndo produtor
de fumonisina. A inativacdo (knockout) do gene FUM5
reduziu em mais de 99% a producao de fumonisina
em G. fujikuroi. Juntos, esses resultados indicam que
0 gene FUM5 codifica uma policetida sintetase
requerida para a biossintese de fumonisinas (PROCTOR
et al., 1999, 2003).

Seo et al. (2001) identificaram os genes FUMB6,
FUM7, FUM8 e FUM9 adjacentes ao FUM5. O gene
FUM®6 revelou ter uma regido codante de 3593 pb de
extensdo com 3 introns de 61, 130 e 54 pb. O gene
FUM7 consistiu de uma ORF (open reading frame) de
1275pb sem indicios de introns, o FUM8 com 2532pb
e 4 introns de 74 a 128 pb de extensdo e o FUM9 com
903pb sem indicios de introns. Por anélise da
seqliéncia de nucleotideos, verificou-se que a traducéo
do gene FUM6 demonstra homologia com as proteinas
citocromo P450 monoxigenase, P450 redutase e dos
genes FUM7, FUM8 e FUM9 homologia a &lcool
desidrogenase tipo Ill, amino-transferases classe Il e
dioxigenases, respectivamente. O nocaute dos genes
FUMG6 e FUMS revelou que estes sao necessarios para
a producdo de fumonisina e, pela técnica de northern
blot, revelou-se que a expressdo dos quatro genes
(FUM6, FUM7, FUM8 e FUM9) estéa correlacionada com
a sintese da toxina. Juntos, estes dados concordam
com as informagfes de que os genes compreendidos
entre FUM5 até FUM9 formam parte de um cluster para
a biossintese de fumonisinas em F. verticillioides.

A disposi¢do em cluster dos genes envolvidos na
sintese das fumonisinas foi determinada molecularmente
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por Proctor et al. (2003). Os autores identificaram 15
genes (denominados FUM1 (=FUM5), FUM6, FUM7,
FUM8, FUM3 (=FUM9), FUM10, FUM11, FUM12,
FUM13, FUM14, FUM15, FUM16, FUM17, FUM18 e
FUM19) dispostos em tandem e que estao direta ou
indiretamente ligados a sintese da toxina (Figura 2).
Proctor et al. (2003) analisaram o papel de fumonisinas
na infec¢éo de milho por G. fujikuroi, interrompendo o
gene FUM1 (anteriormente denominado FUM5) que
codifica uma policetida sintase que é requerida para a
producdo de fumonisinas, e que demonstrou ndo ser
requerido para necrose ou infecgdo em folhas de milho. Os
autores confirmaram, ainda, que os mutantes interrompidos
nos genes FUM17 e FUM18 produziram FB,, FB, e FB,
em quantidades similares as da cepa selvagem. O gene
FUM19 também foi deletado e seus transformantes
produziram FB1, FB2 e FB3in vitro. Como a interrup¢ao
dos genes FUM17, FUM18 e FUM19 néo alterou a
producéo de fumonisinas, ficou demonstrado que esses
genes ndo sdo essenciais para a biossintese da toxina.
Apesar disso, estes genes foram incluidos no cluster devido
a sua localizacao e co-regulagdo com outros genes.
Até 2003, o gene FUM9 era um dos sete no cluster
dos genes envolvidos na sintese de fumonisinas, cuja
funcéo ainda n&o havia sido caracterizada. Butchko et
al. (2003b) clonaram e sequenciaram esse gene, e a
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seqliéncia deduzida de aminoacidos foi comparada
com bancos de dados, demonstrando que a seqiiéncia
€ similar a diferentes dioxigenases dependentes de
oxoglutarato. Mutantes deste gene apresentaram a
producdo somente de FB, e FB,. Em contraste, quando
0 FUM9 permaneceu intacto, os transformantes produziram
FB,, FB,, FB, e FB,. Como a hidroxila do C-5 € a Unica
estrutura ausente nas fumonisinas FB, e FB,, mas
presente nas FB, e FB,, estes dados indicam que FUM9
€ requerido para a hidroxilagdo do C-5 no esqueleto
carbonado de fumonisinas. Analises posteriores
determinaram que os genes FUM3 e FUM9, correspondem
ao mesmo loco, sendo atualmente denominado FUMS3.

