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RESUMO

O melão é uma das cucurbitáceas com grande valor nutricional apreciada no mundo inteiro, 

porém sua produção está sujeita a diversos problemas a nível de pós-colheita. A contaminação 

do fruto por fungos do gênero Fusarium pode causar podridões capazes de comprometer seu 

consumo e consequentemente sua comercialização. Espécies crípticas de fungos desse gênero 

têm se tornado um desafio no processo de identificação e controle de doenças no melão devido 

à grande semelhança existente a nível morfológico. Com o intuito de promover uma rápida 

identificação e diferenciação de espécies crípticas de fitopatógenos em melão, este trabalho 

utilizou a espectrometria de massas de alta resolução juntamente a métodos de análise 

univariada e multivariada, para o estudo piloto da possibilidade de diferenciação de perfis 

lipídicos de isolados de fungos do complexo de espécies Fusarium equiseti-incarnatum, frente 

ou não a amostras de melão sadio. Os dados obtidos foram capazes de distinguir os isolados 

pertencentes a um mesmo complexo de espécie a partir de um padrão de fingerprinting lipídico, 

indicando lipídios candidatos a biomarcadores responsáveis por diferenciar os isolados e que 

permaneceram diferenciáveis após análise conjunta com o perfil lipídico de Cucumis melo L. 

Os lipídios estatisticamente relevantes, obtidos a partir de análises por PLS-DA, VIP e ANOVA 

one-way foram categorizados como glicerofosfolipídios (GP) e esfingolipídios (SP), utilizado 

o LIPID MAPS® como base de dados. Este estudo reporta a primeira aplicação do 

fingerprinting de lipídios por análise via flow injection em espectrometria de massas para a 

diferenciação de espécies crípticas de fungos fitopatógenos de melão a partir de uma 

metodologia analítica robusta e reprodutível aliada a métodos quimiométricos.

Palavras-chave: espectrometria de massas; Fingerprinting lipídico; quimiometria; melão; 

Fusarium sp..



ABSTRACT

Melon is one of the cucurbits with great nutritional value appreciated worldwide, but its 

production is subject to several problems at the post-harvest level. Contamination of the fruit 

by fungi of the genus Fusarium can cause rot capable of compromising its consumption and 

consequently its commercialization. Cryptic species of fungi of this genus have become a 

challenge in the process of identification and control of diseases in melons due to the great 

similarity that exists at the morphological level. In order to promote a rapid identification and 

differentiation of cryptic species of phytopathogens in melon, this work used high resolution 

mass spectrometry together with univariate and multivariate analysis methods, for the pilot 

study of the possibility of differentiating lipid profiles of isolates of fungi of the Fusarium 

equiseti-incarnatum species complex, in front or not of healthy melon samples. The obtained 

data were able to distinguish the isolates belonging to the same species complex from a lipid 

fingerprinting pattern, indicating lipids candidate for biomarkers responsible for differentiating 

the isolates and which remained distinguishable after joint analysis with the lipid profile of 

Cucumis melo L. The statistically relevant lipids obtained from analyzes by PLS-DA, VIP and 

ANOVA one-way were categorized as glycerophospholipids (GP) and sphingolipids (SP), using 

LIPID MAPS® as a database. This study reports the first application of lipid fingerprinting by 

flow injection analysis in mass spectrometry for the differentiation of cryptic species of melon 

phytopathogenic fungi from a robust and reproducible analytical methodology combined with 

chemometric methods.

Keywords: mass spectrometry; Lipid fingerprinting; chemometrics; melon; Fusarium sp..
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1 INTRODUÇÃO

A demanda do mercado de alimentos cresce exponencialmente de acordo com o 

aumento da população e das exigências impostas por estes e, com isso, novas estratégias são 

pensadas para a manutenção e ampliação da produção de culturas que se mostram cada vez 

mais importantes, tanto para a base da dieta alimentar diária, quanto para a movimentação da 

economia regional, nacional e internacional.1-2  Neste aspecto, o mercado da fruticultura assume 

destaque principalmente no Brasil, por ser o terceiro maior país produtor de frutas do mundo, 

sendo possível obter uma gama de diferentes opções de frutos devido a diversidade de climas 

possíveis em seu território.1

O melão (Cucumis melo L.), uma das commodities líderes de exportação do país, 

possui uma variedade de espécies, onde um dos mais produzidos e exportados é caracterizado 

como sendo do tipo Valenciano, ou popularmente conhecido como <melão amarelo=.1-3 Grande 

parte de sua produção concentra-se na região nordeste, sendo esta responsável por cerca de 22 

mil hectares de terra no cultivo de melão, tendo sido encarregada por mais de 95% da produção 

nacional dos últimos anos (2017-2018).4 

A <podridão do Fusarium= ou <podridão do pedúnculo= é um tipo de doença pós-

colheita que causa transtornos à cultura do melão na região nordeste desde 1999. Essa é causada 

por fungos do gênero Fusarium que se depositam no fruto, ainda no campo, a partir de fissuras 

na região do pedúnculo ou por ranhuras oriundas do processo de manejo, podendo causar 

rachaduras ou intenso crescimento micelial branco na superfície do fruto.5 A dificuldade 

envolvida no manejo da doença supracitada encontra-se na forma como essa exterioriza seus 

sintomas, pois mesmo após a infecção no campo e transferência para câmaras de 

armazenamento, o fungo mantém-se latente dentro do fruto e este permanece com aspecto 

saudável.6 Os sintomas da doença podem manifestar-se apenas durante o processo de 

armazenamento e transporte, chegando em más condições ao destino final, com aparência e 

qualidade inaptas ao mercado consumidor.7

Assim, diante da necessidade de um processo de produção e comercialização 

ambientalmente consciente e de qualidade, pautado nas regulamentações fitossanitárias de 

acordo com o Programa Integrado de Frutas (PIF) estabelecido pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA), torna-se necessário a elaboração de abordagens envolvendo 

o rápido diagnóstico de doenças pós-colheita que atacam culturas importantes, como o melão.8

O processo atual de identificação de fitopatógenos tem sido realizado através da 

coleta e crescimento do patógeno em condições laboratoriais, a fim de avaliar a sua morfologia, 
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ou por uso de métodos de amplificação de DNA (do inglês, Deoxyribonucleic acid) baseados 

em regiões específicas do código genético capazes de classificar esses organismos em gênero e 

espécie. Ambos os processos de identificação demandam um tempo considerado elevado, visto 

que é necessário que o patógeno cresça em condições propícias ao seu desenvolvimento, 

podendo sofrer interferência do meio e, também, demandando instrumentação especializada e 

experiência do analista devido as semelhanças morfológicas entre organismos do mesmo 

gênero, por exemplo.9-11

No entanto, sabe-se que fungos filamentosos, assim como os do gênero Fusarium, 

podem possuir diferentes lipídios como moléculas formadoras de suas estruturas membranosas, 

chegando a ocorrer discriminação entre diferentes espécies do mesmo gênero.12-13 Com base 

neste aspecto, neste trabalho empregou-se a espectrometria de massas como uma técnica 

analítica, juntamente com análises multivariada e univariada de dados, para a realização do 

estudo do perfil lipídico de fungos causadores da podridão do pedúnculo em melão, visando a 

diferenciação de espécies crípticas do complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti 

(FIESC).

Dentro dessa abordagem, empregou-se a espectrometria de massas por injeção em 

fluxo (FI-MS, do inglês Flow Injection Mass Spectrometry) para a obtenção do fingerprinting 

lipídico de fitopatógenos do gênero Fusarium a partir da infusão de extratos lipídicos brutos 

em um espectrômetro de massas de alta resolução, sem o uso de um sistema cromatográfico.14
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Cultivo de melão no Brasil e seus percalços

A ingestão de alimentos saudáveis é considerada, a nível global, uma das principais 

formas de reduzir o índice de doenças crônicas como diabetes, doenças cardiovasculares, 

hipertensão, e cancros específicos.15-17 Exemplos desses alimentos são as frutas, que 

enquadram-se como um item alimentar capaz de prevenir tais doenças por apresentarem em sua 

composição substâncias como vitaminas, carboidratos complexos, fibras, minerais e compostos 

bioativos que auxiliam no processo metabólico contra agentes externos e disfunções internas.15-

16,18

Juntamente com a necessidade do consumo de frutas frescas visando uma dieta 

saudável, surge a grande demanda do mercado da fruticultura em produzir diversas espécies de 

frutas com qualidade garantida, de acordo com os princípios da segurança alimentar, visando 

abastecer os portos de diferentes países. Nesse cenário, o Brasil destaca-se por produzir o 

terceiro maior volume de frutas do mundo, sendo beneficiado por conter regiões com climas 

diferentes, característicos e essenciais para o cultivo de uma diversidade de espécies de frutos.1

Uma das commodities de grande importância para o mercado brasileiro da 

fruticultura é o melão (Cucumis melo L.), fruto do meloeiro, uma planta herbácea e rasteira, 

pertencente à família Curcubitaceae.3 O melão é um fruto que possui diversas variedades com 

alto valor nutricional, excelente qualidade de sabor e supridas de uma gama de compostos 

bioativos necessários para a dieta humana.19 Essa commodity é de ampla comercialização no 

mundo, possuindo grande influência no mercado brasileiro de fruticultura, caracterizando o país 

como um dos principais produtores e exportadores da América do Sul.1,3 Uma das variedades 

mais produzidas no Brasil é caracterizada como do tipo Inodorus, onde destaca-se o melão 

amarelo (ou valenciano), de origem espanhola, casca amarela pouco rugosa, forma oval, polpa 

branca esverdeada, espessa e resistente ao transporte e armazenamento (Figura 1).20-21

O melão oriundo do mercado brasileiro é considerado como uma espécie de forte 

consumo a nível internacional, uma vez que cerca de 60% da produção é destinada ao mercado 

externo, liderando o ranking de exportação para os países da União Europeia e sendo uma das 

preferências do mercado de frutas do Oriente Médio.1 Segundo a Organização de Alimentos e 

Agricultura das Nações Unidas (FAO, 2018) o Brasil ocupa a 14° posição no ranking mundial 

dos países produtores de melão.4 Este destaque é possível devido aos estados da região nordeste 

do Brasil serem responsáveis por manterem em produção cerca de 22 mil hectares de melão, 
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sendo essa região encarregada por aproximadamente 95% da produção de melão no país em 

2018, onde contribuiu com cerca de 551.411 mil toneladas de um total de 581.478 mil toneladas 

de melão fresco.1,4

Figura 1. Melão (Cucumis melo L.) amarelo e sua estrutura fisiológica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Atualmente os estados do Rio Grande do Norte e Ceará atuam como líderes na 

produção de melão em território brasileiro devido a fatores climáticos, como a característica 

semiárida da região em que se encontram, marcada pela baixa incidência de chuva, alta 

luminosidade e baixa umidade relativa, beneficiando o cultivo do melão e gerando frutos de 

qualidade a partir de boas práticas agrícolas a fim de atender a demanda do mercado.22

No entanto, mesmo com todo o desenvolvimento de tecnologias que auxiliam as 

práticas no campo, e com a disposição do conjunto clima-solo com características essenciais 

para o cultivo de qualidade do melão, este ainda sofre com problemas que acarretam a 

diminuição da sua produção. Dentre uma gama de percalços, as doenças ainda se destacam 

como um dos principais fatores capazes de diminuir a produção e gerar despesas ao fruticultor. 

