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Apresentacao

Ana Cristina Fermino Soares
Norma Suely Evangelista-Barreto
Phellippe Arthur Santos Marbach

Este livro foi elaborado por docentes e discentes do Programa
de POs-Graduagao em Microbiologia Agricola (PPGMA) da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB/Embrapa. O PPGMA foi criado
em 2008 pela UFRB em ampla associacdo com a Embrapa Mandioca e
Fruticultura, ampliando a colaboracdo técnico-cientifica entre ambas
as instituicoes, com a formacao de recursos humanos altamente
qualificados na area de Microbiologia Agricola. Desde entdo, ja formou
mais de 100 Mestres em Microbiologia, cuja atuacao abrange os setores
publico e privado, com ensino, pesquisa e extensao em todo o territério
brasileiro.

As pesquisas realizadas pelos docentes e discentes do PPGMA
estdo relacionadas com diferentes aspectos da microbiologia e a
agricultura, abordando problemas e temas de interesse da regido do
ReconcavoedetodooestadodaBahia, dopaisetambém deabrangéncia
internacional. Em linhas gerais, nossas pesquisas envolvem o acesso
a biodiversidade de grupos microbianos de interesse na agricultura e
pesca, com o objetivo de explorar seu potencial biotecnolégico e o uso
de microrganismos, ou de processos microbianos no desenvolvimento
de solucdes para problemas relacionados a essas areas.

Os capitulos que compdem essa obra apresentam contetido
cientifico atualizado, na area de atuacdo dos docentes e discentes
do PPGMA, dando aos leitores a oportunidade de aprofundar seus
conhecimentos cientificos. Além do objetivo central de divulgar o
conhecimento cientifico, esperamos que a leitura desse livro inspire
jovens futuros cientistas a ingressarem na microbiologia, uma das



areas mais sedutoras e pulsantes das ciéncias bioldgicas, afinal
vivemos em um mundo microbiano!

Boa leitura!



Aplicacao de compostos bioativos em alimentos

Norma Suely Evangelista-Barreto
Milena da Cruz Costa

Jessica Ferreira Mafra

Aline Simées da Rocha Bispo

Os compostos bioativos sdo constituintes extranutricionais,
presentes em pequenas quantidades nosalimentos, que proporcionam
beneficios a satide, além do valor nutricional basico do produto (KRIS-
ETHERTON et al., 2002). Sao conhecidos por serem essenciais e nao
essenciais,como as vitaminas e polifendis, que sio partes constituintes
da cadeia alimentar, podendo apresentar efeitos benéficos a satde
humana (BIESALSKI et al., 2009). As substancias bioativas exibem como
efeitos benéficos, a reducao do risco de doencas, como cancer, diabetes

e doencas cardiovasculares (OH, 2016). Além disso, funcionam como
antioxidantes, anti-mutagénicos, antialérgicos, anti-inflamatoérios e
antimicrobianos, com grande potencial na preservacao de alimentos
(GIACONIA et al., 2020; BANOZIC, BABIC; JOKIC, 2020).

As substancias bioativas sdo divididas em metabolitos
primarios, que sio as substancias quimicas destinadas ao crescimento
e desenvolvimento, como carboidratos, aminoacidos, proteinas e
lipidios (BANOZIC; BABIC; JOKIC, 2020) e metabélitos secundarios, que
sdo produzidos por meio de varios processos fisiol6gicos e bioquimicos
e, desempenham papelvitalnatolerancia a diferentes tipos de estresses
(MAHAJAN; KUIRY; PAL, 2020). Nas plantas, os metabdlitos secundarios
desempenham um papel protetor dos estresses bidticos e abi6ticos
(BANOZIC; BABIC; JOKIC, 2020), além de funcées importantes como
atividades antifingicas, antivirais, herbicidas e inseticidas (MIGUEL,
2010).

Todos os organismos vivos produzem compostos bioativos,
incluindo os microrganismos, plantas e animais, como parte de seu


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/nutritive-value
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975011000218#bb0255
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975011000218#bb0255
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996919301115#bb0460
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840118310903#bib0455
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840118310903#bib0455
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mecanismo de defesa (CHANDRA; SHARMA; ARORA, 2020). As plantas,
a exemplo de frutas, vegetais e residuos agroindustriais, animais e
microrganismos de ambientes terrestres e marinhos sdo as principais
fontes desses compostos.

As plantas

Os compostos bioativos das plantas sdo divididos em quatro
categoriasdeacordo com aBritish Nutrition Foundation.Essas categorias
incluem compostos fenolicos (como ligninas, acido fenolico, taninos,
cumarinas,ligninas,estilbenoseflavonoides),terpenos (monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos e politerpenos),
alcaloides (alcaloides verdadeiros, protoalcaloides e pseudoalcaloides)
e compostos contendo enxofre (fitoalexinas, tioninas, defensinas e
lectinas) (MAZID; KHAN; MOHAMMAD, 2011).

Oscompostos fenolicos,incluindoasubcategoriadosflavonoides,
estdo presentes em todas as plantas e tém sido estudados em cereais,
legumes, nozes, azeites, frutas, chas e vinhos tintos (KRIS-ETHERTON
et al, 2002). Estes compostos apresentam excelentes funcdes na
prevencao de varias doencas associadas ao estresse oxidativo (WENet
al., 2019), além de propriedades antioxidantes e anti-inflamatorios,
e um grande potencial para a promocao da satide em muitas areas
(FAKHRI et al., 2020).

Andrade et al. (2017) estudando diferentes tipos de prépolis
brasileiras (marrom, verde e vermelha) relataram altos teores de
compostos fenolicos com alta atividade antioxidante, indicando que a
propolis é uma fonte promissora de polifendis biologicamente ativos.

A categoria dos terpenos ou terpendides compoem outra classe
de metabolitos biologicamente ativos, de grande interesse para os seres
humanos, devido ao seu uso extensivo nas indtstrias alimenticias,
farmacéutica, cosmética e agricola (PICHERSKY; RAGUSO, 2018). Esses
compostos sdo responsaveis por apresentar efeitos anti-inflamatorios,
antioxidantes, neuroprotetores, anticancerigenos (FAKHRI et.al,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975011000218#bb0255
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975011000218#bb0255
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/phenolic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/polyphenol
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2020) e pela atividade letal ou citot6xica contra microrganismos,
fungos e virus (REDDY et al., 2020). Os terpenos, juntamente com oS
compostos aromaticos, constituem os 6leos essenciais das plantas,
geralmente usados como aditivos alimentares, antimicrobianos
aceitos globalmente (WINK, 2015). Como exemplo, Bourgou et al. (2010)
descreveram a atividade biol6gica do 6leo essencial das sementes
de Nigella sativa (cominho preto), demonstrando a sua aplicacdo
no tratamento de patologias inflamatérias cronicas associadas a
superproducdo de 6xido nitrico, bem como seu uso como agente
antibacteriano.

Quimicamente, os alcaloides sdo um grupo de compostos
contendo um ou mais atomos de nitrogénio (dentro do anel
heterociclico), com varios efeitos farmacol6gicos e biol6gicos (HAMDI
et al, 2018; ZHU et al., 2018). Como exemplo, temos a ricinina, um
alcaloide toxico e um dos principais compostos presentes em sementes
de Ricinus communis (mamona) com atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, Salmonella Newport, Serratia marcescens, Streptococcus
progens, Shigella flexneri, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris e Pseudomonas aeruginosa (NATH
et al, 2011). Em humanos, doses excessivas desse composto causaim
efeitos como nauseas, vomitos e diarreia (ELIZABETH, 2012).

Os compostos bioativos contendo enxofre sio encontrados
em muitas espécies de plantas que geralmente tém propriedades
defensivas. Sao derivados de aminoacidos que contém enxofre
(principalmente cisteina), um grupo sulfonato ou uma estrutura
contendo um anel tiol (RAAB; FELDMANN, 2019). Os glucosinolatos e as
alininas sao as principais classes de compostos secundarios contendo
enxofre, encontrados em niveis elevados nas plantas. Os glucosinolatos
sao produtos naturais anioénicos observados em mostardas, couves
e repolhos, que desempenham papel defensivo nas plantas contra
pragas e patégenos (WITTSTOCK; BUROW, 2010).

Os compostos bioativos das plantas possuem diversos
mecanismos de acdo como efeitos antimicrobianos e antioxidantes.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840118310903#bib0800
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A acdo antimicrobiana de compostos fenélicos pode ser atribuida a
capacidade de quelar o ferro, vital para a sobrevivéncia de quase todas
as bactérias, além de desintegrar a membrana externa presente em
algumas bactérias, liberando lipopolissacarideos e aumentando a
permeabilidade da membrana citoplasmatica (PAPUC et al., 2017).

A acdo antioxidante dos compostos fenodlicos ocorre
principalmente pelo mecanismo redox e também, pelos compostos
atuarem como agentes redutores, doadores de hidrogénio e inibidores
do oxigénio (BORRELLL, TRONO, 2016). Assim, os compostos fenolicos
podem impedir a formacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio reativo, que inclui radicais livres como anion superéxido
(0,), hidroxil (OH) e 6xido nitrico (NO), bem como espécies de radicais
nao livres, como o per6xido de hidrogénio (H,0,) e o acido nitroso
(HNO,) (ZHUet al., 2002).

O mecanismo de acdo antimicrobiano dos terpenos esta
relacionado a capacidade de inibir dois processos essenciais a
sobrevivéncia microbiana, a captacao de oxigénio e a fosforilacao
oxidativa (MAHIZAN et al, 2019). Os terpenos também podem
aumentar a permeabilidade e a fluidez das membranas, causando
um vazamento extensivo de metabdlitos e ions essenciais as células
bacterianas levando-as a morte (OUSSALAH et al., 2006; SOLORZANO-
SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

Os alcaloides apresentam atividade antibacteriana por meio da
inibicdo da respiracdo e da sintese de DNA e proteinas, assim como
inibindo a motilidade bacteriana (SHANG et al., 2017). A sua atividade
antioxidante esta associada a inibicdo de espécies ao oxigénio, radical
superdxido (0,), além de inibir e eliminar a enzima lipogenase (AL-
JABER; AWAAD; MOSES, 2011). Enquanto os compostos contendo enxofre
sdo responsaveis pela atividade antioxidante de Allium spp. (POOJARY
et al, 2017), sendo esta relacionada com o aumento da atividade de
algumasenzimas,como a catalase (enzimas antioxidantes), superéxido
dismutase e glutationa peroxidase (ROSE et al., 2005).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/catalase
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/superoxide
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/glutathione
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/peroxidase
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157517300984#bib0685
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Os microrganismos

As bactérias sdo microrganismos produtores de compostos
bioativos com amplas aplicacoes praticas. Nesse sentido, se destacam
asbactériasdoacidolactico que apresentam atividade antimicrobiana,
devido aos produtos gerados a partir do seu metabolismo, como o acido
latico, acido acético, peroxido de hidrogénio, diacetaldeido, reuterina
e bacteriocinas (HUGAS, 1998; ABDEL-RAHMAN et al., 2013). Dentre as
bacteriocinas, a nisina é uma proteina ou peptideo biologicamente
utilizada como conservante em alimentos em muitos paises (DELVES
BROUGHTON et al., 1996).

Outras bactérias produtoras de compostos bioativos pertencem
aos géneros Bacillus e Pseudomonas (BERDY, 2005). As espécies de
Bacillus tém sido utilizadas como agentes de biocontrole para proteger
espécies vegetais, como tomate, milho, girassol emorango (ZOUARI et al.,
2016). O extrato de Bacillus sp. MERNA97 isolado de ambiente marinho
do mar vermelho contendo metabdlitos secundarios apresentou
potencial efeito protetor contra a toxicidade induzida por aflatoxina
B.. Esse efeito se deve principalmente ao sinergismo dos compostos
bioativos do extrato, uma vez que foram identificados 44 compostos
que possuem principalmente atividade antioxidante, anticancer e
antitumoral. Para os autores, essa cepa deve ser considerada uma nova
fonte de producao de diferentes produtos farmacéuticos ou aditivos
alimentares (ABDEL-WAHHAB et al., 2020).

Uzair et al. (2008) isolaram o composto zafrin[4f3-metil-5, 6, 7,
8 tetra-hidro-1(4B-H)-fenantrona] de um extrato bruto da bactéria
marinha Pseudomonas stutzeri. Este composto inibiu o crescimento
de varios patégenos humanos, incluindo Staphylococcus aureus,
Salmonella Typhi, Proteus mirabilis e Escherichia coli. Mukherjee et
al. (2014) em seu estudo também relataram um composto bioativo
produzido por P. synxantha com atividade biossurfactante, além de
propriedades anti-micobacterianas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844019361080#bib14
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844019361080#bib1
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/helianthus-annuus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/strawberries
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Outro grupo de microrganismos promissor para a producdo
de compostos ativos é das actinobactérias, que sdo bactérias Gram-
positivas, aerébias ou anaerdbias, filamentosas e formadoras de
esporos (BHATTI; HAQ; BHAT, 2017). O género Streptomyces contribui
com cerca de 7600 compostos com capacidade de eliminar patoégenos
multirresistentes a antimicrometabdlitos bioativos (BERDY, 2012).
Sabe-se que este género produz diversos metabdlitos bioativos,
como antibioéticos, compostos volateis e sider6foros (GOLINSKA et al.,,
2015). Compostos bioativos de actinobactérias foram relatados como
responsaveis por eliminar o crescimento de patégenos vegetais em
culturas de milho, tomate e bananeira, (CAO et al., 2005; GOUDJAL et al.,,
2014; TRUJILLO et al., 2015).