Mutantes FUM13 acumularam somente fumonisinas
com um grupo cetbnico no carbono 3 da estrutura geral
da molécula, indicando que a enzima codificada por
este gene parece catalisar a reducéo do grupo ceténico
ao grupamento hidroxila. Esta fungéo é compativel com
a homologia de sequéncia da proteina predita com
outras enzimas, que catalisam a reducdo do grupo
cetbnico ao grupo hidroxila (BUTCHKO et al., 2003a).

Um sumério dos fenétipos de cada um dos genes
da via biossintética das fumonisinas esta descrito na
Tabela 1.

A via biossintética hipotética, bem como a funcao
de cada um dos genes, esta descrita na Figura 3.
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Figura 2. Representacdo esquematica do cluster de genes codificantes para as enzimas de sintese das
fumonisinas em Fusarium verticillioides. NOmeros e setas representam os genes e o sentido de transcricao.

Adaptado de Proctor et al. (2003).

Tabela 1. Genes FUM e suas funcdes putativas baseadas na analise e comparacao da sua sequéncia.

Gene

Funcéo putativa baseada na similaridade da seqiiéncia designada em
genes com fun¢Bes conhecidas

FUM1 (=FUM5%*) Policetida Sintase

FUM®6 Citocromo P450 Monooxigenase/Redutase
FUM7 Desidrogenase

FUMS8 Oxamino Sintase

FUM3 (=FUM9%) Dioxigenase

FUM10 Acil-CoA Graxo Sintetase

FUM11 Transportador Tricarboxilato
FUM12(=FUM2%*) Citocromo P450 Monooxigenase

FUM13 Carbonil Redutase

FUM14 Dominio de Condensacéao Peptideo Sintetase
FUM15 Citocromo P450 Monooxigenase

FUM16 Acil-CoA Graxo Sintetase

FUM17 Fator de Garantia de Longevidade

FUM18 Fator de Garantia de Longevidade

FUM19 Transportador ABC
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Figura 3. Via bioquimica proposta para a producédo de fumonisina, demonstrando as fun¢Bes de cada um dos
genes FUM. HFB, e HFB, sdo abreviacGes para fumonisina B, hidrolisada e fumonisina B, hidrolisada,

respectivamente.

A proteina codificada pelo gene FUM6 é predita como
uma citocromo P450 monooxigenase/redutase, pois
suas enzimas frequentemente catalisam reacdes de
hidroxilagao nos fungos. Sabe-se que FUMB6 é requerido
para a producdo de fumonisinas uma vez que, quando
esse gene € inativado por interrupgao, a sintese da toxina
€ interrompida. Sabe-se, contudo, que outros genes
também participam do processo de hidroxilagdo das
fumonisinas em outras posicoes.

Apo6s a hidroxilagdo dos carbonos 14 e 15, o grupo
carbonila do carbono 3 é reduzido a um grupo hidroxila.
Esta reagdo é catalisada pela enzima desidrogenase
codificada pelo gene FUM13. Em adicdo, 0os grupos
de 4cidos tricarbalilicos séo esterificados nos carbonos
14 e 15 via grupos hidroxila destas posi¢oes. Acredita-
se que a molécula precursora do grupo de &cido
tricarbalilico seja o aconitato e que a desidrogenase
codificada pelo FUM7 esteja envolvida na converséo
de aconitato a acido tricarbalilico. A acil-CoA codificada

pelo FUM10 parece catalisar a ligagéo do acido tricarbalilico
(=tricarbalilato) e coenzima A (=CoA).

Finalmente, a reacdo de condensacgédo da enzima
codificada pelo gene FUM14 catalisa a esterificagdo da
CoA-tricarbalilato com atomos de oxigénio nos carbonos
14 e 15. Se os genes FUM10 e FUM14 forem inativados
em Fusarium spp, 0s mutantes resultantes produzirdo
somente fumonisinas hidroxiladas (i.e., fumonisinas que
carecem de grupos de &cido tricarbalilico).