Segundo o Anuário Brasileiro de Fruticultura (2016) a produção de melão na região nordeste é 

afetada pela variação climática em períodos de estiagem, favorecendo o aumento da incidência 

de pragas e doenças, levando ao comprometimento da produção do fruto e, em consequência, 

aumentando os custos com agroquímicos.23-24

As doenças no melão podem ser de diferentes origens como microbianas, 

fisiológicas, nutricionais ou decorrentes de fatores ambientais, provocando a inibição de 

iniciativas empresariais de produção e exportação, dificultando a geração de emprego e renda.25 

Dentre as ocorrências, doenças de origem microbiana demandam maior atenção dos produtores 

por serem capazes de devastar hectares de plantações, podendo ser causadas por agentes 

patogênicos como bactérias, fungos, vírus e nematoides.26 Destes, os fungos se destacam por 

serem responsáveis por perdas no processo de produção de diferentes culturas, principalmente 

Pedúnculo
Endocarpo (polpa)

Sementes e placenta

Epicarpo (casca)

Base

Ápice

Mesocarpo
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no cultivo de melão, por este possuir suscetibilidade significativa frente a fungos causadores de 

podridões, tanto a nível de pré-colheita quanto de pós-colheita.3

Os fungos são organismos eucarióticos pertencentes ao reino Eumycota, presentes 

em diferentes ecossistemas, podendo ser de diversas espécies, apresentando morfologias e 

tamanhos variados. Dentro de uma estimativa de mais de 1,5 milhão de espécies existentes, os 

fungos podem ser classificados como filamentosos, também conhecidos como saprófitos (ou 

bolores), quando caracterizados pelo crescimento de hifas que suportam estruturas reprodutivas 

sexuadas e assexuadas.27

Podridões causadas por esses fungos têm sido relatadas como sendo um dos 

principais fatores que afetam a produtividade e qualidade do melão em diferentes regiões, seja 

pela desqualificação do produto final ou pela produção de substâncias tóxicas (micotoxinas) 

que são capazes de afetar consideravelmente a saúde humana.3,23,28 Uma das principais 

consequências de podridões causadas por fungos em melão é a diminuição de aproximadamente 

15% do produto destinado à exportação devido a sintomas de doenças pós-colheita ao chegar 

ao destino final.29

A <podridão-do-pedúnculo= ou <podridão do Fusarium= é um exemplo de 

fitopatologia pós-colheita que surgiu em meados de 1999 no Estado do Rio Grande do Norte e 

que cresce em ocorrência no Brasil e em outros países. Esta doença de origem fúngica causa 

danos irreparáveis às culturas de melão.5

2.2 Podridão-do-pedúnculo em Cucumis melo L.

<Podridão-do-pedúnculo= ou <Podridão de Fusarium= é um exemplo de doença 

pós-colheita que ataca a cultura do melão, sendo causada por Fusarium incarnatum (=Fusarium 

pallidoroseum), um fungo filamentoso predominantemente encontrado no solo, água ou ar de 

regiões tropicais e subtropicais.30-32 Essa doença afeta negativamente a cultura do melão 

levando a obtenção de frutos de baixa qualidade e, por consequência, fora dos padrões exigidos 

pelo mercado consumidor.30,32-33

A característica de planta rasteira conferida ao meloeiro favorece a contaminação 

do fruto ainda no solo, onde a infecção por espécies de Fusarium pode ocorrer no momento do 

corte do pedúnculo do melão ou por rachaduras naturais na zona de abscisão peduncular.6-7,30 

O fungo patógeno classificado como quiescente tem a característica de penetrar a estrutura 

peduncular e permanecer com metabolismo latente dentro do fruto até que este atinja a fase de 

senescência. Mesmo após o processo de armazenamento em câmaras frias, o patógeno continua 
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ativo dentro do fruto, causando lesões que podem ocorrer em qualquer parte do hospedeiro além 

do pedúnculo, surgindo inicialmente como uma pequena lesão encharcada seguida de intenso 

crescimento cotonoso branco (Figura 2).

Figura 2. Variedades de melão do tipo a) Cantaloupe; b) Pele de sapo; c) Gália e d) Amarelo, contaminados com 

fungos na região do pedúnculo com sintomas e sinais de Podridão de Fusarium.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Uma das principais características dos isolados causadores de podridão peduncular 

no melão é a de serem considerados espécies crítpticas, ou seja, espécies que apresentam 

elevada similaridade de estruturas reprodutivas, sendo de difícil distinção a nível morfológico 

via microscopia óptica. A literatura tem reportado que F. incarnatum e F. equiseti, espécies 

crípticas pertencentes ao complexo FIESC, atuam como sendo causadoras de Podridão de 

Fusarium em melão ao redor do mundo, assim como na região nordeste do Brasil.34-38

Segundo Lima E. N. et al. (2020), uma nova linhagem no complexo de espécies 

FIESC foi identificada como sendo um dos agentes causais da podridão do pedúnculo em frutos 

de melão no nordeste do Brasil, juntamente com o primeiro relato da espécie F. sulawense como 

agente etiológico da doença em frutos de melão. A partir de estudos morfológicos e genéticos, 

foi possível classificar os isolados da nova linhagem como sendo pertencentes ao clado 

incarnatum, bem como os demais isolados juntamente com F. sulawense no clado equiseti.5

Dentre as principais desvantagens no processo de controle da Podridão de Fusarium 

destaca-se a não possibilidade de visualização de sintomas ou sinais na superfície do fruto antes 

da exportação, fato que não contribui para a diagnose precoce uma vez que a doença se 

desenvolve a partir de condições favoráveis de temperatura e umidade, encontradas 

normalmente durante o armazenamento e transporte.6,39-40 Por consequência, o melão chega ao 

a) b) c) d)
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destino final em condições inaptas ao mercado consumidor. 

Por outro lado, a característica de espécies crípticas causadoras da doença dificulta 

ainda mais o processo de identificação dos agentes causais, principalmente de espécies do 

gênero Fusarium, por ser um gênero detentor de uma taxonomia complexa.41 Assim, a partir da 

classificação de Fusarium spp. como sendo espécies difíceis de serem identificadas por 

métodos convencionais, surge a necessidade do uso de métodos rápidos e eficientes de 

identificação dos isolados responsáveis por doenças severas, como a Podridão de Fusarium.41

2.3 Identificação de fitopatógenos no setor agrícola

No contexto que envolve a manutenção da qualidade de frutas suscetíveis a infecção 

por patógenos que causam podridão, é de grande valia o interesse pelo uso e desenvolvimento 

de métodos de identificação de tais microrganismos, para que assim seja possível a 

implementação de protocolos capazes de manter a integridade da qualidade do produto a nível 

de mercado externo e interno. Dentro desse viés, diversas metodologias foram desenvolvidas e 

são atualmente empregadas na identificação de patógenos causadores de doenças em plantas, 

frutos e diversos outros produtos de interesse agrícola.9

Dentre os métodos mais comumente utilizados na análise e identificação de fungos 

filamentosos estão os métodos que envolvem a análise de características morfológicas e 

fenotípicas, bem como métodos moleculares capazes de diferenciar os fungos a partir do uso 

da reação em cadeia de polimerase (PCR, do inglês Polymerase Chain Reaction) para 

amplificação de regiões no DNA microbiano consideradas como código de barras na 

identificação filogenética de fungos.10-11

Para métodos baseados na análise da morfologia de fungos fitopatógenos, ocorre 

primeiramente a coleta e cultivo do fungo em meios de cultura sólidos específicos, responsáveis 

por disponibilizar nutrientes necessários para o crescimento do fungo em condições controladas 

e padronizadas.42 Em seguida, com auxílio de microscópio óptico e mão de obra altamente 

especializada, são realizadas análises de estruturas de reprodução como conídios e conidióforos, 

ascos, ascósporos etc.