Em relacdo aos mecanismos de acdo dos compostos bioativos
das bactérias, existem diferentes modelos que explicam o modo de
acdo das bacteriocinas e, apesar de apresentarem algumas diferencas
estruturais, o modo de acdo mais reconhecido é a formacao de poros
e canais de ions na membrana citoplasmatica das células-alvo, que
modificam a permeabilidade da membrana, resultando no vazamento
do material celular (MOLL; KONINGS; DRIESSEN, 1999). Calo-Mata et al.
(2008) relataram que as bacteriocinas também afetam as membranas,
a sintese de DNA e a sintese de proteinas. Estudos relacionados ao
mecanismo de acdo da nisina apontaram a membrana citoplasmatica
como o alvo primario. Os efeitos da nisina em células suscetiveis a
sua acdo, incluem a inibicdo da biossintese de RNA, DNA, proteinas,
enzimas e polissacarideos,levando a morte da célula (DE MELO; SOARES;
GONCALVES, 2005).

Dentre os fungos, diversos grupos produzem metabdlitos
primarios e secundarios responsaveis por propriedades antioxidantes
e antibacterianas. As espécies produtoras de cogumelos se destacam
devido a capacidade de produzirem substdncias biologicamente e
fisiologicamente ativas, como os compostos fenolicos, policetideos,
terpenos e esteroides. Além disso, diferentes espécies de cogumelos


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501319310985#bib0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501319310985#bib0260
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501319310985#bib0260
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501319310985#bib0125
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501319310985#bib0275
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501319310985#bib0275
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501319310985#bib0765
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sdo as principais fontes de ergotioneina (ERG), um aminoacido que
contém tiol de ocorréncia natural, conhecido por suas propriedades
antioxidantes (WOLDEGIORGIS et al., 2014). Os cogumelos da espécie
Agaricus brasiliensis apresentaram teores fenoélicos, com atividade
antioxidante e antimicrobiana contra cepas Gram-positivas e Gram-
negativas. O alto teor de antioxidantes foi extraido com um solvente
nao toxico, sugerindo sua aplicacdo na indastria de alimentos (BACH
etal, 2019).

Segundo Hameed et al. (2020), os extratos microbianos ricos em
compostos antioxidantes produzidos pelo fungo filamentoso Mucor
circinelloides MCW]11 foram utilizados em varios sistemas alimentares
demonstrando excelente capacidade de eliminacdo de radicais e
quelantes de metais, além da diminuicao da degradacdo de acidos
graxos polinsaturados (PUFAs), com a diminuicao da oxidacdo lipidica
em sistemas de emulsdo em modelos alimentares.

Os metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos
podem ter diversos mecanismo de acdo. De acordo com George et al.
(2019) a acdo antibacteriana dos metabdlitos secundarios de P. setosum
causou alteracoes morfolégicas e intracelulares em S. aureus e E. coli.
Além disso, segundo os autores as func¢des biolégicas essenciais, como
os processos de transporte, osmorregulacao e respiracdo, biossintese
e reticulacdo do peptidoglicano sdo sustentadas pela membrana
intracelular da bactéria, e qualquer alteracdo em uma dessas funcoes
biologicas pode interferir na integridade da membrana celularinterna
das bactérias, causando sua morte celular.

Os compostos isolados de fungos endofiticos também podem se
ligar a proteina FtsZ e atuarem como inibidores potentes de infeccoes
bacterianas. FtsZ é a primeira proteina a se mover para o local da
divisdo e recrutar outras proteinas que produzem uma nova parede
celular entre as células em divisdo (BALLU et al., 2018). Segundo Wu et al.
(2018) os metabdlitos bioativos produzidos pelo fungo endofitico de
Ginkgo biloba L. é um potencial inibidor da proteina FtsZ em S. aureus.
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As algas

As algas contém diversos compostos biologicamente ativos
como os polissacarideos, vitaminas B, carotenoides, polifendis, fibras
alimentares, proteinas, e compostos naturais de crescimento de
plantas (ex. auxinas, giberelinas e citocininas) com potencial aplicacao
industrial. Elas sdo descritas como potenciais produtoras de compostos
com atividade antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante,
anti-inflamatoria e antitumoral (MICHALAK; CHOJNACKA, 2015).

As algas marinhas sdo divididas em trés classes, as algas
marrons (Phaeophyta), vermelhas (Rhodophyta) e verdes (Chlorophyta)
dependendo de sua estrutura quimica e distribuicio de pigmentos
(CIKOS et al., 2018). Das trés classes, as algas vermelhas sao as maiores
produtoras de compostos bioativos (ABDEL-RAOUF et al., 2015), com
grande aplicacdo na indastria cosmética, farmacéutica e de alimentos.
As algas vermelhas do género Laurencia coletadas em varias partes do
mundo produzem uma diversidade de metabdlitos secundarios, como
os sesquiterpenos e alguns di- e triterpenos (SUN et al., 2005).

Os compostos fenoélicos presentes em extratos das algas marrons,
Ascophyllum nodosum (ANE), Bifurcaria bifurcata (BBE) e Fucus vesiculosus
(FVE), da Galiza na Espanha, podem ser explorados como fontes de
compostos fenélicos antioxidantes, com potenciais aplicacdes nos
setores de alimentos e satide (AGREGAN et al., 2017). Além disso, as
algas vermelhas unicelulares Porphyridium spp. podem acumular
naturalmente grande quantidade de polissacarideos extracelulares e
fitoeritrina, com grande potencial de uso em alimentos, medicamentos
e nutricao (LI et al., 2019).

Anjali et al. (2019) comparando a atividade antioxidante
e antibacteriana de dois tipos de algas, Ulva lactuca (verde) e
Stoechospermum marginatum (marrom), relataram que as algas verdes
apresentaram maior atividade na eliminacdo de radicais e maior
atividade antioxidante em relacao as algas marrons. O mesmo foi
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observado para a eficacia antibacteriana das algas verdes, com os
compostos alcaloides e flavonoides, os principais responsaveis pela
atividade biologica.

Durante os tultimos anos, muitos estudos foram realizados
sobre a atividade biologica das algas marinhas (ASLAN et al., 2019) e
um dos mecanismos pelos quais os antioxidantes inibem a oxidacao
é a eliminacdo ou inibicao de radicais livres, como cation de radical
ABTS™, radical DPPH e espécies reativas, como anion superoxido,
peréxido de hidrogénio, radicais peroxila e hidroxila, oxigénio singlete
e peroxinitrito, responsaveis por danos oxidativos no corpo humano e
em alimentos (BALBOA et al., 2013; LIU et al., 2017).

Os compostos antimicrobianos provenientes de algas podem
inibir a sintese da formacdo da parede celular e bloquear a sintese
de peptidoglicano bacteriano, que é um recurso obrigatério para
as células sobreviverem. Essas moléculas antimicrobianas podem
ainda impedir o processo de transpeptidacao, danificar a membrana
plasmatica e inibir a funcdo da membrana bacteriana. Além disso,
0 agente antimicrobiano também pode interferir na sintese de
DNA ou RNA, impedindo a transmissdo de informacio genética nos
microrganismos. Em alguns casos, os agentes também inibem a sintese
de DNA girase, uma enzima que desempenha um papel importante
para replicacdo no desenrolamento de cadeias de DNA (BAJPAI, 2016).

Residuos agroindustriais

Os residuos agroindustriais compreendem todo residuo gerado
pela atividade das indtistrias agricola, pecuaria ou aquicola. A maioria
desses residuos sao s6lidos, mas também podem ser encontrados na
forma liquida ou gasosa. Todos os anos, as industrias que processam
matéria-prima agroindustrial no Brasil produzem grande quantidade
de residuos soélidos, especialmente durante o beneficiamento de
alimentos (SARAIVA et al., 2018). Estimativas da Food and Agriculture
Organization (FAO) sugerem que um terco dos alimentos produzidos
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no mundo para consumo humano (1,3 bilhdes de toneladas) acabe
no lixo anualmente e 409% da perda de alimentos em paises em
desenvolvimento como o Brasil, ocorre ap6s a colheita ou durante o
processamento, devido as condicdes inadequadas de armazenamento
e transporte (FAOQ, 2011).

Nas ultimas décadas, a aquicultura como também a producéo e
processamento de frutas e vegetais tem aumentado continuamente,
impulsionada pelo aumento da populacdo e mudancas de habitos
alimentares. Este crescimento segue a preferéncia de uma parcela
significativa de consumidores por alimentos naturais e de qualidade,
para um estilo de vida mais saudavel, uma vez que proporciona uma
quantidade substancial de nutrientes (FAO, 2018; COMAN eet al., 2020).

Na indastria aquicola, um dos segmentos que mais cresce
é o processamento de crusticeos, gerando, consequentemente,
grande quantidade de residuos que muitas vezes siao descartados
indevidamente. Estima-se que no mundo, somente 0 processamento
de crustaceos resulte todos os anos na producao de 6 a 8 milhoes de
toneladasderesiduos (MAO etal., 2017).Jaaindistria de processamento
de frutas contribui anualmente com mais de 0,5 bilhdes de toneladas
de residuos em todo o mundo (BANERJEE et al., 2017). Ao contrario
dos produtos processados, as frutas frescas e os vegetais apresentam
componentes ndo comestiveis como camadas externas e sementes,
que por ndo existir um mercado definido para sua comercializacéo,
normalmente sao descartados sem tratamento, causando impacto
ambiental, social e econémico (LAURENTIIS; CORRADO; SALA, 2018).
A parte ndo comestivel constitui, por exemplo, na banana 35%, no
abacaxi 46%, na toranja 30%, em frutas citricas 25-35%, na maca 12%,
na melancia 48%, na couve-flor e brocolis 43%, na cenoura e nabo 20%
e no alho 22% (LAURENTIIS; CORRADO; SALA, 2018). Esses subprodutos
industriais, formados principalmente por cascas, bagacos e sementes,
apresentam elevado valor nutritivo, e, portanto, poderiam ser
reaproveitados pela induastria farmacéutica, cosmética e alimenticia,
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como fonte de compostos bioativos como proteinas, fitoquimicos,
6leos essenciais, polissacarideos, fibras alimentares, sais minerais e
vitaminas (BANERJEE et al., 2017).

Neste cendrio, muitas alternativas para o destino de residuos
de alimentos tém surgido e tém sido alvo constante de pesquisas,
como, por exemplo, a utilizacdo de farinhas, 6leos essenciais, extratos
ou compostos isolados de subprodutos como bioingredientes em
alimentos funcionais voltados para o consumo humano. Destacamos
aqui trés subprodutos atualmente sendo investigados como
bioingredientes que poderiam contribuir com a reducdo dos residuos
agroindustriais.

O primeiro é o reaproveitamento de residuos de frutas e vegetais
por meio da extracdo de o6leos essenciais. Os Oleos sdo liquidos
aromaticos e volateis obtidos de materiais vegetais, incluindo flores,
raizes, cascas, folhas, sementes, frutas, madeira e plantas inteiras
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). Os 6leos essenciais apresentam
muitos compostos bioativos, principalmente derivados de terpenos
(mono e sesquiterpeno), que podem ser hidrocarbonetos como a- e
B-pineno, presentes em aguarras ou oxigenados como o eugenol
encontrados no cravo-da-india (RiOS, 2016).

Na inddastria alimenticia, os 6leos essenciais podem ser usados
em uma variedade de segmentos como na producdo de bebidas,
aromatizantes ou como conservantes de alimentos, devido as suas
propriedades biolégicas, como atividade antibacteriana, antifiingica,
antiviral, antioxidante, entre outras (RIOS, 2016; VIEIRA et al., 2019).

A segunda alternativa seria a producao de extratos como fontes
naturais de substancias bioativas ou como substituto de conservantes
quimicos para aplicacdo na industria de alimentos. Na producao de
suco, o processamento de frutas citricas gera milhares de toneladas
de cascas como residuos. A casca de frutas citricas é um subproduto
rico em compostos fenolicos como acidos fendlicos (principalmente
acido cafeico, p-cumarico, fertilico e sinapico), flavanonas (geralmente
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naringina e hesperidina) e flavonas polimetoxiladas (principalmente
nobiletina e tangeretina) que apresentam potencial antioxidante e
beneficios a satide (SINGH et al., 2020).