O carbono 10 pode ser hidroxilado tanto antes
quanto depois da reagdo de esterificacdo. Esta reacdo
€ catalisada pela citocromo P450 monooxigenase
codificada pelo gene FUM12. O produto da hidroxilagédo
no carbono 10 pode, entdo, ser modificado novamente
para tornar-se fumonisina B, (FB,) e fumonisina B, (FB,).
Se o carbono 10 né&o for hidroxilado, o produto pode se
tornar fumonisina B, (FB,) ou fumonisina B, (FB,). Na
figura 1 observa-se que as diferencas entre as FB,,
FB,, FB,e FB, consistem na presenca ou auséncia de
grupos hidroxila nos carbonos 5 e 10.
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4 Controle da Expressdao dos Genes Ligados a
Producéao de Fumonisinas

Aparentemente, nenhum dos 15 genes pertencentes
ao cluster FUM apresenta funcédo regulatoria.
Recentemente, porém, alguns genes foram descritos
como possiveis reguladores da biossintese de
fumonisinas.

Todos os genes do cluster sdo expressos do mesmo
modo em meio liquido utilizado para produzir
fumonisinas; ndo se observa expressdo durante os
primeiros dias de incubacdo antes das fumonisinas
serem detectadas no meio. A expressdo dos genes
aumenta com o tempo de acordo com o aumento dos
niveis de fumonisinas nas culturas, o que indica que
esses genes devam ser co-regulados.

Flaherty e Woloshuk (2004) isolaram o gene PAC1
e, aparentemente, seu produto inibe a producdo de
fumonisinas em condi¢des alcalinas. Os autores
observaram que um mutante para o gene PAC1
apresentou producdo de FB, e expressdo do gene
FUM1 em pH 8,4, enquanto que o isolado selvagem
n&do produziu niveis detectaveis de FB,, e a expressao
de FUML1 foi até 45 vezes menor do que no mutante.
Os resultados indicaram que o produto PAC1
possivelmente atua como um repressor transcricional
de genes estruturais das fumonisinas.

Outro gene, denominado FCC1, codifica proteinas
semelhantes a ciclinas do tipo C, uma classe de
proteinas envolvidas na ativacdo transcricional ou
repressao de genes associados a respostas ao stress
e desenvolvimento. Isolados de F. verticillioides, que
possuem FCC1 interrompido, ndo foram capazes de
produzir FB, em milho. Observou-se também que o gene
FUM1(=FUMb5) ndo se expressou no isolado mutante.
Quando o mutante, porém, foi cultivado em meio
sintético, em condi¢bes acidas, a producéo de FB, foi
restabelecida. A maneira com que a condi¢gdo &cida
restaura a capacidade de producgdo de toxinas ainda
ndo é conhecida, no entanto, estes dados sugerem que
0 gene FCC1 apresenta um papel muito importante na
transdugdo de sinais na regulacdo da biossintese de
fumonisinas (SHIM; WOLOSHUK, 2001).

Identificou-se, recentemente, um terceiro gene
(ZFR1), que parece atuar na regulacao da sintese de
fumonisinas. Este gene codifica uma proteina
semelhante as da familia do cluster binuclear
Zn(11)2Cys6, que sao reguladoras tanto do metabolismo
primério quanto do secundario em fungos filamentosos.
Mutantes com ZFR1 interrompidos n&o foram capazes
de produzir FB, em meio sintético e a produgdo em
milho foi menor do que 10%, quando comparada a do
isolado selvagem nas mesmas condi¢cdes. Em adicao,
transcritos dos genes FUM1 e FUM8 néo foram
detectados por analise de northern blot. Com base
nessas evidéncias, acredita-se que o produto do gene
ZFR1 seja um regulador positivo na biossintese de
fumonisinas (FLAHERTY; WOLOSHUK, 2004).

5 Conclusdes e Perspectivas

Os resultados relatados até o momento indicam

que mutagcbes em genes do cluster FUM ou em genes
reguladores da biossintese de fumonisinas podem levar
a fenodtipos de producgéo da toxina diferenciados. No
entanto, estudos visando a melhor elucidacdo dos
papéis dos genes relacionados ao cluster sdo ainda
necessarios. Tao importante quanto a compreenséao
do papel dos genes na producao da toxina, o estudo
dos sistemas de controle da expressdo do cluster é
essencial para o melhor entendimento dos mecanismos
gue regulam a sintese dessas moléculas. A associacéo
dessas informagdes podera ser utilizada no desenvolvimento
de estratégias de manejo pré e poés colheita, visando a
obtencao de produtos com melhor qualidade para serem
consumidos tanto no mercado interno quanto externo.
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