Porém, a identificação a partir do fenótipo apresenta algumas desvantagens, como 

longo tempo atrelado aos procedimentos necessários, podendo durar de 2 a 14 dias, a depender 

de como o patógeno se desenvolve em condições laboratoriais. Além disso, este método clássico 

está propenso a grandes chances de erro por parte do analista, levando geralmente a não 

identificação completa do isolado ou a uma identificação ambígua.43-44
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Na análise por PCR, as reações envolvidas são responsáveis por amplificar uma 

pequena região do genoma dos microrganismos, como supracitado, a partir dos iniciadores de 

reação denominados de primers. Esses primers são moléculas curtas e específicas de DNA que 

são projetadas para serem responsáveis por se ligar a regiões específicas do DNA do 

microrganismo, regiões essas que são amplificadas e trazem a informação filogenética capaz 

de categorizá-lo a nível de gênero e espécie.45

Mesmo com toda a sofisticação e sensibilidade do método de identificação e 

diferenciação de fungos e outros organismos por PCR, esta técnica traz consigo desvantagens 

assim como os métodos clássicos. Ainda que, a análise por PCR mais sofisticada, conhecida 

como PCR em tempo real (RT-PCR, do inglês Real Time Polymerase Chain Reaction), possa 

ser mais rápida em torno de 2 a 3 horas, o procedimento como um todo demanda mais recursos 

e mão de obra técnica experiente. Nesse caso, a mão de obra chega a ser ainda mais específica 

por necessitar de conhecimento genômico para o desenho dos iniciadores de reações, os 

primers, pois apenas a partir dessa etapa que é possível realizar a amplificação correta da região 

específica do microrganismo em estudo.45

Apesar da grande difusão do uso da técnica de PCR no setor agrícola, métodos que 

envolvem o uso da técnica de espectrometria de massas na detecção, identificação e 

diferenciação de microrganismos, principalmente fungos fitopatógenos, vêm tomando grandes 

proporções em aplicações de commodities importantes.

2.4 Espectrometria de massas na análise de microrganismos fitopatógenos

Desde o fim do século XIX, a espectrometria de massas, ou somente MS (do inglês, 

Mass Spectrometry), vem se consolidando em diversos ramos da pesquisa científica a partir da 

aplicação de seus princípios baseados na medição precisa da massa de diferentes compostos 

orgânicos e inorgânicos.

A espectrometria de massas teve início a partir de experimentos de J. J. Thomson 

(Prêmio Nobel de Física em 1906), pela descoberta do elétron, e por experimentos de Aston 

(Prêmio Nobel de Química em 1922) envolvendo medição das massas de átomos (isótopos) 

carregados (íons) no estado gasoso a partir de desvios específicos desses íons.46-47 Os desvios 

característicos gerados pela aplicação de campos elétricos e magnéticos para cada uma das 

partículas em estudo, segundo Aston, tinham relação direta com a carga e massa da partícula 

(e/m), hoje conhecida como relação massa/carga (m/z).46

Atualmente a MS pode ser definida como uma técnica responsável pela medição da 
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relação massa/carga de átomos e moléculas, de forma precisa, a partir da ionização das espécies 

em fase gasosa a fim de caracterizá-las a nível de estrutura ou propriedades físico-químicas.48 

As substâncias analisadas podem ser de baixa, média ou alta polaridade, podendo ser orgânicas 

ou inorgânicas. Um esquema básico de um espectrômetro de massas ocorre a partir da inserção 

da amostra pelo injetor, ocorrendo posteriormente a geração de íons na fase gasosa pela fonte 

de ionização. Os íons são transferidos para o analisador onde são separados de acordo com a 

razão m/z e, posteriormente, encaminhados para um detector.49 A Figura 3 ilustra os principais 

componentes de um espectrômetro de massas.

Figura 3. Componentes básicos de um espectrômetro de massas.

Fonte: Adaptada de Gross, 2017.49

O resultado da análise gera o que conhecemos como espectro de massas, que pode 

ser definido com uma representação gráfica, bidimensional, da abundância relativa com que o 

íon analisado foi detectado (eixo y) versus a relação m/z medida para o íon em análise (eixo x). 

A Figura 4 ilustra um espectro de massas para um íon hipotético (H).

Figura 4. Representação de um espectro de massas de um íon hipotético (H) de m/z 60.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Desde o desenvolvimento de técnicas de ionização branda, como ionização por 
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nebulização, ESI (do inglês, Electrospray Ionization) e dessorção/ionização assistida por 

matriz, MALDI (do inglês, Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization), foi possível a 

realização de análises de biomoléculas de alta massa molecular a partir de espectrometria de 

massas. Esses avanços nas técnicas de ionização combinados à sensibilidade aprimorada e alta 

precisão e reprodutibilidade, inseriram a espectrometria de massas em diversas áreas da 

biotecnologia.50

Inúmeros trabalhos já relataram o uso da espectrometria de massas por MALDI na 

identificação de diversos tipos de microrganismos. Seu uso abrange o ramo da medicina para a 

identificação de patógenos humanos51-53, na indústria de bebidas para o controle de qualidade 

microbiológico45, bem como no setor agrícola para a detecção, identificação e diferenciação de 

fungos fitopatógenos de diversos gêneros e espécies.54-56 O fluxo de trabalho para a 

identificação desses microrganismos segue um padrão geral característico, onde primeiro é 

realizado o crescimento dos isolados, a extração de substâncias a serem analisadas e que serão 

responsáveis pela diferenciação dos isolados, seguida de análise por MALDI-MS e 

interpretação dos dados.

A obtenção dos espectros padrões para a classe de substâncias extraída de um 
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isolado microbiano, onde geralmente são proteínas/peptídeos, fornecem um resultado 

conhecido como fingerprint ou <impressão digital=. Um fingerprint pode ser definido como um 

padrão espectral característico de uma classe de substâncias oriundas de um microrganismo, no 

qual contém valores de m/z considerados como sendo padrões (biomarcadores) que 

caracterizam o gênero ou espécie do microrganismo em estudo. Este fingerprint pode ainda ser 

inserido em um banco de dados e ser usado como um padrão de comparação para a identificação 

de isolados desconhecidos.57

A utilização de padrões espectrais na identificação de fungos fitopatógenos pode 

ser exemplificada por trabalhos de Chalupová, J. et al.58, onde um banco de dados de perfis de 

proteínas e peptídeos de diversos microrganismos de referência foi criado visando a utilização 

na identificação de fitopatógenos presentes no campo. Na busca pelo controle de pragas 

quarentenárias, Tao, J. et al.59 reportaram a construção de um banco de dados de fingerprint 

proteico obtidos por MALDI-MS, especificamente para identificação de fungos do gênero 

Verticillium causador de doenças em commodities como tomate e algodão.

Aplicações de MALDI-MS na identificação rápida e reprodutível de fungos 

filamentosos patógenos de frutas também são relatadas na literatura a partir da análise do perfil 

proteico dos isolados. Com base nos estudos de Horká, M. et al.60, foi possível obter um método 

de caracterização, por MALDI-MS, de isolados do gênero Monilinia responsáveis por grandes 

perdas no mercado de frutas como pera, maçã, pêssego e damasco.

Apesar da grande maioria dos estudos por MALDI-MS focarem na classe das 

proteínas/peptídeos para a identificação de fungos, os trabalhos inicias para a identificação de 

microrganismos se deram com o estudo de uma outra classe de moléculas, os lipídios.61 Poucos 

são os trabalhos que envolvem a análise do perfil de lipídios na diferenciação e caracterização 

de isolados que causam danos no sistema de produção agrícola, mesmo essa classe de 

substância sendo considerada um potencial alvo para obtenção de perfis característicos únicos 

dos organismos em estudo.62

A técnica de ESI, desenvolvida por volta dos anos 1980, surgiu em paralelo com a 

técnica de MALDI, também sendo considerada como uma técnica de ionização branda.63-64 O 

mecanismo de obtenção de íons em fase gasosa em ESI inicia-se pela chegada do fluxo de 

amostra, solubilizada em solvente orgânico polar, em um fino capilar metálico da fonte de 

ionização. Quando em solventes polares próticos, os analitos participam de reações ácido-base 

gerando íons a partir das espécies moleculares, onde esses íons podem ser protonados 

(representados por [M+H]+), desprotonados (representados por [M-H]-), cationizados 

(representados por [M+Na]+, ou outro metal livre em solução capaz de se coordenar) ou 
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anionizados (representados por [M+Cl]-).65

Após chegada da solução no capilar, ocorre a aplicação de uma diferença de 

potencial no capilar metálico, na qual é responsável pelo processo de migração das cargas das 

espécies presentes em solução para a superfície do líquido (interface metal-solução). Com 

influência do fluxo da amostra, das forças eletrostáticas presentes na ponta do capilar e de um 

fluxo de gás nebulizador, ocorre a formação do cone de Taylor, no qual culmina em um fino 

spray de gotículas do solvente contendo os analitos carregados.66 Um fluxo de gás de secagem 

é aplicado a fim de diminuir a quantidade de solvente presente nas gotas carregadas. Quando 

grande parte do solvente presente nas gotas diminui, ocorre um aumento da repulsão 

coulômbica entre os íons que estão solvatados, culminando em uma explosão coulômbica. Os 

íons então são expelidos do restante do solvente que o solvata passando à fase gasosa de forma 

individual por dois mecanismos, podendo ser expulso da gota (conhecido como chain ejection 

model, CEM) ou a partir da dessolvatação consequente da secagem da gota (conhecido como 

charge residual model, CRM).66 Após esse processo, os íons são aspirados para o analisador de 

massas. A Figura 6, ilustra um esquema geral de uma fonte de ESI.

Figura 6. Esquema geral de uma fonte de ionização por electrospray (ESI)

Fonte: Adaptado de KONERMANN, L. et al.69

A capacidade da análise por ESI-MS de fornecer espectros ricos em informação 

molecular, de suspensões de células bacterianas, foi relatada pela primeira vez em 199967, onde 

demonstrou ser útil na discriminação de um grande número de microrganismos.68 A ionização 

por ESI a partir da infusão direta da amostra é uma abordagem analítica de alto rendimento em 

que misturas complexas são resolvidas em componentes, íons, que diferem em massa sem o 

uso de separação cromatográfica.69 Os metabólitos são ionizados, normalmente por 

electrospray ou via ionização química a pressão atmosférica (APCI, do inglês Atmospheric-
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pressure Chemical Ionization), e os perfis de intensidade de íons resultantes são analisados por 

análise estatística multivariada, que permite a classificação e agrupamento dos íons detectados 

de acordo com o perfil de cada microrganismo em estudo.