Outro extrato que vem chamando a aten¢do como ingrediente
funcional em alimentos, devido a sua composicdo quimica e
propriedades biolégicas é o extrato de propolis, subproduto das
abelhas. O Brasil apresenta potencial na producao de prépolis devido
a grande biodiversidade, com 13 tipos de prépolis. A composicdo
quimica da prépolis depende da vegetacao, e, varia de acordo com a
regido geografica, clima, meio ambiente condi¢des e época de colheita.
Normalmente sdo encontrados nos diferentes tipos de propolis acidos
fenodlicos, flavonoides, incluindo flavonas, flavanonas, flavondis e
chalconas, terpenos, aldeidos aromaticos, alcoois, acidos graxos,
estilbenos, esteroide, aminoacidos, lignanas e acticares (ANDRADE et
al., 2017).

Como terceira alternativa se tem a extracao de quitosana a partir
das cascas de crustaceos, que compoem grande parte dos residuos
da carcinicultura. A quitosana é um biopolimero linear comumente
usado como revestimento em alimentos, devido a sua natureza nao
toxica, biocompatibilidade, biodegradabilidade, acdo antimicrobiana,
antioxidante e capacidade de formacdo de filme (VIEIRA et al., 2019).
Nos tultimos anos, a quitosana tem despertado interesse consideravel
por seus efeitos bioativos que sio atribuidos principalmente a sua
natureza policatiénica (LIZARDI-MENDOZA; MONAL; VALENCIA, 2016).

Aplicacao em alimentos

A busca da indtstria de alimentos por ingredientes funcionais
obtidosa partir de fontes naturais tem crescido nos tiltimos anos, e esse
aumento esta aliado ao interesse do consumidor por alimentos mais
saudaveis, bem como o interesse da indtstria em evitar a deterioracao,
contaminacao microbiana e a oxidacao lipidica. O fato comprovado
de que substancias naturais diminuem ou eliminam os prejuizos
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gerados pelas indaistrias que utilizaram conservantes sintéticos, como,
por exemplo, o 23-terc-butilhidroxianisol (BHA) e 26-di-tert-butil-
4-hidroxitolueno (BHT), tem levado a busca por fontes alternativas
gue sejam viaveis e capazes de substituirem e/ou se associar aos
antioxidantes sintéticos e antimicrobianos convencionais. Desta
forma, o uso de extratos vegetais, 6leos essenciais e biopolimeros
como a quitosana, sdo considerados fontes promissoras para serem
inseridas em alimentos, com a finalidade de atuarem como saudaveis,
funcionais e ainda, como conservantes naturais.

Qualquer substancia com capacidade de retardar ou impedir
o processo de oxidacdo (rancificacdo ou off-flavors) em alimentos é
chamado de antioxidante. Além disso, os antioxidantes atuam na
diminuicdo da formacdo de produtos toxicos, mantém a qualidade
nutricional e sensorial do produto e, podem aumentar a vida de
prateleira (DEHGHANI;, HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018). Por outro lado,
agentes antimicrobianos sdo aqueles que interferem na reproducao
e crescimento de microrganismos em geral. A seguranca alimentar
e o prazo de validade dos alimentos estdo relacionados a presenca
da deterioracdo dos alimentos e a presenca de microrganismos
patogénicos e, devido a esses fatores, durante o armazenamento,
muitas reacoes quimicas e enzimaticas endégenas ocorrem alterando
a sua qualidade (PISOSCHI et al., 2018).

Diantedoexposto,haumgrandeinteressepeloestudodaoxidacdo
lipidica, em virtude da deterioracdo que este tipo de dano oxidativo
pode causar e sua atividade antimicrobiana. A formacao de filmes e de
revestimentos comestiveis sdo consideradas técnicas eficientes para
prolongar avalidade dos alimentos, e alguns dos polimeros que podem
ser utilizados sdo as proteinas ou polissacarideos, como a quitosana e
o alginato de sédio (SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014).

No Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Ambiental
(LABMAA) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB),
a extensao da vida ttil do pescado tem sido obtida com diversos
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compostos bioativos. Rodrigues et al. (2020) estudaram filés de robalo
(Centropomus undecimalis) congelados, com revestimento comestivel
de alginato de s6dio incorporado com extrato etanoélico de Padina
gymnospora. Vieira et al. (2019), avaliaram o efeito sinérgico do
revestimento de quitosana adicionado de 6leo essencial de cravo-
da-india (Syzygium aromaticum) na preservacao de filés de tambaqui
(Colossoma macropomum) obtiveram reducdo da oxidacdo lipidica
e atividade antimicrobiana. Santana et al. (2019) ao testarem o 6leo
essencial de cravo com extrato de propolis verde, observaram o
aumento da vida ttil do sururu (Mytella guyanensis) refrigerado, em
mais de 10 dias, com reducdo da carga microbiana de coliformes.
Ribeiro (2018) ao estudar o revestimento de alginato de sédio com
6leo essencial de tomilho branco em filés de tilapia verificou que o
revestimento apresentou potencial antioxidante em filés de peixe,
podendo ser utilizado em substituicdo ao conservante sintético BHT.

Ainda com o grupo de pesquisas do LABMAA, Evangelista-Barreto
etal.(2018) demonstraram que o 6leo essencial de orégano atuou como
barreira no desenvolvimento de bactérias deteriorantes e E. coli, em
linguica de peixe frescal, devido sua forte atividade antibacteriana.
Silva et al. (2019) promoveram diminuicdo significativa da carga
microbiana patogénica de S. enteriditis e S. aureus, ao revestirem carne
bovina com 2% de quitosana. Falcdo (2019) avaliando o revestimento
comestivel de quitosana e prépolis verde em diferentes concentracoes
em cortes de bisteca suina, relatou a extensao da vida itil das bistecas
em 12 dias, quando armazenadas sob refrigeracao.

Vale ressaltar, que todas essas aplicacfes e resultados sdo
dependentes de diferentes variaveis, como, por exemplo, a fonte
alimentar, o polimero utilizado para formacdo do revestimento, os
microrganismos estudados, as substancias antimicrobianas testadas
e também as condicoes de armazenamento. Assim, a aplicacdo de
compostos bioativos podera agregar valor sensorial ao produto,
estender a vida til, garantir a seguranca alimentar, e ainda, reduzir os
custos de producao.
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Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) sdo uma grande
preocupacdo de satde puablica global. Trata-se de uma sindrome
geralmente constituida de anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia,
acompanhada oundo de febre, relacionada a ingestao de alimentos ou
dgua contaminados (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Dentre os alimentos envolvidos em surtos de DTA esta o pescado
queincluipeixes,crustaceos, moluscos,anfibios, répteis,equinodermos
e outros animais aquaticos usados na alimentacdo humana (BRASIL,
2017). Assim, o consumo de pescado contaminado é visto como uma
pratica que oferece risco a Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN).

A SAN é definida como:

[..] a realizacdo do direito de todos ao acesso
regular e permanente a alimentos de qualidade, em
quantidade suficiente, sem comprometer o acesso
a outras necessidades essenciais, tendo como base
praticas alimentares promotoras da satide, que
respeitem a diversidade cultural e que sejam social,
econOmica e ambientalmente sustentaveis (BRASIL,
2006, p.1).

Para o alcance da SAN, Bhutta et al. (2013) e Pinstrup-Andersen
(2009) afirmam que, ao nivel individual ou familiar, deve haver
seguranca microbiolégica e a auséncia de contaminantes fisicos e
quimicos nos alimentos, pois condicoes sanitarias desfavoraveis, assim
como contaminacdes quimicas repercutem na seguranca dos alimentos,
constituindo-se um risco a satide ptiblica e a satide ambiental.
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Na costa brasileira, os bivalves sdo relevantes na economia
de subsisténcia de comunidades tradicionais, algumas das quais
residem no entorno de areas de protecdo marinha, que localmente sdo
denominadas de Reservas Extrativistas (RESEX) Marinhas, Unidades de
Conservacao cujo objetivo é o uso sustentavel dos recursos naturais
e a protecao dos meios de subsisténcia e da cultura de populacoes
litoraneas (BRASIL, 2000).

0 molusco bivalve Mytella guyanensis (Lamarck, 1819), conhecido
popularmente como “sururu” ou “marisco-do-mangue”, é um desses
bivalves que se constitui em um importante recurso pesqueiro para
as populacdes litoraneas brasileiras, sendo considerado fonte de
subsisténcia e renda (NISHIDA; NORDI; ALVES, 2008). Além disso,
é considerado fonte protéica para a alimentacdo, e também um
indicador ambiental, visto que apresenta morfologia de animal
filtrador, possuindo a capacidade de absorver substancias quimicas
e micro-organismos presentes no ambiente, os quais podem ser
prejudiciais a satide humana (NASCIMENTO et al., 2011).

Alguns micro-organismos associados aos moluscos bivalves
podem causar surtos de toxinfecces alimentares em humanos, por
meio da ingestdo desses moluscos contaminados. Sua microbiota
envolve Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus e
Vibrio spp. (SANDE et al., 2010). A contaminacdo microbiana pode
ser resultante do ambiente, ou pode ser adquirido por meio da
manipulacdo inadequada, no armazenamento e durante o processo
de comercializacao (SILVA JUNIOR, 2014).

Além dos perigos biolégicos, aguas contaminadas por poluentes
quimicos representam riscos a satde ambiental e publica, uma
vez que podem ter efeitos téxicos para todo o ecossistema (SANTOS,
2009). O contato com esses tipos de poluentes causa alteracdes nos
animais que se iniciam no nivel celular/molecular e se estendem para
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tecidos e 6rgaos, desencadeando efeitos secundarios, os quais levam
a anomalias ou a mortalidade (SANDERS, 1990). Ja para humanos,
estudos demonstram que esses poluentes podem ocasionar disttirbios
no sistema nervoso central e até o 6bito (FERREIRA et al., 2007).

Desta forma, o Grupo de Pesquisa Satide Alimentos, Nutricdo e
Ambiente (SANA), cadastrado no CNPq, desenvolveu acoes de pesquisa
sobre a qualidade do sururu M. guyanensis produzido e comercializado
na Baia do Iguape (Bahia, Brasil), vinculadas ao projeto de pesquisa
Mulheres Mariscando e Pescando Sonhos: Inclusdo Socio-produtiva de
Familias Quilombolas.

Moluscos bivalves

Sdo denominados moluscos bivalves, os animais que possuem
um corpo mole, protegido por uma concha de duas valvas, as quais, por
sua vez, mantém-se unidas devido a presenca dos musculos adutores
em cada uma das suas extremidades e sua retraccdo faz com que as
valvulas se fechem (SILVA; BATISTA, 2008).

Dentre os moluscos bivalves comestiveis comercializados no
Brasil, destacam-se, Mytella guyanensis (Lamarck, 1819), Mytella falcata
(Orbigny, 1842), Iphigenia brasiliensis (Lamark, 1818), Tagelus plebeius
(Lighffort, 1786), Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828), Perna perna
(Linnaeus, 1758) e Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791) (MONTELES
et al., 2009).

Devido ao seu alto valor nutricional, os mesmos desempenham
elevada importancia na dieta humana por serem fonte de nutrientes
essenciais (FAO, 2012), como proteinas, vitaminas (A e D), minerais,
como zinco, ferro e cobre, acidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa (PUFA) da série 6mega trés (w-3) e Omega seis (w-6) e carboidratos,
e por apresentarem baixo valor calérico (SANTOS et al., 2014).

Acomposicdoequalidade dos moluscos bivalves comestiveis podem
ser influenciadas por diversos fatores, dependendo da espécie. Entre
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individuos da mesma espécie,a composicdo depende de fatores genéticos,
fisiol6gicos, grau de maturacao sexual, idade, sexo, zona geografica, época
doano,dietaedisponibilidadealimentar, fatoresambientais (temperatura
da agua, salinidade, oxigénio dissolvido), sistema de cultivo, manuseio e
condicoes de conservacao (NUNES et al., 2008).

Apesar dos beneficios, existem riscos associados ao consumo
de moluscos bivalves, pois os mesmos possuem a fisiologia de
animais filtradores, podendo incorporar e bioacumular em seus
tecidos, diversos patégenos humanos, eventualmente presentes nas
aguas estuarinas, tais como bactérias e protozoarios, assim como
contaminantes quimicos (NASCIMENTO et al., 2011). Os estuarios sao
ambientes aquaticos de transicao, onde os rios desaguam no mar,
havendo interacao de aguas marinhas e continentais (LEAL; FRANCO,
2008). Esse ambiente é favoravel a diferentes tipos de contaminacao
resultantes de agdes antropicas, por meioe de lancamento de efluentes
domeésticos e industriais ndo tratados, que afetam diretamente a
qualidade da agua, podendo causarriscos a satide humana e as espécies
presentes no habitat (BARROS; BARBIERI, 2012). A condi¢do do ambiente
estuarinondo é otnico fator determinante paraa qualidade higiénico-
sanitaria do molusco, pois existem outros fatores relacionados com as
etapas posteriores a captura, como é o caso da manipulacdo, transporte
e armazenamento (VIEIRA et al., 2006).