A ausência de cromatografia prévia à análise por ESI-MS é vantajosa, devido aos 

menores tempos de execução, tornando-a uma técnica atraente. No entanto, assim como todas 

as técnicas, a análise por ESI-MS tem suas limitações. Isômeros com a mesma massa exata não 

podem ser distinguidos sem separação prévia. Além disso, o uso de ESI dará origem a 

problemas de supressão de íons, esse fenômeno pode ocorrer durante a ionização de misturas 

complexas, levando ionização não eficiente dos componentes e uma diminuição significativa 

na resposta do perfil de substâncias analisadas.

2.5 Fingerprint lipídico na análise de fitopatógenos

A análise do fingerprint lipídico a partir da espectrometria de massas para 

identificação de microrganismos foi primeiramente relatada por Anhalt e Fenselau (1975), onde 

a partir da inserção do conteúdo bacteriano liofilizado na fonte de ionização do espectrômetro 

de massas à uma temperatura em torno de 300°C, foi possível obter um espectro do conteúdo 

de ácidos graxos e ubiquinonas característicos para as cepas analisadas.71 A partir desses 

experimentos foi possível concluir que o perfil de lipídios tem grande potencial de aplicação na 

diferenciação de microrganismos não só a nível de gênero, mas também a nível de espécie.

Os lipídios são resultados do metabolismo primário dos organismos eucarióticos, 

sendo responsáveis pela formação da bicamada lipídica que envolve todo o conteúdo celular, 

denominada membrana plasmática. Essa bicamada lipídica também está presente nas 

delimitações de regiões especializadas dentro das células, as organelas. Ou seja, os lipídios 

possuem função vital dentro das células, sendo responsáveis pela manutenção da estrutura, 

atuando como moléculas sinalizadoras de processos bioquímicos e, como responsáveis pelo 
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armazenamento de energia.72

Para os organismos fúngicos os lipídios podem estar envolvidos em funções bem mais 

especificas, como no desenvolvimento das hifas durante o crescimento, na diferenciação entre 

fungos e em seu processo de patogênese.73 De uma maneira geral é possível definir os lipídios 

como sendo moléculas hidrofóbicas ou anfipáticas que podem ser originadas inteiramente ou 

em parte por condensações de carbânios de tioésteres podendo gerar (Figura 7) ácidos graxos, 

glicerolipídios, glicerofosfolipídios, esfingolipídios, sacarolipídios e policetídios. Reações 

baseadas em condensações de unidades de isopreno também podem gerar prenóis e esteróis, 

completando o sistema de classificação de lipídios adotado internacionalmente pela 

comunidade científica através do consórcio LIPID MAPS®.74

Figura 7. Representação das estruturas químicas de oito categorias de lipídios.

Fonte: Autor (Adaptado de HOLAPEK, M.; LIEBISCH, G.; EKROOS, K.,2018)14.

Para as análises de fingerprint lipídico, são necessários métodos de extração 

específicos para a obtenção do que se entende por lipidoma, ou seja, a maior quantidade 

possível de lipídios que pode representar um estado fenotípico do organismo em estudo.14 

Lipídios oriundos de organismos eucarióticos, como os fungos filamentosos, são comumente 

extraídos por dois métodos: o método de Bligh e Dyer ou o método de Foch.75-76 Esses métodos 
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baseiam-se em extrações líquido3líquido utilizando solventes orgânicos como água, metanol, 

clorofórmio (método Bligh Dyer) e solução salina (método de Folch). O método de extração 

descrito por Bligh e Dyer possui a vantagem da formação de uma solução trifásica a partir da 

mistura de água, metanol e clorofórmio, favorecendo a separação da fase orgânica rica em 

lipídios extraídos.77

Após extração dos lipídios de interesse, estes podem ser analisados via 

espectrometria de massas assim como as proteínas, utilizando uma fonte de ionização capaz de 

gerar íons das moléculas em fase gasosa para que sejam posteriormente analisados. Porém, 

além da técnica de MALDI para a análise de lipídios, também pode-se usar a ESI, na qual possui 

diferenças e vantagens em seu mecanismo de ionização em relação a técnica de MALDI.14

A ESI é considerada uma técnica poderosa para análise de lipídios, visto que é capaz 

de analisar uma ampla faixa de classes de lipídios com alta sensibilidade, além das informações 

estruturais que são fornecidas devido sua ionização branda, podendo gerar íons no modo 

positivo ([M+H]+) e negativo ([M-H]-) e, ainda, sendo possível de ser utilizada em acoplamento 

ou não com outras técnicas, como exemplo de sistemas cromatográficos.14,64,78 As amostras de 

lipídios, por exemplo, podem ser injetadas diretamente em um espectrômetro de massas, seja 

via sistema de looping ou a partir de um injetor automático com auxílio do sistema de bombas 

de um cromatógrafo à líquido. Ao tipo de análise que utiliza diretamente o looping do 

espectrômetro de massas dá-se o nome de Espectrometria de Massas por Injeção Direta (DI-

MS, do inglês Direct Infusion Mass Spectrometry). Já ao tipo de análise que utiliza um injetor 

automático e o sistema de bombas de um cromatógrafo, dá-se o nome de Espectrometria de 

Massas de Injeção por Fluxo (FI-MS, do inglês Flow Injection Mass Spectrometry).79

Quando a ESI é acoplada a analisadores de massas de alta resolução, a análise 

de lipídios passa a ter um poder de sensibilidade ainda maior, visto que analisadores híbridos 

possuem alta precisão de massa. Analisadores híbridos do tipo quadrupolo-tempo de voo 

(QTOF, do inglês Quadrupole Time-of-Flight), são exemplos de sucesso na análise de lipídios, 

devido ao seu alto poder de resolução de massa.80

O analisador do tipo QTOF baseia-se primeiramente na passagem da corrente de 

íons pelo analisador quadruplo, no qual é composto por quatro barras cilíndricas responsáveis 

pela filtragem da corrente de íons de acordo com as razões m/z específicas, a depender da 

escolha do analista. A escolha da faixa de massa implica na geração de um campo elétrico entre 

as barras que é dependente da razão m/z. Caso os íons estejam na faixa de massa escolhida pelo 

analista, estes irão passar pelo quadrupolo sem sofrer desvios, chegando, assim, ao analisador 

TOF. Se um íon estiver fora da faixa de massa a ser analisada, este terá uma oscilação diferente 
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dos demais, se chocando com as paredes do quadrupolo e sendo retirado de dentro do aparelho 

por um sistema de bombas de vácuo.81

No analisador TOF, os íons são acelerados a partir da aplicação de um campo 

elétrico, favorecendo o ganho de velocidade dentro do tubo de voo, sendo essa velocidade 

inversamente proporcional a massa dos íons. Dessa forma os íons de massas mais baixas 

chegam mais rapidamente no detector, e o inverso ocorre para íons de massas mais altas.81 A 

Figura 8 ilustra um analisador do tipo QTOF acoplado a uma fonte de ionização do tipo ESI.

Figura 8. Esquema geral de um sistema ESI-QTOF-MS.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Mesmo com todo o potencial envolvendo a análise de lipídios por ESI acoplada a 

sistemas de analisadores híbridos, e sabendo de todo o potencial desse conjunto de ferramentas 

para a identificação de microrganismos, ainda assim poucos são os trabalhos que reportam o 

uso da ESI aliada a analisadores híbridos na identificação e diferenciação de fungos 

fitopatógenos. A análise por MALDI, continua a ser mais utilizada na diferenciação de isolados 

fúngicos que causam grandes perdas ao mercado da fruticultura. Como exemplo, podemos citar 

Dos Santos, F. N. et al. (2017) que mostrou uma abordagem por fingerprint de lipídios e 

proteínas na identificação e diferenciação de fitopatógenos dos gêneros Moniliophtohra, 

Ceratocystis e Phytophthora responsáveis por grandes perdas no sistema de produção de 

cacau.12 Outro exemplo desse tipo de estudo é reportado por Rocha, D. F. O. et al. (2017), que 

a partir de fitopatógenos da banana mostrou que é possível o uso do perfil lipídico para 

diferenciação de isolados de forma interespecífica, bem como no estudo da relação patógeno-

hospedeiro.13 Até o presente momento a técnica de MALDI se destaca como pioneira no 

processo de diferenciação de fungos do gênero Fusarium pertencentes a complexos de espécies, 
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como reportado por Wigmann e colaboradores (2019).

2.6 Análise estatística

A quantidade de dados obtidos por espectrometria de massas é de grande dimensão a 

depender do estudo em que se propõe. Dessa forma, sabendo que uma quantidade massiva de 

dados é obtida em análises de identificação de microrganismos, métodos de análise estatística 

são aplicados aos dados para a filtragem das informações relevantes. No processo de 

diferenciação de fungos isolados a partir de fingerprint lipídico, sem uso de bancos de dados 

de isolados padrões, por exemplo, métodos de análise multivariada podem ser empregados para 

a verificação de padrões de classificação, baseados em íons de m/z que se mostram 

estatisticamente significantes. Assim, métodos quimiométricos de análise, como Análise 

Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA, do inglês Partial Least Squares 

Discriminant Analysis), acompanhada por análise de variáveis importantes de projeção (VIP, 

do inglês Variable Importance Projection), podem ser utilizadas para a discriminação das 

variáveis mais importantes na classificação das amostras, possuindo uma característica 

específica ou não, como por exemplo, discriminar um isolado fúngico de outro pela presença 

de lipídios característicos do gênero ou espécie.12 Bem como, o uso de análises univariadas, 

como ANOVA one-way, onde é possível salientar que determinadas variáveis do estudo são 

responsáveis pela discriminação de amostras com grande significância estatística.

2.6.1 Análise multivariada e métodos supervisionados

A utilização de técnicas como a espectrometria de massas, capaz de gerar um grande 

volume de dados contendo um número elevado de variáveis (íons de diferentes razões m/z com 

diferentes abundâncias em diferentes grupos de amostras), acaba por requerer a aplicação de 

métodos sofisticados de análises estatísticas capazes de lidar com a necessidade de 

correlacionar a importância das principais variáveis presentes nas amostras com a pergunta 

biológica. Assim, a possibilidade de manter a integridade das variações biológicas em um 

estudo, acompanhada da capacidade de redimensionamento do conjunto de dados com o 

objetivo de gerar informações sem redundância e com elevada confiabilidade, permitiu que a 

quimiometria trouxesse luz a análise de dados complexos.83

Dentro das diferentes possibilidades de modelar uma quantidade massiva de dados na 

busca por reconhecimento de padrões usando ferramentas quimiométricas, têm-se métodos não-
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supervisionados e supervisionados. Métodos não-supervisionados são usualmente utilizados 

para explorar toda a estrutura dos dados com objetivo de encontrar uma tendência de 

agrupamentos baseando-se nas variáveis que compõe o conjunto de amostras após um 

redimensionamento dos dados originais. Como exemplo de métodos amplamente utilizados 

têm-se os métodos por Análise de Componentes Principais (PCA, do inglês Principal 

Component Analysis) e Análise de Agrupamento Hierárquico (HCA, do inglês Hierarchical 

Cluster Analysis).83

Diferentemente de métodos não-supervisionados, os métodos supervisionados aplicam-

se a um conjunto de dados no qual se tem uma hipótese que delineia o estudo, sendo possível 

realizar predições de diferentes características, como a classificação de amostras em diferentes 

grupos a partir da relação existente com a composição das suas variáveis.84 Esses métodos 

proporcionam a obtenção de modelos treinados a partir de dados já conhecidos, como por 

exemplo, o treinamento de amostras de melão infectado e saudável para posterior predição de 

amostras testes. Diferentes métodos de classificação podem ser utilizados, como métodos 

lineares, a exemplo do método por PLS-DA, bem como análise discriminante por mínimos 

quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA, do inglês Orthogonal Partial Least Squares 

Discriminant Analysis).84-85 De forma geral, os métodos supervisionados são usados para a 

geração de modelos de predição a partir de amostras que possuam características conhecidas 

(exemplo: microorganismo A e microorganismo B), e a partir disso ser possível realizar a 

predição de amostras desconhecidas. 

A análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA) utiliza da técnica de 

regressão por mínimos quadrados parciais (PLS) para a construção dos modelos de 

classificação. A diferença entre as duas análises é o dado de entrada na qual se quer relacionar 

com a resposta instrumental, sendo para a PLS a utilização de uma variável contínua (de caráter 

quantitativo) e para a PLS-DA a utilização de uma variável categórica (uma atribuição de classe 

A ou B).83,85 Em uma aplicação com dados de espectrometria de massas e construção de um 

modelo por PLS-DA, ocorre a busca da relação entre uma matriz X (valores de m/z nas linhas 

e abundâncias relativas nas colunas) com uma matriz Y (valores 0 e 1 que representam as 

classificações A e B já conhecidas, como saudável e infectado, por exemplo). Como 

consequência da combinação linear das variáveis da matriz X (que estão diretamente 

relacionadas a matriz Y) têm-se as variáveis latentes que favorecem uma redução na 

dimensionalidade dos dados em um espaço onde a separação entre as classes seja maximizada. 
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Por fim, esse método permite a extração das informações mais relevantes dentro de um conjunto 

de dados complexo, sendo possível indicar, por exemplo, se amostras em estudo estão 

associadas a classe A ou B com base na sua composição/perfil metabólico.

Ainda dentro da análise por PLS-DA existem formas de selecionar, dentre tantas 

variáveis importantes possíveis para a classificação de grupos de amostras, quais variáveis 

possuem uma maior contribuição dentro do conjunto de dados usados para a construção do 

modelo. Essa métrica é conhecida como Variáveis Importantes na Projeção (VIP-scores ou VIP, 

do inglês Variable Importance in Projection), entendida como um dos métodos de seleção de 

variáveis mais populares e úteis na compreensão das variáveis preditoras da matriz X que 

melhor explicam a variância na matriz Y.86-87

Já em termos de avaliação da qualidade do modelo construído, métodos de validação 

são aplicados buscando entender a confiabilidade da capacidade preditiva com base nas 

amostras usadas. A validação cruzada é uma das formas de se realizar essa verificação, 

utilizando parte das amostras para a construção do modelo (etapa 1) e, posteriormente, 

utilizando as amostras não utilizadas na construção inicial para realizar a predição (etapa 2).85 

Esse processo é repetido até que todas as amostras tenham passado pelas duas etapas. Um dos 

tipos de validação cruzada existentes é conhecido como venezianas (do inglês, venetian blinds), 

onde o conjunto de amostras é divido em intervalos igualmente espaçados para a realização das 

etapas 1 e 2 descritas acima.88 Após cada ciclo de previsão são calculados erros para o conjunto 

teste, que ao serem combinado ao final de toda a validação, geram o que conhecemos como raiz 

quadrada do erro médio quadrático de validação cruzada ou RMSECV (do inglês, Root Mean 

Square Error of Cross Validation), considerado uma das figuras de mérito importantes para 

validação do modelo. Outros parâmetros utilizados no processo de avaliação do modelo 

construído e que estão relacionadas à seletividade do método analítico são as figuras de mérito 

qualitativas, como sensibilidade (SEM, habilidade de detecção de amostras verdadeiramente 

positivas) e especificidade (ou seletividade) (SPE, habilidade de detecção de amostras 

verdadeiramente negativas).88 Essas figuras de mérito levam em consideração a relação entre 

os valores de falso positivo (amostras que não pertencem à classe e foram classificadas 

erroneamente) e falso negativo (amostras que pertencem à classe e não foram classificadas 

erroneamente).
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2.6.2 Análise univariada

Diferentemente de métodos multivariados, onde utilizam covariâncias ou correlações 

que refletem a extensão das relações entre as variáveis contidas no conjunto de dados, os 

métodos univariados se concentram exclusivamente na média e na variância de cada variável 

separadamente. Dentro das análises univariadas são buscadas as variáveis que apresentam um 

efeito significativo em termos das diferenças, por exemplo, das médias das abundâncias de 

metabólitos entre dois grupos avaliados. Assim, análises por métodos univariados podem 

corroborar com resultados obtidos por métodos multivariados.88 Os métodos univariados 

incluem testes estatísticos que visam comparar diferentes conjuntos de amostras, como o teste 

t de Student ou ANOVA (análise de variância).

A análise por ANOVA fornece uma avaliação da significância estatística envolvendo 

três variáveis individuais, através de testes independentes, diferindo do teste t de Student, que 

envolve a análise e comparação de duas variáveis. Uma das variações da ANOVA é conhecida 

como <one-way= ou unidirecional, sendo entendido como um teste estatístico orientado para 

determinar se os dados de grupos diferentes possuem uma média comum.89

A partir de todo esse preambulo informacional, pode-se perceber inúmeras 

possibilidades através do uso de sistemas rápidos de injeção de amostra utilizando a ESI 

hifenadas a analisadores híbridos na busca por perfis lipídicos característicos de fungos 

causadores de podridão-do-pedúnculo em melão. De forma complementar, diferentes métodos 

estatísticos estão disponíveis como uma ferramenta indispensável na correta tomada de decisão 

frente ao volume de dados adquiridos por espectrometria de massas. Desta maneira, este 

trabalho buscou trazer como principal proposta, o estudo piloto do uso da ESI-QTOF-MS em 

uma abordagem de infusão via FI-MS, para auxiliar no processo de diagnose da podridão do 

pedúnculo no melão, causada por fungos fitopatógenos do complexo FIESC. A partir da 

obtenção do fingerprint lipídico desses fitopatógenos, bem como de amostras de melão sadio, 

cogitou-se a construção de um modelo de classificação baseado em análises multivariada e 

univariada capaz de identificar biomarcadores lipídicos da diferenciação das espécies dos 

fungos e diferenciação destes frente a amostras de melão sadio.
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OBJETIVOS

Desenvolver um estudo de fingerprint lipídico utilizando a técnica de 

espectrometria de massas por injeção de fluxo para detectar e diferenciar o perfil lipídico de 

fitopatógenos do gênero Fusarium spp., quando comparados entre si e frente ao perfil lipídico 

de melão amarelo (Cucumis melo L.).

" Analisar o perfil lipídico de espécies de fungos do gênero Fusarium de morfotipo 

esquiseti e incarnatum isoladas de melões contaminados, e o perfil lipídico de melões 

sadios;

"

"
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MATERIAIS E MÉTODOS

Dois isolados de fungos do gênero Fusarium, codificados como LPPC072 e LPPC074, 

fazem parte da coleção do Laboratório de Patologia Pós-Colheita da Embrapa Agroindústria 

Tropical em Fortaleza, Ceará, Brasil. Os isolados foram obtidos nas safras de 2009, 2013 e 2015 

de frutos de melão com sintomas típicos de podridão do pedúnculo, nos Estados do Ceará e Rio 

Grande do Norte. Ambos os isolados são registrados no Conselho de Gestão do Patrimônio 

Genético (CGen) reconhecido pelo Ministério do Meio Ambiente. Os isolados LPPC074 e 

LPPC072 foram previamente estudados e caracterizados a partir da morfologia e estudos 

filogenéticos com duas regiões gênicas (TEF1 e RPB2), sendo o isolado LPPC072 pertencente 

ao clado Incarnatum e o isolado LPPC074 agrupado ao clado Equiseti.19

As cepas foram cultivadas em placas de Petri, em meio de BDA (Batata Dextrose Ágar, 

24 g L-1), durante 14 dias sob a temperatura de 28 ± 2 °C, na ausência de luz (protocolo realizado 

pelo Laboratório de Patologia e Pós-colheita, pertencente a Embrapa Agroindústria tropical, 

Ceará, Brasil).