Sururu (Mytella guyanensis)

A espécie M. guyanensis (Figura 1), € um molusco comestivel que
pertence ao Filo Mollusca, Classe Bivalvia, Ordem Mytiloida, Familia
Mytilidae, Género Mytella (RIOS, 1994), conhecida popularmente como
sururu ou marisco-do-mangue, sendo encontrada do México ao Peru, no
oceano Pacifico, e da Venezuela ao Brasil, no oceano Atlantico (RIOS, 2009).
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Figura 1. Espécie em estudo: Mytella guyanensis

o

Fonte: Acervo do projeto de pesquisa: Mulheres Mariscando e Pescando Sonhos: Inclusdo
Sécio-produtiva de Familias Quilombolas.

Esta espécie é encontrada em bosques de mangue, situados na
zona entremarés de ambientes estuarinos, enterrada no substrato
lodoso, numa profundidade maxima de 1,0 cm, onde utiliza o bisso
parase fixar nasraizes subterraneas (NISHIDA; LEONEL, 1995; MARQUES,
1998). A sua visualizacdo e captura é facilitada gracas a posicdo
perpendicular, que forma uma pequena marca retilinea deixada pela
borda das valvas na superficie do substrato (ADORNO, 2003). Apresenta
uma concha grande e pode apresentar comprimento maximo de 80
mm. E um molusco dioico, com proporcdo sexual de 1:1. Em fémeas,
o tecido gonadico apresenta uma coloracdo que varia de alaranjado
a vermelho-pardo e nos machos de branco-leitoso a marrom-claro
(BOFFI, 1979).

Extrativismo e comercializacao

A RESEX Marinha Baia do Iguape foi criada em 11 de agosto de
2000, abrangendo uma area de 10.082.45 hectares. £ uma Unidade
de Conservacio de uso sustentavel, que consubstancia uma
territorialidade, dada pelo uso e manejo dos recursos naturais pelas
populagdes tradicionais (BRASIL, 2009). Nela existem 1150 pessoas (UCB,
2020), remanescentes de quilombos que tem tém sua subsisténcia
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e renda baseada na exploracdo de M. guyanensis, proveniente do
manguezal (PROST, 2010).

A Baia de Iguape é composta pelos setores Norte, Central e Sul.
Os setores Norte e Sul tém canais de maré com largura média de 200
m e profundidades entre 5 e 10 m, estendendo-se por cerca de 11 km e
7 km, respectivamente. O setor Central é raso, com grandes bancos de
areia alongados e paralelos a corrente de maré, em exposicdo na maré
baixa de sizigia, correspondendo ao delta fluvial do Rio Paraguacu.
Apresenta extensa area entremarés vegetada (28,1 km?) e ndo vegetada
(~16 km?). A area vegetada é composta por mangues, com predominio
de bosques de mangue branco Laguncularia racemosa (L.) (GENZ, 2006).

Nesta regido a mariscagem, atividade praticada nos mangues,
é desenvolvida manualmente, com o intuito de capturar moluscos
bivalves durante os periodos de marés baixas (FADIGAS; GARCIA;
HERNANDEZ, 2008) e tem sido considerada uma atividade econémica,
juntamente com a agricultura familiar e atividades de turismo. Os
bivalves beneficiados nessa regido atendem a subsisténcia das familias
das comunidades do entorno da Baia do Iguape e abastecem o mercado
de cidades circunvizinhas, como Cachoeira, Sdo Félix, Maragogipe e
Santo Amaro (FREITAS et al., 2015).

Contaminacao microbiana

Dados epidemiolégicos do Ministério da Satide apontam que
ocorreram 6903 surtos de DTA no periodo de 2009 a 2018 e 2,1% dos
surtos estavam relacionados ao consumo de pescado in natura ou
processado (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Toxinas, bactérias, metais toxicos e produtos quimicos sdo os
principais causadores das DTA (FRANCO; LANGRAF, 2008), sendo que 0s
micro-organismos sao os mais importantes agentes etiolégicos, tendo
a ingestao de agua e alimentos contaminados como veiculo destes
para o organismo humano (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
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Surtos de doencas relacionadas ao consumo de moluscos
bivalves foram relatados no mundo, especialmente na América do
Norte, Asia e Europa. De todos os casos de DTA ocorridas nos Estados
Unidos da Ameérica, o consumo de moluscos foi responsavel por 10-
19% dos casos, sendo que 9% ocasionaram oObito. Em Nova Iorque, os
moluscos bivalves responderam por 64% das DTA. Este fato pode estar
associado as condicoes ambientais e a capacidade de bioacumulacao
dos moluscos, assim como as condicoes de processamento (BUTT;
ALDRIDGE; SANDERS, 2004).

Na presente pesquisa observou-se que, paraasamostrasinnatura
de sururuy, a quantificacdo dos micro-organismos estava no limite
permitido pela legislacdo e que as amostras processadas apresentaram
alto indice de contaminacdo por coliformes totais, E. coli e S. aureus.
Alémdisso,os pontosdevenda domoluscoapresentaram inadequacoes
com relacdo a conduta do manipulador, higienizacdo do ambiente
e condicoes de comercializacdo, destacando-se que a totalidade das
amostras da feira livre estava improépria para o consumo humano,
e que estas amostras apresentaram maior populacdo bacteriana
comparada as dos mercados, fato atribuido a temperatura inadequada
de comercializa¢ao (26 a 37°C), que favoreceu o crescimento dos micro-
organismos.

Estudos como o de Freitas et al. (2015) ratificam essas afirmacdes,
ao avaliarem as condicoes higiénico-sanitarias do processamento de
sururu em quatro comunidades da Baia do Iguape (Bahia, Brasil). Os
autores concluiram que a maior fonte de contaminacao do molusco
era proveniente das maos das marisqueiras, as quais apresentaram
elevada populacdo de S. aureus que pode indicar falha higiénico-
sanitaria no processo de desconchamento do molusco.

Coliformes

As bactérias do grupo coliformes totais pertencem a familia
Enterobacteriaceae, compreendendo bacilos Gram-negativos, e nao
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formadores de esporos, anaerobios facultativos, capazes de fermentar
a lactose com producdo de gas, quando incubados a temperatura de
35-37°C, por 48 horas. Este grupo inclui cerca de 20 espécies, incluindo
bactérias de origem gastrointestinal de humanos e outros animais de
sangue quente. Além de presentes nas fezes, os coliformes encontram-
se presentes também em vegetais e no solo. Assim, a presenca de
coliformes totais nos alimentos pode ndo indicar contaminacao fecal
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Coliformes termotolerantes possuem definicOes semelhantes
aos coliformes totais, porém este grupo corresponde as bactérias que
apresentam a capacidade de continuar fermentando a lactose com
producdo de gas a 44-45,5°C por 24 horas. Existem quatro géneros, E.
coli, Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter que sao coliformes oriundos do
trato gastrintestinal. E. coli representa cerca de 90% deste grupo (SILVA
et al.,2017).

E. coli é um patégeno de origem alimentar relacionado a
contaminacao fecal. Esse micro-organismo pode reduzir nitrato
a nitrito, de fermentar a glicose com producdo de acido e gas, é
oxidase negativa e catalase positiva. Geralmente moével com flagelos
peritriquios, metaboliza uma ampla variedade de substancias, como
carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipideos e acidos organicos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). A colonizacdo do trato gastrointestinal
humano porE. coli ocorre logo ap6s o nascimento e, apos a colonizacao,
esta persiste como integrante da microbiota normal do intestino por
toda a vida. A deteccao de E. coli pode indicar possivel ocorréncia de
outros micro-organismos com patogenicidade ainda maior para o ser
humano e animais (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Entretanto, apesar
de fazer parte da microbiota fecal humana e/ou animal, algumas
cepas de E. coli podem causar doencas, devido a obtencao de fatores de
viruléncia por transferéncia horizontal de material genético (GOMES
et al., 2016).
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De maneira geral, cepas de E. coli patogénicas sao classificadas
em dois grupos: E. coli diarreiogénicas, sendo o intestino o seu sitio
de infeccdo, e E. coli patogénicas extraintestinais, que apresentam
capacidade de colonizacdo em outros sitios organicos, como sangue,
sistema nervoso central e trato urinario (JOHNSON; RUSSO, 2005).
Trata-se de um micro-organismo que pode provocar grande variedade
de doencas devido a diversos fatores de viruléncia que apresenta. Sua
caracterizacao antigénica baseia-se de acordo com a presenca dos
antigenos O (somatico), encontrado na parede celular, H (flagelares)
e K (capsulares) (TRABULSI;, ALTERTHUM, 2015). De acordo com as
caracteristicasdeviruléncia,abactériaE. colié classificada em patotipos,
como EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC (E. coli enterotoxigénica),
EIEC (E. coli enteroinvasora), EHEC (E. coli enterohemoragica), EAEC (E.
coli enteroagregativa) e UPEC (E. coli uropatogénica) (CROXEN; FINLAY,
2010).

Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos,
pertencentes a familia Micrococcaceae, sendo pequenas, imoveis
e com formato esférico (cocos). Sio anaerobicas facultativas, com
maior crescimento sob condicdes aerébicas, quando entdo, produzem
catalase. Sio micro-organismos mesofilos que se desenvolvem entre
7 e 47,8°C, idealmente entre 30 e 37° C, enquanto suas enterotoxinas
sao produzidas entre 10 e 46° C (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Atualmente
32 espécies sdo incluidas neste género de bactéria, sendo que cinco
destas sdo capazes de produzir uma enzima extracelular, a coagulase,
e trés espécies produzem enterotoxinas. Em surtos de intoxicacao
estafilococica, S. aureus é a espécie mais prevalente, entretanto S.
intermedius e S. hyicus também podem produzir enterotoxinas (SILVA;
GANDRA, 2004).

A intoxicacao alimentar estafilocécica é atribuida a ingestdo de
toxinas produzidas e liberadas pela bactéria durante sua multiplicacao
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nos alimentos, representando um risco para a satde puiblica. Essa
toxina, é termoestavel, podendo permanecer nos alimentos mesmo
apos a coccdo, favorecendo a ocorréncia da intoxicacdo. Em média, de
quatro horas apos a ingestao do alimento contaminado, os sintomas
da intoxicacdo estafilococacica comecam a aparecer, como vOmito,
colica abdominal, diarréia, sudorese e cefaleia. A presenca desse micro-
organismo em alimentos indica falhas no processamento e condicoes
inadequadas de manipulacao (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Padroes microbiologicos

Segundo o Ministério da Satide do Brasil a intervencdo e a
indicacdo de medidas sanitarias para a prevencao e o controle de
surtos de DTA devem se apoiar em legislacao especifica do Ministério
da Satude, da Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

A ANVISA é o orgido responsavel por atuar na fiscalizacdo
das condicées higiénico-sanitarias, especificando os padroes
microbiolégicos dos moluscos bivalves para o consumo humano, por
meio da Resolucdo RDC n® 12/2001. Esta resolucdo estabelece os padroes
microbioldgicos sanitarios para alimentos. O limite maximo permitido
para coliformes termotolerantes é de 5x10 UFC/g, estafilococos coagulase
positiva 10° UFC/g e auséncia de Salmonella por grama de moluscos
bivalves cozidos, temperados ou ndao, industrializados resfriados ou
congelados. Essa Resolucdo ndo determina limite maximo permitido
para moluscos bivalves consumidos crus (BRASIL, 2001).

Em 2012 foi criado o Programa Nacional de Controle Higiénico-
Sanitario de Moluscos Bivalves (PNCMB), o qual atua no Brasil
semelhantemente a legislacdo europeia The European Union Shellfish
Quality Assurance Programme (EUSQAP), monitorando os micro-
organismos contaminantes e estabelecendo critérios para retirada de
moluscos destinados ao consumo humano em trés niveis: I - liberada
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(E. coli < 230 NMP/100g), IT - liberada sob condicéo (E. coli 230 a 46.000
NMP/100g) e III - suspensa (> 46.000 NMP/100g) (BRASIL, 2012).

Em 2019 foi publicada a Resolucdo (RDC) 331/2019 (BRASIL,
2019a), que trata dos padrdes microbiolégicos de alimentos e sua
aplicacdo, a qual entrara em vigor, em 12 meses a partir da data de sua
publicacao (26/12/2019). Para complementar o disposto na Resolucdo,
também foi publicada a Instrucdo Normativa (IN) 60/2019 (BRASIL,
2019b), que define as listas de padrdes microbiolégicos para alimentos
prontos para oferta ao consumidor. O limite maximo permitido
para E. coli (principal membro dos coliformes termotolerantes) é de
5x10% UFC/g, Estafilococos coagulase positiva 10° UFC/g e auséncia de
Salmonella por grama de moluscos bivalves crus, cozidos, temperados
ou nao, industrializados resfriados ou congelados. A novidade é a
determinacdo do limite maximo permitido, no caso de consumo de
moluscos bivalves crus resfriados ou congelados (E. coli até 10> UEC/g,
estafilococos coagulase positiva 10° UFC/g e auséncia de Salmonella por
grama de amostra) ou vivos (E. coli até 7 e auséncia de Salmonella por
grama de amostra) para consumo (BRASIL, 20019b).