O melão amarelo foi obtido na Fazenda Agrícola, em Mossoró 3 Rio Grande do Norte, 

Brasil (04º54´09.4´´ S, 37º21´59.9´´ W), sendo submetido a processos de inspeção fitossanitária 

para a certificação de não contaminação por patógenos, sendo enquadrado como sadio mediante 

protocolos padrões determinados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) e 

processados pelo Laboratório de Patologia e Pós-colheita.5

O micélio dos fungos, assim como representado na Figura 9, foi obtido diretamente da 

cultura pura, sem o meio de cultura, a partir de um corte com material esterilizado, assim como 

demonstrado no item (i). O material biológico foi armazenado em frascos tipo eppendorf (ii) 

para a posterior extração dos lipídios, seguindo uma adaptação da metodologia descrita por 

Bligh e Dyer.76

Para a extração dos lipídios do fruto, foram coletadas 5 réplicas biológicas da polpa do 

fruto na região do pedúnculo de um melão sadio, com auxílio de um perfurador (i), assim como 
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demostrado na Figura 10. Os discos da polpa, cortados com material esterilizado, foram 

armazenados em frascos tipo eppendorf, assim como demonstrado no item (ii) na Figura 10, 

para a posterior extração dos lipídios.

Figura 9. Coleta de alíquota do micélio dos isolados LPPC072 - F. sulawense (morfotipo: F. 

equiseti) e LPPC074 - Fusarium sp. (morfotipo: F. incarnatum) para a posterior extração de 

lipídios totais pelo método Bligh e Dyer.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Figura 10. Método de coleta utilizado para obtenção de 5 alíquotas de amostras de melões 
sadios (Cucumis melo L.).

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Fusarium equiseti

Fusarium incarnatum

(ii)

(ii)
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Foram inicialmente adicionados 150 µL de água deionizada aos frascos tipo eppendorfs 

esterilizados contendo as amostras biológicas, assim como demostrado no fluxo de trabalho da 

Figura 11. Posteriormente, foram adicionados 190 µL de clorofórmio (CHCl3), acompanhados 

por 375 µL de metanol (CH3OH), ambos sendo de grau HPLC. Após a adição dos solventes, os 

sistemas (amostra biológica contendo solvente) foram levados ao vórtex por 2 minutos. Após 

agitação em vórtex para a promoção da lise celular e favorecimento do íntimo contato entre a 

mistura de solvente e a classe de compostos alvo, foram adicionados 187,5 µL de clorofórmio, 

acompanhados por 150 µL de água deionizada. Posterior a esta adição, os sistemas foram 

centrifugados por 2 minutos sob 13.000 rotações por minuto (rpm), dando origem à uma mistura 

bifásica.

A fase inferior, contendo os lipídios de interesse dissolvidos em clorofórmio, foi 

recolhida com auxílio de pipeta automática, sendo transferida para um segundo frasco 

esterilizado e devidamente tarado. A amostra foi seca utilizando um concentrador a vácuo e 

posteriormente armazenada em ultrafreezer à -80°C.

Figura 11. Fluxo de trabalho realizado na extração de lipídios das amostras de fungo (micélio) 

e melão.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

As análises de lipídios foram realizadas em espectrômetro de massas Xevo G2-XS 

(Waters Corporation) equipado com sistema de analisador QTOF e fonte de ionização ESI. Os 

espectros foram obtidos em um tempo de aquisição de 2 min, em uma faixa de massas de m/z 

600 a 1000, no modo de ionização positivo, a partir do método MSE de aquisição no modo 

centroide. As condições ESI foram definidas como sendo a temperatura da fonte em 120°C, 

temperatura de dessolvatação em 350 °C, tensão do capilar em 3200 V, tensão do cone em 40 
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V, fluxo de gás do cone em 5 L/h e fluxo de gás de dessolvatação em 500 L/h.

#

O processamento dos dados foi realizado antes da análise estatística para todos os dados 

obtidos usando o software MarkerLynx XS (Waters Corporation). Todos os picos detectados 

foram coletados usando 0,05 Da para tolerância de massa. A matriz de dados contendo os picos 

detectados (571) foi gerada usando dados de massa (m/z) como um identificador para cada pico, 

bem como a intensidade dos picos, os nomes das amostras e os grupos nos quais eles estão 

contidos (LPPC072, LPPC074, melão sadio). Uma matriz numérica foi construída usando o 

conjunto de dados MS entre m/z 600 e 1000 de duas espécies de fungos diferentes em 

quintuplicata biológica.

As análises estatísticas foram realizadas em duas etapas, a saber:  primeira etapa teve 

como objetivo principal a análise exploratória dos perfis lipídicos dos dois isolados LPPC072 

e LPPC074 por métodos supervisionados, aplicando a análise discriminante por mínimos 

quadrados parciais discriminantes (PLS-DA), obtendo-se a modelagem de classificação 

multivariada para destacar os íons candidatos como biomarcadores lipídicos responsáveis pela 

discriminação das amostras.

A matriz resultante com 5.710 pontos de dados (10 amostras de fungos × 571 variáveis 

com m/z 600 e 1000 foi importada pelo pacote PLS Toolbox # (8.6.1 - Eigenvector Research 

Inc., Wenatchee, EUA) trabalhando em ambiente Matlab. O conjunto de dados dos fungos foi 

normalizado pela área a fim de reduzir pequenos erros da replicação experimental, e o algoritmo 

para centralização pela média foi aplicado sobre as amostras, uma vez que destaca os compostos 

relevantes para a discriminação dos fungos. O algoritmo SIMPLS (Simplified PLS), foi 

aplicado para decompor a matriz em scores, loadings e respectivos valores de mérito para 

avaliação classificatória por modelagem PLS-DA.

Para a segunda parte da análise estatística, outra matriz numérica foi construída usando 

os dados de fungos acima mencionados na presença do conjunto de dados do melão adquirido 

em quintuplicata biológica, apresentando no total 8.565 pontos de dados de 15 amostras × 571 

variáveis entre m/z 600 e 1000. O mesmo software quimiométrico e abordagens de algoritmos 

foram aplicados para desenvolver a modelagem de classificação multivariada. Essa análise foi 

realizada para verificar se existem diferenças, com relevância estatística, entre os perfis 

lipídicos dos três grupos de amostras.

Para ambas as modelagens de classificação, o número de variáveis latentes (Latent 
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Variables - LV) foi selecionado de acordo com os seguintes parâmetros estatísticos: 

sensibilidade com validação cruzada (Cross-Validated 3 CV); especificidade do CV; erro 

quadrático médio da calibração (Root Mean Square Error of Calibration 3 RMSEC); erro 

quadrático médio da validação cruzada (Root Mean Square Error of Cross-Validation 3 

RMSECV); bias e CV bias. O método Venetian Blind foi aplicado para validação do modelo 

abaixo de 10 splits e blind thickness igual a 1. Os metabólitos diferenciais de importância 

significativa no conjunto de dados foram identificados de acordo com a variável de importância 

na projeção (VIP).

Por fim, para certificar estatisticamente a variância dos compostos entre as amostras, os 

biomarcadores destacados pela análise por VIP foram avaliados pela análise de variância 

(ANOVA one-way). Portanto, esses resultados estabeleceram os íons candidatos como 

biomarcadores para diferenciação de amostras de fungos (entre si) e melão saudável. A 

comparação de médias foi realizada por meio do teste de Tukey sob nível de significância de 

0,05 e o teste de Levene foi aplicado para verificar a homogeneidade da variância.

Após a determinação dos lipídios responsáveis pela maior contribuição na 

classificação diferencial das amostras dos isolados LPPC072 e LPPC074 a partir das análises 

estatísticas multivariadas e univariadas, os valores de m/z das variáveis mais significativas, com 

VIP score g 3,5, foram buscadas no banco de dados LIPID MAPS In-Silico Structure Database 

(LMISSD) e LIPID MAPS Structure Database (LMSD) (www.lipidmaps.org). A busca teve 

como objetivo a classificação das variáveis de acordo com o sistema de classificação de lipídios 

da plataforma, na qual considera oito subclasses de lipídios: ácidos graxos (FA 3 do inglês fatty 

acyls), glicerolipídios (GL 3 do inglês glycerolipids), glicerofosfolipídios (GP 3 do inglês 

glycerophospholipids), esfingolipídios (SP 3 do inglês sphingolipids), prenois (PR 3 do inglês 

prenol), sacarolipídios (SL 3 do inglês saccharolipids), esteróis (ST 3 do inglês sterol lipids) e 

policetídios (PK 3 do inglês polyketides). A identificação levou em consideração o melhor 

match sendo o que apresentou o menor erro de massa, considerando 10 ppm como limite 

máximo em relação a massa teórica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os espectros de perfis lipídicos dos três grupos de amostras, referentes aos isolados 

LPPC072 (Fusarium sp. 3 morfotipo equiseti) e LPPC074 (Fusarium sulawense 3 morfotipo 

incarnatum), assim como o perfil lipídico de melão amarelo sadio, foram obtidos em um tempo 

de 2 min de análise, sendo perceptível a clara diferença entre as três composições lipídicas a 

partir de uma inspeção visual dos dados de FI-MS (Figura 12a, b e c).

Figura 12. Fingerprints representativos de lipídios característicos de melão sadio (Cucumis 

melo L.) (a) e dos isolados de Fusarium sp. (morfotipo incarnatum 3 LPPC074 (b)), Fusarium 

sulawense (morfotipo equiseti 3 LPPPC072(c)).

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Os íons presentes na região de m/z 600 a 1000 foram os principais responsáveis pela 

caracterização dos perfis das cepas LPPC072 e LPPC074, diferenciando-as facilmente a nível 

de espécie e diferenciado estas do perfil lipídico do fruto de melão sadio. Assim, a hipótese de 

bons resultados a partir de uma análise exploratória e de visualização de padrões claros de 

agrupamentos entre as amostras passou a ser esperada nas análises multivariadas, bem como a 

obtenção de diferenças estatisticamente significativas entre as médias de abundância dos íons 

contidos nas amostras por análise univariada.

F. sulawense (morfotipo: F. equiseti)
(LPPC072)

Fusarium sp. (morfotipo: F. incarnatum)
(LPPC074)

Cucumis melo L.
(Melão sadio)
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Inicialmente, a análise estatística multivariada foi realizada para classificação dos 

isolados fúngicos de acordo com as espécies com base na composição do fingerprit lipídico. A 

Figura 13 ilustra o resultado da análise de PLS-DA para o isolado LPPC072 (em azul) e 

LPPC074 (em vermelho) de acordo seus perfis lipídicos.

Figura 13. a) Gráfico de scores para o isolado fúngico LPPC072 (azul), e isolado LPPC074 

(vermelho); b) Gráfico de loadings com as variáveis relevantes (picos de m/z 600 a 1000) para 

classificação das amostras; c) VIP scores para a classificação das amostras com limite inferior 

igual a 1.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

A modelagem dos dados por PLS-DA ressaltou, a partir de análise das LV9s 1 e 2, que 

o modelo foi capaz de classificar os agrupamentos com 83,68% da variância total explicada, 

sendo 67,33% por LV1 e 16,35% por LV2. LV1 foi então responsável pela maior contribuição 

na separação das classes, assim como observado no gráfico de scores na Figura 13a.

A partir das correlações entre os gráficos de scores (Figura 13a) e loadings (Figura 13b) 

foi possível identificar as principais variáveis responsáveis pela classificação das amostras em 
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dois grupos. As replicatas biológicas referentes ao isolado LPPC072, de morfotipo equiseti, 

apresentaram agrupamento em valores negativos de LV1 no gráfico de scores, já as replicatas 

referentes ao isolado LPPC074, de morfotipo incarnatum, apresentaram agrupamento em 

valores positivos de LV1. A avaliação das regiões no gráfico de loadings (Figura 13b) 

correspondentes as regiões de agrupamento no gráfico de scores (Figura 13a), revelou que os 

íons de m/z 736.6088, 736.6120, 738.6240, 760.6091, 760,6106, 762.6240 e 764.6480 foram 

sete das principais variáveis que contribuíram fortemente para o agrupamento das amostras 

correspondentes ao isolado de morfotipo equiseti.

Para o agrupamento das amostras correspondente ao isolado LPPC074, de morfotipo 

incanatum, foram observados os íons de m/z 600.5531, 602.4704, 621.3137, 643.2962, 675.408, 

700.5251, 782.5743, 784.5895, 804.5554 e 806.5783 como sendo dez das principais variáveis 

que influenciaram fortemente para o agrupamento das amostras de morfotipo incarnatum, 

capazes de distingui-las do isolado de morfotipo equiseti.

As análises por VIP foram realizadas para verificação das principais variáveis 

responsáveis pela classificação dos dois grupos de amostras obtidos por PLS-DA. Os valores 

de VIP scores (Figura 13c) maiores que o limite inferior (maiores que 1) apresentaram os 

compostos mais relevantes para as classificações obtidas.  A Tabela 1 fornece as variáveis com 

valores de VIP acima do threshold (1), onde dentre os íons apresentados como significativos na 

classificação dos isolados, os íons 643.2962, 736.6088, 736.6120, 738.6240, 760.6091, 

762.6240, 764.6480, 782.5743 e 784.5895 apresentaram destaque quanto aos seus altos valores 

de VIP, sendo os principais responsáveis pela diferenciação dos dois grupos de isolados, assim 

como verificado anteriormente pelo gráfico de loadings (Figura 13b).

Tabela 1. Valores de VIP, média e desvio padrão das abundâncias relativas dos íons candidatos 

a biomarcadores da diferenciação dos isolados LPPC072 e LPPC074 sob a influência (FxM) 

ou não (FxF) do melão sadio.

m/z
VIP 

(FxF)

VIP 

(FxM)
LPPC072 LPPC074 Melão sadio NPB

600.5531 2.01172 1.91087 70.32c ± 55.23 204.72b ± 55.42 312.08a ± 57.24 3

602.4681 1.911 1.47418 0c ± 0 101.85b ± 63.88 188.05a ± 54.95 3

602.4704 2.53747 2.47861 69.50c ± 54.42 236.53b ± 67.30 390.76a ± 80.62 3

621.3137 2.96104 3.79885 74.59c ± 64.91 266.80b ± 82.73 603.05a ± 95.67 3
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621.314 1.70553 2.11197 44.06c ± 60.42 160.65b ± 65.85 334.72a ± 32.74 3

626.4224 2.85522 1.18277 118.09a ± 79.33 19.89b ± 32.28 2.97a ± 6.64 2

628.593 2.12255 1.81754 26.86c ± 24.99 136.64b ± 83.20 271.79a ± 53.85 3

643.2962 4.70126 4.83095 159.95c ± 103.97 466.56b ± 189.99 802.70a ± 169.63 3

643.2966 3.27663 5.65271 156.02c ± 97.82 377.11b ± 126.70 950.84a ± 144.20 3

647.3762 2.08948 1.14142 108.49a ± 25.11 13.06b ± 29.20 0b ± 0 2

647.3775 2.84631 1.64729 151.82a ± 24.03 12.81b ± 28.64 0b ± 0 2

648.3872 1.92861 ND* 84.61a ± 35.80 8.44b ± 18.87 2.83b ± 6.33 2

654.4555 1.66323 1.55501 58.42b ± 28.49 165.23a ± 72.82 14.93b ± 20.85 2

659.2898 1.30564 2.08118 30.65b ± 35.09 91.38b ± 58.75 320.21a ± 190.84 1

675.408 2.5948 2.21128 78.23b ± 22.28 230.76a ± 95.25 17.55b ± 24.43 2

675.4097 2.08761 1.97407 79.60b ± 18.14 204.96a ± 90.70 0b ± 0 2

700.5251 1.53091 1.49282 32.12c ± 23.29 128.20b ± 33.50 229.24a ± 50.31 3

707.4346 1.33305 ND* 21.67b ± 13.50 88.41a ± 33.52 0b ± 0 2

736.6088 5.18056 4.18764 360.13a ± 209.51 0b ± 0 0b ± 0 2

736.6113 2.23055 1.73766 149.60a ± 134.68 0b ± 0 0b ± 0 2

736.6120 12.98849 10.4974 907.31a ± 464.41 4.51b ± 10.07 0b ± 0 2

738.6240 6.02489 4.87096 420.60a ± 252.29 2.29b ± 3.14 0b ± 0 2

760.6091 4.58438 3.53699 315.30a ± 264.13 10.74b ± 24.01 7.19b ± 16.08 2

760.6106 1.92038 1.4278 122.95a ± 120.79 0b ± 0 0b ± 0 2

762.6240 4.47335 3.53207 304.82a ± 253.37 0.65b ± 1.45 5.69b ± 12.71 2

762.6290 1.83296 1.28992 111.53a ± 116.30 0.70a ± 1.57 0a ± 0 0

763.6412 1.77255 1.31112 113.53a ± 108.80 0.58b ± 1.29 1.69b ± 3.78 2

764.6480 4.79695 3.83526 329.67a ± 153.57 0b ± 0 0b ± 0 2

765.6524 1.8031 1.35045 116.73a ± 96.61 0.38b ± 0.84 0b ± 0 2

766.6636 1.84634 1.46498 126.24a ± 53.35 0b ± 0 2.46b ± 3.40 2

780.5539 1.05905 1.24744 197.40a ± 72.44 151.76b ± 122.24 24.52b ± 54.84 2

782.5726 1.34879 2.43627 290.80b ± 70.25 304.19a ± 172.15 0a ± 0 2

782.5741 1.29082 3.32746 416.41a ± 96.39 409.29a ± 239.91 0b ± 0 1
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782.5743 7.64709 12.64616 993.95b ± 308.54 1524.83a ± 284.03 0c ± 0 3

784.5895 5.88419 6.46296 503.53b ± 346.14 780.36a ± 531.63 9.15b ± 20.46 2

793.2349 1.46547 1.02323 88.09a ± 83.73 0b ± 0 0b ± 0 2

804.5554 1.70043 2.03296 116.89b ± 35.92 227.38a ± 130.09 0b ± 0 2

806.5738 1.5374 1.4641 29.67b ± 51.29 133.88a ± 84.53 0b ± 0 2

NPB Nível de Potencial Biomarcador

0 Não diferencia os fungos entre si e não diferencia os fungos das amostras de melão;

1 Não diferencia os fungos um do outro, mas é capaz de diferenciá-los das amostras de melão;

2 Capaz de diferenciar apenas os fungos entre si e um dos fungos das amostras de melão 
(verificar letras sobrescritas);

3 Capaz de diferenciar os fungos entre si e diferenciar ambos das amostras de melão;

*ND 3 não detectado;

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Com base na escala que foi atribuída (Nível de Potencial Biomarcador 3 NPB) de acordo 

com os resultados obtidos por ANOVA one-way (as letras sobrescritas indicando igualdade 

(mesma letra) ou diferença (letras distintas) estatística entre os valores), estes íons foram 

considerados potenciais biomarcadores na diferenciação das duas espécies crípticas do gênero 

Fusarium que atuam como fitopatógenos de melão. Esse resultado eleva a hipótese de que a 

espectrometria de massas de alta resolução, quando aplicada por métodos rápidos de análise 

sem acoplamento com sistemas cromatográficos, apresenta-se como estratégia auxiliar em 

potencial no processo de diferenciação de espécies crípticas de fungos filamentosos. Logo, a 

avaliação por ANOVA dos dados de FI-MS indicou que grande parte das variáveis identificadas 

por PLS-DA e VIP são estatisticamente significantes para diferenciação das amostras dos 

fitopatógenos em estudo.