Poluentes quimicos

Além dos micro-organismos patogénicos, o sururu pode
apresentar outras fontes de contaminacdo, como as substancias
inorganicas. Dentre as substancias inorganicas destacam-se os metais
toxicos que sdo considerados perigosos, devido a sua toxicidade,
bioacumulacdo e persisténcia no ambiente (BAIRD; CANN, 2011).
Por meio do processo de filtracdo, estes contaminantes podem
ser acumulados nos animais aquaticos, sendo transferidos para
a cadeia heterotréfica até o ser humano, processo denominado
de biomagnificacdo (PAN; WANG, 2011). Desta forma os bivalves
encontram-se mais suscetiveis a contaminacdo por metais téxicos do
que os peixes, visto que sdo organismos filtradores (SILVA; BATISTA,
2008; SANTOS et al., 2013).


http://www.in.gov.br/web/dou/-/resolucao-rdc-n-331-de-23-de-dezembro-de-2019-235332272
http://www.in.gov.br/en/web/dou/-/instrucao-normativa-n-60-de-23-de-dezembro-de-2019-235332356
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Dentre os contaminantes inorganicos, destacam-se o chumbo
e o cadmio por apresentarem efeito acumulativo e causarem
efeitos deletérios ao ser humano, sendo capazes de interferir em
reacOes enzimaticas, bloquear os grupos funcionais de biomolécula,
substituir ions metalicos essenciais e modificar a conformacao ativa
da biomolécula (JOIRIS; HOLSBEEK; OTCHERE, 2000). Por ndo serem
sintetizados e destruidos pelo organismo humano, os metais chumbo
e cadmio diferem de outros compostos toxicos, sendo considerados
nao essenciais devido a sua alta toxicidade (SILVA; BATISTA, 2008).

Considerando a capacidade dos bivalves de bioacumulacao,
estes sdo largamente utilizados em ambientes aquaticos como
bioindicadores para o monitoramento da polui¢cao por metais toxicos
em aguas costeiras, haja vista que a qualidade dos bivalves esta
intimamente ligada a qualidade do ambiente onde estes habitam
(PAN: WANG, 2011).

Santos et al. (2013), quantificando os metais chumbo e cadmio
em amostras de peixes (Centropomus undecimalis e Mugil brasiliensis),
molusco bivalve (M. guyanensis) e camarao (Penaeus brasiliensis) no
municipio de Sdo Francisco do Conde, Bahia, observaram que os niveis
de cadmio estavam no limite estabelecido pela legislacdo na maioria
das amostras, entretanto os niveis de chumbo estavam acima do
permitido nas amostras de molusco e camarao.

O chumbo, considerado um dos contaminantes mais comuns
no ambiente, é encontrado com relativa abundancia na crosta
terrestre, quase sempre como sulfato de chumbo (PbSO,), porém pode
também ser encontrado na forma de carbonato de chumbo (PbCO,) e
clorofosfato de chumbo (Pb,Cl(PO,),) (AZEVEDO; CHASIN, 2003). O tempo
de meia vida biol6gico do chumbo no osso humano varia entre 10 a 20
anos, em condi¢ées normais, sendo a urina considerada a principal via
de excrecdo do chumbo pelo organismo (76%), seguida das fezes (16%)
e, em menor proporcao, pelo suor, cabelos e unhas (TSALEV, 1995).
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Sdo varias as manifestacoes causadas pela ingestdo de cadmio,
como toxicidade crénica, doencas de obstrucao pulmonar e enfisema,
doencas cronicas do sistema renal, além dos efeitos nefrotéxicos.
Verificam-se ainda ocorréncia de osteoporose e dor 6ssea, formacao de
calculos no sistema 6sseo, dor abdominal, vomitos e diarreia (KLEIN,
2005). Tanto no ambiente quanto nos alimentos, o cadmio encontra-
se em niveis baixos e geralmente a alimentacao é a principal fonte de
contaminacao. Os moluscos bivalves sdo a maior fonte alimentar de
cadmio, uma vez que esse metal se liga a uma proteina (metalotionina)
e, portanto, acumula-se nestes organismos (SILVA; BATISTA, 2008).

Destaca-se que a concentracio desses elementos toéxicos
depende de varios fatores ambientais, como salinidade e temperatura
da agua, contetido de matéria organica, niveis de oxigénio dissolvido,
fluxo da agua e o estagio de desenvolvimento do organismo. Além
disso, o impacto antropogénico e a forma quimica do contaminante
sdo fatores de grande relevancia (FRANCHI et al, 2011). A ANVISA
publicou a resolucdo n°® 42/2013 que dispoe sobre limites maximos
de contaminantes inorganicos em alimentos, a qual estabelece o
limite maximo para o chumbo e cadmio de 1,50 mg/kg e 2,00 mg/kg,
respectivamente, em amostras de moluscos bivalves (BRASIL, 2013).

Os dados da nossa pesquisa quanto a analise quimica
demonstraram que todas as amostras de sururu in natura analisadas
apresentaram concentracoes fora de conformidade, atingindo niveis
de até duasvezes para chumbo e de até quatro vezes para cddmio acima
do permitido pela legislacdo, podendo causar efeitos toxicos para o ser
humano. Por conseguinte, as amostras encontravam-se improprias
ao consumo sob o ponto de vista sanitario. Os resultados indicaram
mostram a necessidade de implementacdo de um programa de
monitoramento das concentracdes de metais téxicos em organismos
dos ecossistemas marinhos da regido, para controlar a poluicdo e
evitar risco para a satide dos consumidores.
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Boas praticas

Apesar dos avancos tecnolégicos nas areas de producdo
alimenticia, a qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos tem sido
bastantediscutidaemvirtude daelevadaincidéncia de DTA. A producdo
de alimentos com qualidade assegurada representa um importante
desafio para o setor de servicos de alimentacdo e esta realidade
tem como fator principal os manipuladores de alimentos que, as
vezes, desconhecem os habitos higiénicos adequados (SILVA, 2010;
FERREIRA, 2011). Desta forma, as DTA normalmente estao diretamente
relacionadas com a caréncia de controle higiénico-sanitario e pela
falta de conhecimento sobre a manipulacdo segura dos alimentos
(BEZERRA; MANCUSO; HEITZ, 2014).

Para a obtenc¢ao de um alimento in6cuo, que nao ofereca risco
a satde do consumidor, é imprescindivel que o seu processamento
obedeca as Boas Praticas de Manipulacdo (BPM) (EBONE; CAVALLL
LOPES, 2011). Com isso, fica evidente, que a acdes educativas realizadas
com os manipuladores sido essenciais para assegurar a qualidade da
alimentacao oferecida (SOUSA et al., 2009). Com o intuito de melhorar as
condicOes higiénico-sanitarias na producao dos alimentos, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 15 de setembro de 2004,
publicoua RDCn° 216,que dispde sobre o Regulamento Técnico de Boas
Praticas para Servicos de Alimentacdo, tendo como objetivo primordial
o constante aperfeicoamento das acoes de controle sanitario na area
de alimentos, e a protecdo a satide da populacao (BRASIL, 2004).

As BPM constituem-se em um conjunto de normas e
procedimentos corretos para o manuseio dos alimentos, de modo
a assegurar a qualidade sanitaria, de forma a garantir a seguranca e
integridade do consumidor. As normas estabelecidas pelas BPM tém
uma abordagem ampla e incluem aspectos referentes as instalacgoes,
higiene pessoal e ambiental, além dos procedimentos envolvidos no
processamento dos alimentos (NASCIMENTO; BARBOSA, 2007).
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Em 2015, o extinto Ministério da Pesca e Aquicultura criou o
Programa Nacional de Sanidade de Animais Aquaticos de Cultivo
- "Aquicultura com Sanidade”, com a finalidade de promover a
sustentabilidade dos sistemas de producao de animais aquaticos e
a sanidade da matéria-prima obtida a partir dos cultivos nacionais.
Dentre as determinac¢des do programa, destaca-se que “o gelo utilizado
na refrigeracdo do pescado devera ser obtido a partir de agua potavel
ou limpa e estar em quantidade e disposicao adequada para manter a
temperatura do pescado até sua recepcao no local de processamento” e
que“aposadespesca, é proibida arealizacao de depuracao em moluscos
bivalves em local ndo relacionado ao 6rgao oficial de inspecdo” (BRASIL,
2015).

Diantedisso,énecessariorealizarinspecoesnosestabelecimentos
comerciais para verificar as condicdes higiénico-sanitarias e a
aplicacao de uma lista de verificacao (check list), que é uma ferramenta
muito utilizada (GUEDES et al., 2012).

O manipulador é considerado um importante veiculo de
contaminacdo dos alimentos por micro-organismos (SANTOS;
SOUZA, 2013). Varias atitudes favorecem a veiculacdo, como tossir,
espirrar, higienizar as maos incorretamente, usar adornos e nao usar
toucas (SILVA JUNIOR, 2014). As DTA normalmente estdo diretamente
relacionadas com a caréncia de controle higiénico-sanitario e pela falta
de conhecimento sobre a manipulacdo segura dos alimentos (BEZERRA;
MANCUSO; HEITZ, 2014). Desta forma, ao analisar as amostras de M.
guyanensis in natura e processadas, os dados da pesquisa apontaram
que houve falhas no processamento do molusco e inadequac¢des na
comercializacdo,sendo necessario o monitoramento para o controle da
poluicdo e realizacdo de atividades educativas com os manipuladores
para minimizar e combater os riscos de contaminacdo do molusco,
para a promocado da SAN na RESEX estudada.
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Atualmente, a producdo total global da aquicultura excede a
producdo pesqueira mundial em mais de 80 milhdes de toneladas,
e representa um grupo muito diversificado de plantas aquaticas e
espécies animais (FAO, 2018). Diante desse panorama, a producdo total
de moluscos representou 17,1 milhoes de toneladas ou 21,4% do total
da aquicultura. Dentre os moluscos bivalves, as ostras representaram
o maior grupo de espécies, com aumento da producao global de 4,5
para 5,9 milhoes de toneladas entre os anos de 2010 e 2017, bem como,
aumento dos valores de importacao e exportacao de comercializacao
(TACON, 2020).

O Brasil é o segundo maior produtor de moluscos bivalves da
AmeéricaLatina, com o estado de Santa Catarina responsavel por 95% da
producdo (SUPLICY et al., 2018). No estado da Bahia, o cultivo de ostras
tem crescido lentamente ao longo do litoral baiano (SANTOS et al,
2015). O cultivo de organismos no meio aquatico promove beneficios
a populacdo, como geracao de renda local e o aproveitamento de
recursos naturais da regido, possibilitando a geracdo de empregos,
contribuindo para novos investimentos e minimizando as diferencas
sociais (SANTOS; EVANGELISTA-BARRETO; BARRETO, 2017).

Sabe-se que o pescado e produtos da pesca se destacam
nutricionalmente, dentre os produtos de origem animal por
apresentarem vitaminas lipossolaveis A e D, e minerais como calcio,
fosforo, ferro, cobre e selénio. Além disso, apresentam acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa, enquanto as proteinas presentes
nestes alimentos contém todos os aminoacidos essenciais ao ser
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humano (ARU et al., 2018). Apesar destas propriedades nutricionais,
varios sdo os riscos encontrados nos moluscos bivalves, como, por
exemplo, alguns tipos de metais pesados, toxinas marinhas, poluentes
organicos e microrganismos patogénicos (FERREIRA et al., 2019).

As ostras

As ostras sao moluscos bivalves que possuem o corpo protegido
por um exoesqueleto com formato de uma concha de duas valvas,
articuladas por uma charneira e mantidas unidas pelos miusculos
adutores. Para o processo de respiracdo e alimentacdo, os moluscos
bivalves filtram a agua que entra pela cavidade paleal e banha
as branquias, local onde ficam retidos as particulas organicas,
microrganismos e fitoplancton (SILVA; COSTA; RODRIGUES, 2008).

As ostras também sdo considera das organismos economica-
mente e ecologicamente importantes por acumularem em seus
tecidos microrganismos presentes no ambiente, assim como grandes
quantidades de substancias organicas e inorganicas, se revelando
bioindicadores ideais para o monitoramento da qualidade da agua
(SUPLICY, 2018), principalmente quanto aos niveis de contaminantes
presentes no local (ARU et al., 2018). Por isso, sio comumente utilizadas
na deteccdo de metais pesados em ambientes aquaticos, ja que
fornecem informacoes sobre a biodisponibilidade desses elementos e
sobre o impacto ambiental (FERREIRA et al., 2019).

Nesse sentido, a depender das condicoes sanitarias da agua
de cultivo (SUPLICY, 2018), também é esperado encontrar uma alta
concentracio de patégenos bacterianos, devido seu papel filtrador,
que contribui para a ocorréncia de doencas infeciosas de origem
alimentar relacionadas ao habito do consumo de ostras cruas. As
bactérias do género Vibrio sao frequentes no ecossistema marinho e
estdo diretamente associadas a um maior risco de causarem infeccoes
por meio do consumo de ostras, do que qualquer outro tipo de fruto do
mar (NDRAHA; WONG; HSIAO, 2020).
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Uma forma de garantir a qualidade dos moluscos bivalves é com
a técnica de depuracdo, que permite a eliminacao da maior parte das
bactérias patogénicas presentes nas ostras, tornando-os adequados
para o consumo humano do ponto devista microbiol6gico. No entanto,
aeficaciadesse processo depende principalmente de fatores biologicos,
como a atividade das ostras e a natureza dos microrganismos, bem
como fatores ambientais, como a temperatura, salinidade e oxigénio
dissolvido, dentre outros (SHEN et al., 2019).

Espécies de moluscos bivalves no litoral brasileiro sdo cultivadas
de forma rudimentar pelas comunidades de pescadores. Dentre elas,
existem as espécies associadas as estruturas aéreas da vegetacdo do
mangue, como a Crassostrea rhizophorae, conhecida como ostra-do-
mangue, uma das espécies mais encontradas no Brasil, e que possui
caracteristicas desejadas, como alta taxa de crescimento, produtividade
por area e reproducao continua, quando comparada a outras espécies
(AMARAL; SIMONE, 2014).

Na Bahia, o cultivo de ostras tem sido considerado uma alter-
nativa viavel para aumentar a renda de ostreicultores e marisqueiras
em comunidades estuarinas, tendo em vista que grande parte dessa
populacao vive em condicOes precarias de moradia e possui baixo
nivel de escolaridade (SANTOS; EVANGELISTA-BARRETO; BARRETO, 2017).
Apesar disso, a atividade da ostreicultura ainda é afetada pela falta de
gestdo participativa e de politicas ptiblicas de apoio aos produtores
para evitar os riscos a satide dos consumidores, uma vez que as ostras
estdo entre os produtos da pesca mais apreciados em todo o mundo
devido seu valor nutritivo e sabor, e seus consumidores estdo dispostos
a pagar um elevado preco por garantia de alta qualidade e seguranca
(NDRAHA; WONG; HSIAO, 2020).

Gastroenterite por moluscos

As Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA) sdo manifestacoes
clinicas causadas pela ingestdo de alimentos contaminados
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por microrganismos patogénicos, toxinas de microrganismos,
substancias quimicas, objetos lesivos ou que contenham em sua
constituicdo estruturas naturalmente toxicas (BRASIL, 2015). Dentre
elas, se destacam as doencas relacionadas diretamente ao consumo de
pescado, que devem ser consideradas do grupo de alimentos de alto
risco, principalmente quando bactérias Clostridium botulinum e Vibrio
parahaemolyticus estao envolvidas (RASZL et al., 2016).

Neste contexto, € possivel considerar a classificacdo do pescado
em alto grau de risco, no qual os moluscos e peixes crus estao incluidos,
seguido por crustaceos e peixes (frescos ou congelados), servidos logo
apo6s o cozimento, e por Gltimo, um grupo de mais baixo grau de risco,
composto por pescado que tenha sido preservado, ou seja, levemente
salgado, marinado, fermentado ou defumado (HUSS, JORGENSEN;
VOGEL, 2000).

Como a ingestdo de moluscos bivalves pode ocorrer na forma
in natura, o seu consumo esta frequentemente relacionado a doencgas
infecciosas de origem alimentar, as quais sdo ocasionadas por acao
direta do agente viral infeccioso, bacteriano ou parasitario, ou pela
producdo de toxinas produzidas por bactérias e por produtos quimicos
ou radiativos (ARU et al., 2018).

Ap6s a ingestio do alimento contaminado, a capacidade
da bactéria infectar o organismo e causar doenca, depende de
determinantes de viruléncia, como a producao de toxinas bacterianas.
Dentre as toxinas produzidas pelas bactérias, estio as exotoxinas
(proteinas bacterianas t6xicas) que podem promover acoes diretas no
tecido intestinal, perda de liquidos e mudancas no fluxo de ions no
intestino causando diarreia; as citotoxinas, toxinas que causam danos
as células intestinais e as endotoxinas, estruturas lipopolissacaridicas
(LPS) termoestaveis associadas as células que promovem atividade
citotéxica (FORSYTHE, 2013).

Dados sobre a incidéncia de surtos alimentares no Brasil
mostram que em 2018 foram relatados 503 surtos (SINAN, 2019), e a
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proporcaode DVA derivadas do consumo mundial de frutos do mar crus
e malcozidos tém sido consideraveis. Muitos sdo 0s microrganismos
capazes de causar doencas veiculadas pelo consumo de frutos do
mar, principalmente decorrentes da contaminacao de origem fecal,
no entanto, as bactérias patogénicas do género Vibrio se destacam
em surtos e infecces (MARTINEZ-URTAZA et al., 2013). Para garantir a
seguranca no consumo dos frutos do mar, a Comissdo Internacional
de Especificacoes Microbiolégicas para Alimentos sugeriu um limite
maximo de 4 log UFC.g"' de V. parahaemolyticus em frutos do mar vivos
e crus (ICMSF, 2011).

No Brasil alguns surtos ja foram registrados, decorrentes do
consumo de alimentos contaminados com Vibrio (BRASIL, 2014).
Segundo Raszl et al. (2016) a importancia de um sistema de vigilancia
adequado se faz necessario, para que sejam confiaveis os dados gerados
sobre a relacdo dos surtos com a ingestdo de alimentos, como também
garantir o tratamento correto a ser realizado.

De acordo com o Centro Norte Americano para Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC), em 2014 foram relatadas 1.252 infeccoes
por Vibrio (excluindo V. cholerae O1 e 0139 toxigénico). Desse total,
326 (27%) pacientes foram hospitalizados e 34 (4%) vieram a 6bito. A
espécie maisisolada foi V. parahaemolyticus,em 605 (48%) dos pacientes,
seguido de V. alginolyticus em 239 (19%) e V. vulnificus em 124 (10%). A
maioria das pessoas com infeccdo por Vibrio veiculada por alimentos
apresentam diarreia aquosa, enquanto outras infecces apresentam
sintomas como coélicas, nauseas, vomitos, febre e calafrios (CDC, 2014).

Estudos recentes mostraram que o impacto das mudancas
climaticas também é um fator importante e deve ser considerado,
pois tais mudancas podem, ndo apenas afetar a biodiversidade, mas
também a qualidade e a seguranca dos alimentos, podendo representar
uma ameaca significativa a satde humana (NDRAHA; HSIAO, 2019).
Nesse sentido, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(EFSA) destacou recentemente, que o aumento da temperatura da agua
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do mar poderia ser um potencial problema emergente de seguranca
alimentar, pois pode afetar o crescimento de patégenos de origem
alimentar, especialmente para os vibrios (EFSA, 2017).

0 género Vibrio

O género Vibrio contém 164 espécies (PARTE, 2018) e faz parte da
familia vibrionaceae. As espécies do género Vibrio sdo classificadas
como bactérias Gram-negativas, anaerébias facultativas que se
apresentam em forma de bacilos ou com uma tnica curvatura
rigida (AUSTIN, 2010). Naturalmente, sio encontradas em estuarios e
ambientes marinhos, com distribuicdo e dindmica de suas populacoes
influenciadas por gradientes ambientais, como a temperatura,
salinidade, disponibilidade de nutrientes e fatores biolégicos
(NDRAHA; HSIAO 2019).

As bactérias do género Vibrio desempenham papeis importantes
em ambientes aquaticos, pois sdo capazes de absorver a matéria
organica dissolvida, produzindo compostos com acdo inibit6ria
para outras bactérias, participando da ciclagem da matéria organica
(THOMPSON; LIDA; SWINGS, 2004). Apesar de todos esses beneficios
inerentes ao género, o estudo e a descricao da biodiversidade de vibrios
no ambiente é fundamental para o controle da taxa de sobrevivéncia e
o crescimento do patégeno (NDRAHA; WONG; HSIAO, 2020).

Dentre as espécies de Vibrio patogénicas ao homem estdo V.
alginolyticus, V. cholerae, V. damsela, V. fluvialis, V. fulmissii, V. mimicus,
V. parahaemolyticus e V. vulnificus (THOMPSON; LIDA; SWINGS, 2004). As
espécies de V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus sdo patoégenos
humanos oportunistas, responsaveis por causarem as mais graves
infeccoes relacionadas ao consumo de produtos de origem marinha
mal cozidos, exposicao de feridas ao ambiente marinho ou estuarino
e pela ingestdo de agua contaminada. Outras espécies como V.
anguillarium, V. harveyi, V. fluvialis, V. furnissi, V. metschnikovii e V.
mimicus sao mais reconhecidas como agentes patogénicos em animais
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marinhos, apesar de também ja terem sido isoladas em seres humanos
(METTEUCCI et al., 2015).

As infeccoes causadas por bactérias do género Vibrio ndo sdo
consideradas exclusivas aos seres humanos, pois ja foram relatadas
em varias espécies de pescado brasileiro, principalmente em moluscos
bivalves, em varias regides do Brasil. Com isso, a presenca de Vibrio
no ambiente marinho e estuarino é preocupante e como estes
microrganismos possuem vida livre, hd um interesse na compreensao
da prevaléncia e dinamica das populacées dessas bactérias
(THOMPSON; LIDA; SWINGS, 2004; ARU et al., 2018). Uma recomendacao
paraminimizar o crescimento da bactéria é controlara temperatura do
marisco durante a colheita, o processamento pos-colheita, bem como
todo o manejo da cadeia de distribuicdo que deve ser essencial para
controlar o crescimento de Vibrio e garantir a qualidade ou seguranca
alimentar para os consumidores (LOVE et al., 2020).

Mundialmente, a espécie de V. parahaemolyticus é umas das mais
importantes bactérias veiculadas por alimentos que se destaca pelo
consumo de ostras cruas, por se encontrar distribuida em regiodes
costeiras e de clima temperado e tropical (NDRAHA; WONG; HSIAOQ,
2020). Esta espécie pode ser frequentemente encontrada em diferentes
organismos aquaticos como moluscos, peixes, corais, esponjas,
camaroes e zooplanctons (MARTINEZ-URTAZA et al., 2010). Para o seu
desenvolvimento a temperatura considerada o6tima é de 37 °C e a
concentracdo de cloreto de s6dio de 3% (GERMANO; GERMANO, 2008).

Vibrio parahaemolyticus produz enterotoxinas capazes de
inflamar o revestimento do intestino delgado, levando ao surgimento
de diarreia aquosa, c6licas, nauseas, vomitos, cefaleia e febre (GARCIA-
LAZARO; PULIDO; TORRES-CISNERO, 2010). Vale ressaltar que nem todas
as cepas sao patogénicas e sua patogenicidade se relaciona com a
presenca da enzima TDH (hemolisina termoestavel direta) codificada
pelo gene tdh e a enzima TRH (hemolisina termoestavel relacionada)
codificada pelo gene trh (NDRAHA; HSIAO, 2019). Estima-se que a dose
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infecciosa de V. parahaemolyticus seja de 107 a 10°® células, embora,
alguns estudosja tenham detectado doses significativamente menores
(10*-10* células) (MARTINEZ-URTAZA et al., 2010).

Segundo Raszl et al. (2016) V. parahaemolyticus esta relacionado
ao maior namero de casos de doencas veiculados pela agua, causando
gastroenterites, enquanto V. vulnificus estd diretamente associado
aos casos mais graves que levam a morte. A bactéria V. vulnificus é
encontrada em zonas costeiras quentes, colonizando a fauna marinha,
principalmente durante o verdo. A veiculacdo de V. vulnificus ocorre
pelo consumo de mariscos contaminados ou pela exposicao de feridas
cutaneas a agua do mar, e a infeccao por esse microrganismo ocorre
por meio de septicemia primaria e infeccoes de feridas, manifestacoes
clinicas que podem se tornar letais até mesmo para uma pessoa
saudavel (TSAOet al., 2013; RASZL et al., 2016). A contaminacdo por esta
bactéria também pode causar um quadro particular de toxinfeccdo
alimentar que é chamado de septicemia fulminante, ocorrendo
primordialmente em individuos com disfuncdo hepatica (GERMANO;
GERMANO, 2008).

Em relacdo aos possiveis fatores de viruléncia da espécie, podem
ser citados a producdo da citolisina, protease extracelular, capsula
polissacaridica, resisténcia a fagocitose e a capacidade de adquirir
ferro a partir da transferrina, sendo que a manifestacdo da doenca
envolve um grande ntmero de atributos de viruléncia (WHO, 2005;
SILVEIRA et al., 2016).

Outra espécie que se destaca em relacdo a problemas de infeccoes
alimentares é o V. cholerae que esta presente na agua, associado a
plantas, zooplancton, fitoplancton e a organismos marinhos, como
peixes, ostras e mexilhoes (BRASIL, 2010). Esse microrganismo se
desenvolve bem a temperatura interna do corpo humano (37 °C), e
em concentracdo de cloreto de sédio de 0,5% (GERMANO; GERMANO,
2008). Além de fazer parte da microbiota marinha e fluvial, pode se
apresentar de forma livre ou associado, e algumas dessas associacoes
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permitem que a bactéria persista no ambiente durante periodos
interepidémicos, além de possibilitar a ocorréncia de transmissao
da coélera pelo consumo de peixes, mariscos e crustaceos crus ou
malcozidos (CECCARELLI et al., 2015).