Após a perfeita classificação (diferenciação) dos fungos (LPPC072 e LPPC074) em 

diferentes espécies, baseada em fingerprint lipídico, foi realizada uma modelagem para detectar 

e distinguir os fungos acima mencionados sob a presença do fingerprint lipídico de amostras 

de melão.
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Figura 14. a) Gráfico de scores para o isolado fúngico LPPC072 (azul), isolado LPPC074 

(vermelho) e para melão sadio em verde; b) Gráfico de loadings com as variáveis relevantes 

(picos de m/z 600 a 1000) para classificação das amostras; c) VIP scores para a classificação 

das amostras com limite inferior igual a 1.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

A avaliação do gráfico de scores obtido por PLS-DA (Figura 14a) ilustra claramente a 

classificação das amostras em três diferentes grupos, onde é possível visualizar a permanência 

da nítida classificação dos isolados de Fusarium sulawense (morfotipo equiseti 3 LPPPC072) 

e Fusarium sp. (morfotipo incarnatum 3 LPPC074) mesmo na presença de amostras do perfil 

lipídico de melão saudável. A clara distinção dos grupos de amostras eleva a hipótese de que o 

método proposto poderia auxiliar no processo de identificação dos isolados de fitopatógenos 

quando estes estivessem no fruto, pois espera-se que os íons biomarcadores da presença dos 

fitópatógenos sejam evidentes na região de m/z 600 a 1000 de amostras de melão infectado. 

Sabe-se também que células do hospedeiro de fitopatógenos possuem a capacidade de utilizar 

lipídios para a geração de ácidos graxos que são precursores de ácido jasmônico, sendo este um 

sinalizador responsável pela ativação de uma cascata de reações bioquímicas na ativação de 
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genes de resistência que auxiliam na batalha do hospedeiro contra fitopatógenos.90 Assim, 

estudos futuros podem indicar uma diferenciação do perfil lipídico do fruto na presença do 

fitopatógeno, podendo este perfil ser característico da doença podridão-do-pedúnculo.

Ao realizar a inspeção do gráfico de scores (Figura 14a) é possível visualizar a 

classificação das amostras de fungos na região negativa de LV1, contrapondo-se a região onde 

foi classificada as amostras de melão. Mesmo as classificações de LPPC072 e LPPC074 

estando em regiões negativas de LV1, esta variável latente foi a maior responsável pela 

separação das três classificações, obtidas a partir da explicação de 54,65% da variância total 

dos dados.

A análise do gráfico de loadings (Figura 14b) juntamente com a visualização dos valores 

de VIP para as variáveis foi capaz de revelar que a grande maioria dos íons envolvidos na 

diferenciação dos isolados LPPC072 e LPPC074 na primeira etapa da análise estatística, 

permaneceram como potenciais biomarcadores da diferenciação dos isolados mesmo na 

presença de amostras de melão sadio, assim como mostrado na Tabela 1. Esse resultado 

corrobora com a hipótese de que a região espectral característica de lipídios de membrana de 

fungos apresenta potencial alvo de uso em estratégias de diferenciação de fungos crípticos em 

matrizes vegetais, como frutas tropicais, podendo ainda ser usada para identificação e 

diferenciação dos fitopatógenos.

Os parâmetros estatísticos usados para avaliar a qualidade dos métodos (Tabela 2) 

indicaram modelos bem ajustados de acordo com alta variância total acumulada usando apenas 

2 LV9s (superior a 83%), baixos erros de calibração e de validação cruzada (RMSEC e 

RMSECV) e a proximidade entre eles (índice de similaridade), bem como baixos valores para 

bias e CV bias. Além disso, considerando que a sensibilidade e especificidade de +1 representa 

a separação perfeita do agrupamento, e 21 indica a discordância total entre a separação dos 

grupos, os modelos apresentaram alta qualidade. Portanto, a indicação da presença de ambos 

os fungos pode ser alcançada com sucesso frente a composição do melão utilizando o modelo 

de classificação multivariado desenvolvido, bem como discriminar os isolados.
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Tabela 2. Parâmetros estatísticos dos modelos de classificação das análises multivariadas.

Modelo Fungos Fungos + Melão

Variância capturada (%) 83.68 84.26

Número de LVa 2 2

CVb - Sensibilidade 1.00 1.00

CVb - Especificidade 1.00 1.00

RMSECc 0.20 0.21

RMSECVd 0.30 0.26

RMSEC / RMSECVe 0.67 0.81

Bias -1.1 10-16 0.0

CVb Bias 0.02 0.01
aLatent variable; bCross-validation; cRoot Mean Squares Error of Calibration; dRoot Mean Squares Error of Cross-

Validation; eÍndice de similaridade.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

O processo de identificação foi seguido apenas para a análise dos potenciais 

biomarcadores referentes a diferenciação entre as cepas de fungos visto que estes apresentaram 

massas características de íons intactos na região de m/z 600 a 1000, não característica do perfil 

lipídico de melão sadio. Assim, a partir da utilização do banco de dados LIPID MAPS® na 

tentativa de identificação das categorias lipídicas, foi possível confrontar os resultados, como 

massa exata e fórmula molecular do banco de dados com as informações dos dados de alta 

resolução. A Tabela 3 ilustra as categorias de lipídios encontradas para os potenciais 

biomarcadores.

De acordo com a identificação putativa verificou-se a existência de lipídios 

categorizados como glicerofosfolipídios (GP) para os íons m/z 643.2962, 764.6480 e 784.5895. 

Esta categoria de lipídios funciona como blocos estruturais das membranas biológicas de 

organismos eucarióticos e, especificamente de fungos do gênero Fusarium, onde pode 

representar cerca de 4 a 21% da massa total de lipídios, dependendo da espécie.91-92 A categoria 

dos esfingolipídios (SP), também encontrada como proposta para alguns dos biomarcadores, 

como os íons m/z 736.6088, 736.6120, 738.6240, 782.5743 e 784.5895, são lipídios que 

constituem a membrana celular de organismos fúngicos, assim como os glicerofosfolipídios.93



46

Tabela 3. Identificação putativa da categoria de nove diferentes lipídios referentes aos isolados 

LPPC072 e LPPC074, selecionados de acordo com os valores de VIP scores.

*Banco de dados: 1 3 LIPID MAPS (LMSD); 2 3 LIPID MAPS (LMISSD); NE 3 não encontrado

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Os lipídios categorizados como SP possuem grande interesse de estudo pois são 

considerados não só como blocos construtores da bicamada lipídica das células, mas também 

estão envolvidos em processos de sinalização e virulência de fungos patogênicos.93-94

A identificação inequívoca da espécie lipídica esbarra na existência de uma variedade 

de ácidos graxos que constituem as estruturas lipídicas, existência de espécies isobáricas com 

a mesma massa nominal, diferentes grupos funcionais ligados, gerando uma grande quantidade 

de isômeros e dificultando a atribuição completa da estrutura.95-97 Porém, ainda assim é possível 

obter resultados satisfatórios na atribuição de categorias lipídicas a partir de fingerprint, 

possibilitando o conhecimento prévio do perfil lipídico característico da amostra em estudo.98

Massa

exata (m/z)
Biomarcadores Erro (ppm)

Formula

Molecular

Categoria/

Lipídios
LPPC072 LPPC074 Ref.*

643.2962 643.298271 -3.2 C26H54O12P2Na GP - + (2)

736.6088 736.6086 0.27 C44H82NO7 SP + - (1)

736.6120 736.6086 4.6 C44H82NO7 SP + - (1)

738.6240 738.6242 0.27 C44H82NO7 SP + - (1)

760.6091 NE NE NE NE + - NE

762.6240 NE NE NE NE + - NE

764.6480 764.6528 -6.28 C43H87O7P GP + - (1)

782.5743 782.5753 1.27 C42H81NO10Na SP - + (1)

784.5895 784.5851 5.6

C44H82NO8P(1)

C44H82NO8P(1)

C44H84NO9P(1)

C44H79O8P(1)

C44H83NOP(2)

GP - + (1;2)
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6 CONCLUSÃO

A partir do fingerprint de lipídios por FI-MS aliada a métodos quimiométricos de análise 

foi possível distinguir dois fungos fitopatogênicos isolados de melão, Fusarium sulawense 

(morfotipo equiseti 3 LPPPC072) e Fusarium sp. (morfotipo incarnatum 3 LPPC074)) 

pertencentes ao complexo de espécies FIESC. Os resultados das análises estatísticas foram 

promissores, onde a combinação de análises supervisionadas de dados na construção de 

modelos de classificação por PLS-DA, juntamente com a análise univariada de dados (ANOVA 

one-way), forneceram alta capacidade preditiva para as duas espécies crípticas analisadas frente 

ou não a amostras de melão sadio, sendo capaz de distinguir as amostras pelo perfil lipídico 

bruto com um alto grau de confiança e fornecer potenciais lipídios biomarcadores para a região 

de massa de m/z 600 a 1000. 

Esse fato efetivou a potencialidade da abordagem exposta nesse estudo piloto, 

alavancando-a como potencial método a ser utilizado em laboratórios especializados na área de 

fitopatologia, pois traz à tona a possibilidade de utilizar essa abordagem na busca de marcadores 

taxonômicos entre espécies de diferentes fitopatógenos através de um método sensível, rápido 

e preciso de análise, podendo ser utilizado em consonância com os métodos atualmente 

empregados na diferenciação de espécies crípticas de fungos.

Por fim, é possível afirmar que diante dos resultados apresentados, a abordagem 

proposta possui grande potencial para posteriores estudos visando o processo de identificação 

e classificação de amostras de melão em <sadio= ou <contaminado=, visto que o perfil lipídico 

do fruto possui uma faixa de fingerprint único quando comparado com os fitopatógenos, onde 

seria possível a visualização dos potenciais biomarcadores das espécies crípticas ou de uma 

alteração lipídica decorrente da infecção. Assim, a abordagem visa atender demandas futuras 

relacionadas as adversidades causadas por fitopatógenos fúngicos encontradas no manejo da 

cultura de melão, principalmente quando se diz respeito aos problemas ocasionados por doenças 

pós-colheita, especificamente para a podridão do pedúnculo-do-melão, podendo ainda ser 

estendido para outros frutos e outros fitopatógenos.
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