A transmissao da célera se da predominantemente por meio
da contaminacdo por agua ou alimentos que foram contaminados
com material de origem fecal. Com isso, a deficiéncia do sistema
de abastecimento de agua tratada, a falta de saneamento basico, o
destino inadequado dos dejetos, a alta densidade populacional, a falta
de infraestrutura habitacional e a higiene inadequada favorecem a
instalacdo e a rapida disseminacao do V. cholerae (WHO, 2015).

Diante do exposto, muitos sao os fatores que podem favorecer
o crescimento de espécies patogénicas, como variacoes climaticas,
meétodos de cultivo, manuseio, processamento, controle da cadeia do
frio, dentre outros. Por isso, ha uma forte tendéncia em melhorar a
fiscalizacdo na cadeia de producdo de ostras, para assegurar a protecao
da satide do consumidor, uma vez que estas podem abrigar altas
concentracoes de vibrios.

Resisténcia antimicrobiana

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) “os antimicrobianos correspondem a uma classe de
farmacos que é consumida frequentemente em hospitais e na
comunidade. Entretanto, sio os nicos agentes farmacologicos que
nio afetam somente os pacientes que os utilizam, mas também
interferemsignificativamente no ambiente hospitalar por alteracao
da ecologia microbiana”. A utilizacdo adequada e o conhecimento dos
principios gerais do uso desses farmacos sdo fundamentais para a
administracao terapéutica correta e eficaz (ANVISA, 2007).

O uso profilatico de antimicrobianos na aquicultura é comum,
principalmente em paises onde ndo ha regulamentacdo para o uso
de drogas em ambientes aquaticos. Muitos produtores ignoram que o
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uso indiscriminado de antibioticos proporciona, dentre os principais
riscos, a selecdo de bactérias resistentes no ambiente aquatico, a
alteracdo da microbiota do ambiente de cultivo e a transferéncia
de resisténcia para bactérias potencialmente patogénicas aos seres
humanos, desencadeando risco da presenca de residuos nos alimentos
destinados ao consumo humano (HOLMSTROM et al., 2003; SILVA et al.,,
2018).

No ambiente aquatico, a pressao seletiva mediante a
contaminacao do ambiente pelos seres humanos, por meio de dejetos
contendo residuos de antimicrobianos, oriundos do descarte de
esgotos domeésticos ou pelaaquicultura, quando realizada sem praticas
adequadas de producdo, pode contribuir para o aumento da resisténcia
antimicrobiana (BARCELOS et al, 2016). O aumento de bactérias
resistentes no mundo e o avanco de estirpes resistentes a multiplas
drogas favorece a morbidade, os custos inerentes as prestacoes com os
cuidados a satide, assim como o indice de mortalidade por infeccoes
(DIAS; MONTEIRO, 2010).

As bactérias desenvolvem resisténcia aos antimicrobianos
utilizandomecanismos comobombas de efluxo,inativacdoenzimatica,
reducdo da penetracdo dos antibioticos, modificacdo do local alvo,
formacdo de biofilmes e a perda de porinas na membrana plasmatica.
Além disso, uma rede integrada de elementos de resisténcia nas
bactérias promove a protecdo contra os antimicrobianos (LIU et al.,
2020). Nas bactérias Gram negativas, a presenca do envelope celular,
composta por uma bicamada de lipopolissacarideo-fosfolipidica
desempenha papel de barreira fisica para a entrada de moléculas
no interior da célula bacteriana. Ja nas bactérias Gram positivas, a
auséncia da membrana externa contribui para a suscetibilidade a
muitos antimicrobianos (CAUMO et al., 2010).

Antimicrobianos B-lactamicos, estreptomicinas e
aminoglicosideos sdo comumente utilizados no combate a bactérias.
No entanto, muitas moléculas nio sdo metabolizadas no organismo e
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seus residuos se constituem como fontes potenciais de contaminacao
no ambiente terrestre e aquatico por meio da descarga de esgotos
urbanos, industriais e hospitalares (FUENTEFRIA et al., 2008; ELBASHIR
et al., 2018). Estes residuos precipitam e contaminam o ambiente
aquatico, causando efeitos prejudiciais sobre a microbiota e as espécies
animais (ELBASHIR et al., 2018).

Um dos mais importantes mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos B-lactamicos é a producdo de enzimas. A
enzima (-lactamase é capaz de hidrolisar o anel (-lactamico de
antimicrobianos como penicilinas e cefalosporinas, inativando-os
(STURENBURG; MARK, 2003). A habilidade das B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) em hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de todas
as geracoes e monobactamicos, oferece um desafio substancial a
terapia antimicrobiana por minimizar as opcdes de tratamento das
doencas (LAGO; FUENTEFRIA; FIENTEFRIA, 2010). A producdo dessa
enzima por uma bactéria explica o porqué da sua sobrevivéncia em
um foco infeccioso, apesar do uso de um antimicrobiano B-lactamico.
Além disso, a presenca de bactérias produtoras de B-lactamases,
pode favorecer a sobrevivéncia de outros microrganismos sensiveis
ao antimicrobiano, em um processo infeccioso (KUMARI; KUMAR;
SOMASUNDARAM, 2015).

Enzimas TEM e SHV conferem resisténcia a todas as oximino-
cefalosporinas, inativando as penicilinas, monobactamicos e
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geracao.
Frequentemente, essas enzimas sdo codificadas por plasmideos,
elementos moveis que transportam multiplos determinantes
de resisténcia aos antimicrobianos. A enzima CTX-M também
apresenta atividade hidrolitica contra oximino-cefalosporinas,
hidrolisando preferencialmente, a cefotaxima (KIRATISIN et al., 2007,
WANGKHEIMAYUM et al, 2020). O gene blaCTX-M responsavel por
codificar a enzima CTX-M, ja foi encontrada em V. cholerae (BONNET,
2004). Vibrio alginolyticus também foi avaliado quanto a prevaléncia



74  Ana Cristina F. Soares, Norma Suely Evangelista -Barreto, Phellippe Arthur S. Marbach (Orgs.)

de genes de resisténcia e os resultados mostraram a presenca dos
genes blaTEM e blaCTX-M, sugerindo que esta espécie pode atuar como
reservatorio para genes de resisténcia no ambiente aquatico (KUMART,
KUMAR; SOMASUNDARAM, 2015).

Perfis de multipla resisténcia exibidos pelas bactérias causam
preocupacdo, pois reduzem ou tornam ineficazes o tratamento de
infeccoes utilizando antimicrobianos. Elmahdi, Da Silva e Parveen
(2016), relataram que V. parahaemolyticus e V. vulnificus apresentaram
perfis de resisténcia a ampicilina, penicilina, tetraciclina e amicacina
em diversos paises, destacando que no Brasil, este perfil é de multipla
resisténcia. De acordo com o0s autores, este fato é preocupante, visto
que, atetraciclina tem sido recomendada em infeccOes graves causadas
por vibrios.

Yu et al. (2016) relataram o risco potencial no consumo de frutos
do mar em Xangai para os consumidores, devido o perfil de resisténcia
a varios antimicrobianos como ampicilina, cefazolina, cefalotina,
amoxicilina/acido clavulanico, piperacilina e amicacina observado
em cepas de V. parahaemolyticus. Cardoso et al. (2018), também,
relataram resisténcia antimicrobiana em V. parahaemolyticus isolados
em amostras de ostras em dois estuarios do Baixo Sul, Bahia, para os
antimicrobianos como amicacina, cefalotina, ampicilina, aztreonam
e imipenem, enquanto Silva et al. (2018) relataram a resisténcia de
V. parahaemolyticus aos antimicrobianos ampicilina, cefalotina,
cloranfenicol e imipenem em moluscos bivalves coletados na regido
de Sado Francisco do Conde, Bahia.

A ocorréncia da resisténcia antimicrobiana por Vibrio em ostras
exige esforcos que vao desde a necessidade de uma politica direcionada
ao uso adequado de antimicrobianos na aquicultura até a adocao de
praticas de manuseio e processamento (SILVA et al., 2018). As etapas
envolvidas no manuseio e processamento de ostras quando realizadas
de maneira incorreta, podem permitir que pequenas concentracoes de
Vibrio encontrem condic¢des favoraveis de se multiplicarem (NDRAHA;
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WONG; HSIAO, 2020). Uma alternativa para minimizar os efeitos
contaminantes é a utilizacdo de antimicrobianos naturais com o
objetivo de eliminar ou reduzir a carga microbiana, e alcancarem
concentracoes aceitaveis do patégeno sem causar efeitos adversos
(SHEN; SU, 2017, NDRAHA; WONG; HSIAO, 2020).

A utilizacdo de antimicrobianos naturais pode ser uma
alternativa para minimizar os problemas causados pela elevada
resisténcia antimicrobiana. Estudos demonstram a eficacia dos
métodos de imersao das ostras desconchadas, utilizando extrato de
cha verde a 10%. Além disso, apesar dessa estratégia se concentrar
em controlar o desenvolvimento de Vibrio na cadeia de suprimentos
em processos de pos-colheita, armazenamento e distribuicdo, mais
estudos podem determinar concentracoes eficazes de antimicrobianos
naturais no ambiente de cultivo (NDRAHA; WONG; HSIAO, 2020). Saeed
etal.(2019) relataram a eficacia de antimicrobianos naturais de origem
animal na inibicdo de Vibrio, como a pleurocidina e a quitosana. A
pleurocidina é um peptideo antimicrobiano com potencial uso em
aplicacdes alimentares, devido a sua estabilidade ao calor e a sua
tolerancia a salinidade.Ja a quitosana é um polissacarideo encontrado
principalmente em exoesqueletos de crusticeos marinhos, obtido a
partir da desacetilacdo parcial da quitina e que apresenta propriedades
que lhe permitem a sua aplicacdo em alimentos, devido a auséncia de
toxicidade, biodegradabilidade e a baixa alergenicidade.

Shen e Su (2017) ao estudarem a aplicacdo do extrato de
semente de uva na depuracdo de ostras do Pacifico (C. gigas) para V.
parahaemolyticus, desenvolveram um processo de depuracdo a 12,5 °C,
usando agua do mar artificial contendo 1,5% de extrato de semente de
uva (contetido fenolico total de 3,1 mg/mL como equivalente de acido
galico) para diminuir o tempo de depuracdo de 5 dias para 2 dias, com
reducdo significativa de V. parahaemolyticus.

Liu et al. (2020) ao avaliarem o efeito do citral (principal
ingrediente do oleo essencial do capim-limdo) no crescimento
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e na viruléncia de V. alginolyticus, relataram que este composto
apresentou atividade antimicrobiana e anti-viruléncia, alterando a
permeabilidade da membrana, reduzindo a motilidade, atenuando a
viruléncia e inibindo a transcri¢do génica. Segundo os autores, o uso
do citral é recomendado tanto no tratamento quanto na prevencao de
doencas em peixes causadas por V. alginolyticus, como uma estratégia
para reduzir o uso de antimicrobianos convencionais na aquicultura.

Com isso, a administracio de antimicrobianos quer seja no
tratamento animal ou humano, envolve a implantacio ordenada
de intervencoes baseadas em evidéncias, para otimizar o uso dessas
drogas e retardar o surgimento da resisténcia a estes farmacos.
Estudar a resisténcia microbiana no ambiente aquatico contribui
para elucidar as implicacoes da acdo antropica, os fatores que afetam
o desenvolvimento da multipla resisténcia e o nivel de infeccdo e carga
microbiana decorrentes do processo de resisténcia.

Deteccao de Vibrio

A viruléncia ou a patogenicidade de bactérias do género
Vibrio estdo relacionadas com a capacidade de colonizacao de locais
especificos, assim como a formacido de substancias como toxinas,
enzimas ou outras moléculas que sio capazes de causar danos
aos hospedeiros (REDONDO et al., 2006). A identificacdo do fator de
viruléncia produzido pela bactéria contribui para a compreensao
de um dos mecanismos responsaveis pela manifestacdo da doenca,
além de fornecer informacdes importantes sobre a presenca do
microrganismo de interesse (GUARDIOLA-AVILA et al., 2015).

A patogenicidade das cepas de V. parahaemolyticus esta
associada com a producdo de hemolisinas termoestavel direta (TDH)
e a hemolisina termoestavel relacionada (TRH), que sdo codificadas
pelos genes tdh e trh, respectivamente (SILVA et al., 2018). Enquanto
no V. cholerae, a producao da toxina pili co-reguladora (TCP) e toxina
colérica (CTX) possibilita ao patégeno colonizar o intestino delgado do
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hospedeiro, causando diarreia aquosa (JUNG; HAWWER; NG, 2015).Ja V.
vulnificus apresenta viruléncia associada a producao de hemolisina,
sistema de captacio de ferro, sendo a capsula polissacaridica
considerada um dos fatores mais importantes (BISHARAT et al., 2013).
Segundo zhang et al. (2018) V. parahaemolyticus ToxR é altamente
semelhante ao V. cholerae ToxR, sendo demonstrado que o ToxR esta
envolvido na regulaciao da expressao dos genes TDH, T3SS1 e T3SS2 em
V. parahaemolyticus. No entanto, a importancia e as contribuicdes da
TDH e os dois sistemas T3SSs na patogenicidade de V. parahaemolyticus
ainda ndo é bem compreendida.

Em geral, as técnicas utilizadas para verificar a presenca de
espécies de Vibrio em ostras contam com meétodos baseados na
contagem em placas com meio de cultura e técnicas moleculares.
Avaliacoes de contagem de células em placas e testes fenotipicos
utilizando chaves de identificacdo sdo necessarias para a triagem
preliminar e requer amostras de uma duzia de individuos
previamente homogeneizados (NOGUEROLA; BLANCH, 2008; KLEIN;
LOVELL, 2017). O avanco tecnol6gico nas tultimas décadas melhorou,
consideravelmente, tornando a deteccdo e a identificacio das
cepas mais precisas e confiaveis, por apresentar alta sensibilidade e
elevada especificidade alavancando diversas pesquisas que permite
aprofundar os conhecimentos sobre os mecanismos de acao (NDRAHA;
WONG; HSIAO, 2020).

Técnicas utilizadas na biologia molecular possibilitam a
comparacao das sequéncias de nucleotideos do DNA e a utilizacao
desses dados nos estudos de identificacdo de espécies (SILVA; KAVALCO;
PAZZA, 2012). A reacdao em cadeia da polimerase (PCR) utiliza os ciclos
repetidos de oligonucleotideos de DNA para a replicacao de sequéncias
definidas, formando base para amplificacdo e deteccdo de sequéncias
especificas de nucleotideos (GOUVEA et al., 2012). O desenvolvimento
dessa técnica permite o aumento consideravel da capacidade de
quantificar bactérias patogénicas que estejam presentes na agua
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e em alimentos (POLOMINO-CAMARGO; GONZALVEZ-MUNOZ, 2014).
O PCR usando primers especificos é um dos métodos moleculares
mais populares que permite a deteccdo rapida, exata e confiavel de
V. parahaemolyticus em amostras de frutos do mar (NDRAHA; WONG;
HSIAO, 2020). O gene tI além de ser um marcador especifico para a
identificacao de V. parahaemolyticus, codifica a hemolisina termolabil
(TLH). Apesar da contribuicio da hemolisina na patogenicidade
da espécie ainda ser desconhecida, a sua expressio é regulada
positivamente em condicoes que imitam o intestino humano (KLEIN
etal,2014).

Os genes de resisténcia na maioria das vezes fazem parte do
DNA de plasmideos que podem ser transferidos entre bactérias.
Alguns desses genes compodem transposons, unidades de DNA que
apresentam a habilidade de se mover entre cromossomos e plasmideos
transmissiveis. A transposicdo conjugada leva ao surgimento da
resisténcia a multiplas drogas em diversos patégenos bacterianos, mas
0s mecanismos sao pouco caracterizados (RUBIO-COSIALS et al., 2018).

Klein e Lovell (2017) avaliaram o perfil de viruléncia de V.
parahaemolyticus em ostras, utilizando testes bioquimicos presuntivos
e confirmatorios, seguido de testes para os genes relacionados
com a viruléncia (tdh e trh), usando protocolos e iniciadores de
reacdo em cadeia da polimeras e aprimorados, constatando a
presenca desses genes nas amostras ambientais. Yu et al. (2016) ao
investigarem a prevaléncia e suscetibilidade antimicrobiana de V.
parahaemolyticus isolados em frutos do mar, inclusive ostras, apos
identificacdo bioquimica e ensaios de PCR realizaram rastreamento
para as hemolisinas termoestavel direta e termoestavel relacionada,
confirmando em 2,1% dos isolados o gene de viruléncia tdh.

Cardoso et al. (2018) ao quantificarem Vibrio spp. em amostras de
ostras, identificaram a presenca de V. parahaemolyticus usando o gene
tl, marcador espécie-especifico, além de cepas de V. parahaemolyticus
contendo o gene blaTEM, responsavel pela producdo de enzimas
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B-lactamases na resisténcia antimicrobiana de B-lactamicos. Silva
et al. (2018) ao investigarem o perfil de suscetibilidade e fatores de
viruléncia de V. parahaemolyticus isolados de agua e moluscos bivalves,
incluindo ostras; realizaram identificacdo fenotipica e caracterizacao
genotipica para a deteccao dos genes de viruléncia tdh e trh. Apesar
dos autores nao observarem a presenca dos genes tdh e trh, alertam
que todas as cepas apresentaram positividade para, ao menos, um
fator de viruléncia testado no perfil enzimatico. Essa condicdo pode
causar danos ao sistema de defesa do hospedeiro, favorecendo o
desenvolvimento de processos infecciosos.

Silva et al. (2016) ao estudarem o potencial de patogenicidade
de isolados de V. cholerae em amostras de dgua e moluscos bivalves
isolados na regido de Sdo Francisco do Conde, Bahia usando os genes
de viruléncia ctxAB, tcp, rfbO1 e zot, relataram a auséncia dos genes nas
amostras analisadas.

Kang et al. (2017) ao monitorarem areas de cultivo de ostras
na Coréia, relataram que 70% dos isolados de V. parahaemolyticus
apresentaram o gene toxR, e que desse total, 9,1% apresentavam
o gene trh e nenhuma cepa portava o gene tdh. Ainda segundo os
autores a ocorréncia do elevado percentual de cepas multirresistentes
encontradas no meio ambiente pode ser um indicativo do uso
excessivo de antimicrobianos nos campos de agricultura e aquicultura
naregiao.

Assim,omonitoramentohigiénicodasostras,oacompanhamento
da utilizacdo de antimicrobianos e o desenvolvimento de novas
estratégias no controle de antimicrobianos na aquicultura sio
fundamentais para evitar infeccées ocasionadas por varias espécies
de Vibrio.
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Contaminacao de peixes em pesque e pague

Adriana dos Santos Silva
Ludmilla Santana Soares e Barros
Danuza das Virgens Lima
Daniela Simdes Velame

Agua potavel é essencial para os humanos e todas as outras
formas de vida. Nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, a
qualidade da agua continua sendo uma grande preocupa¢ao com a
satude. Aproximadamente 780 milhoes de pessoas em todo o mundo
nao tém acesso a agua potavel e mais de 2,5 bilhdes ndo tém acesso a
saneamento adequado (SAXENA; KAUSHIK; MOHAN, 2015).

As incidéncias quanto a contaminacdo das aguas por dejetos
animais e humanos vem aumentando e a consequéncia nefasta
é a introducdo de coliformes totais e Escherichia coli nos recursos
hidricos. Os bacilos Gram-negativos de E. coli, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, que residem principalmente nos tratos intestinais
dos homeotérmicos (mamiferos e aves) sdo usados como indicadores
de contaminacao fecal das aguas (MACHADO, 2016).

Atualmente a aquicultura tem se destacado apresentando
elevada taxa de crescimento, com a producdo de peixes em cativeiro
aumentando consideravelmente no Brasil e no mundo. No Brasil, a
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi o peixe de agua doce mais
produzido e a piscicultura de pesque e pague, considerado um novo
ramo, que vem tomando espaco nacionalmente (KUBITZA et al., 2015).

Apescaeaaquicultura tém um papel significativo na eliminacdo
da fome, na promocao da satide e na reducao da pobreza. Nunca antes
as pessoas consumiam tanto peixe ou dependiam tanto do setor para
seu bem-estar. O peixe é extremamente nutritivo, considerado fonte
vital de proteina e nutrientes essenciais, especialmente para muitos
membros mais pobres da nossa comunidade global. Paralelamente, o
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grande crescimento da aquicultura no pais tem acarretado problemas
ambientais e de carater higiénico-sanitario, haja vista que condicoes
inadequadas de qualidade da agua podem contaminar os peixes e
favorecer o desenvolvimento de infecces diarreicas, devido a carga
microbiolégica presente no mesmo e as alteracoes fisico-quimicas
(PEIXOTO et al., 2012; BRASIL, 2014; OSMAN; EL-KHATEEB, 2016; SILVA et
al.,, 2016).

Tomando como pardmetro o cendrio descrito, manifestou-
se o interesse em avaliar o perfil microbiolégico e fisico-quimico de
aguas e peixes consumidos neste tipo de piscicultura, no Territério do
Recdncavo da Bahia e na ilha de Itaparica localizada no litoral baiano.
As 10 propriedades selecionadas estdo localizadas nos municipios
de Amélia Rodrigues, Amargosa, Cruz das Almas, Sapeacu, Sdo Felipe,
Conceicdo do Almeida, Dom Macedo Costa, Santo Antonio de Jesus,
Nazaré, Salinas das Margaridas e na ilha de Itaparica. Os critérios
principais para a escolha das pisciculturas foram a existéncia de
viveiros escavados que ofereciam o servico de pesque e pague com
Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

A coleta das amostras ocorreu no periodo de marco de 2017
a novembro de 2017 em dois periodos do ano (seco e chuvoso). Uma
amostra de dgua de superficie (500 mL) foi colhida em até 3 viveiros,
sendo coletada em quatro pontosequidistantes de cada um dosviveiros,
totalizando 48 amostras. Para tal, frascos previamente esterilizados
foram mergulhados na agua e s6 entdo, abertos. Uma vez preenchidos
com agua, foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo
e transportados ao Laboratério de Parasitologia e Microbiologia
Animal (LPM) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB)
para analise. As amostras de peixe foram coletadas semanalmente.
De cada piscicultura foram coletadas duas amostras de peixe em até
trés viveiros, totalizando ao final da pesquisa 90 amostras de peixes.
Os peixes foram coletados com auxilio de varas de pescar ou tarrafas
das proprias pisciculturas e foram abatidos pelo método de abate por
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choque térmico (termonarcose). As amostras foram acondicionadas
em caixas térmicas refrigeradas e transportadas para o laboratério.

Para o preparo do peixe foi realizada a evisceracdo e em seguida,
25g de cada amostra foram adicionadas a 225 mL de Agua peptonada a
0,1%, paraapreparacaodaprimeiradiluicao. Foramrealizadasdiluicoes
seriadasatéadiluicdo 10°(SILVA et al., 2010). Esses procedimentos foram
realizados para cada amostra dos diferentes fornecedores. O peixe foi
preparado para o processamento conforme as metodologias de Silva et
al. (2010) e da APHA (2012). Esses procedimentos foram realizados para
cada amostra dos diferentes fornecedores.

A analise de coliformes totais e E. coli para os peixes foi realizada
por meio da técnica de plaqueamento em profundidade pour plate
com utilizacdo do meio de cultura Chromocult® Coliformes Agar
(SILVA et al., 2010). Para a analise de coliformes totais e Escherichia coli
para a agua, utilizou-se a técnica do substrato cromogénico Colilert
(sistema patenteado por IDEXX Laboratories), um método qualitativo
e quantitativo que permite determinar o ndmero mais provavel
(NMP) de coliformes totais e E. coli (BARROSet al., 2015). A analise de
E. coli 0157 para aguas e peixes foi realizada por meio da técnica de
plaqueamento em profundidade Pour Plate, com utilizacdo do meio de
cultura Fluorocult® E. coli 0157 Agar (SILVA et al., 2010). Para a contagem
de microrganismos meso6filos foi utilizada a técnica de plaqueamento
em profundidade, com o meio de cultura Plate Count Agar (PCA) da
Merck (SILVA et al., 2010). Os resultados foram expressos em log UFC/g. O
meétodo escolhido paraanalisede Staphylococcus aureus foio Petrifilm™
Staph Express, um sistema pronto de meio de cultura, validado pelo
Método AOAC® Official 2.003,11 com metodologia realizada conforme
as normas do fabricante.

Para as analises fisico-quimicas da agua foram utilizados os
parametros de cor, pH e turbidez, os quais foram avaliados com a
utilizacdo colorimetro, pHmetro e turbidimetro, respectivamente. Foi
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analisado também o oxigénio dissolvido e demanda bioquimica de
oxigénio, segundo diretrizes do fabricante.

Todos os resultados foram comparados com a legislacdo vigente
no Brasil: a Resolucdo N°© 12 de 2001 que dispde sobre os padroes
microbiol6gicos para alimentos de origem animal (BRASIL, 2001) e a
Resolucdo n° 431 de 2011 que determina padrdes fisico-quimicos e
microbioldgicos em agua (BRASIL, 2011). Para a analise estatistica os
dados foram processados e analisados pelo programa R CORE TEAM.
Todas as variaveis qualitativas passaram pelo teste de normalidade
dos dados (Shapiro-Wilks). Foram realizadas estatisticas descritivas e
analiticas, como média, mediana, desvio padrdo, maxima e minima,
distribuicdo percentual, coeficiente de correlacio de Spearman. O
nivel de significancia adotado foi (p<0,01**) e (p<0,05*) e teste de ANOVA
(analise da variancia) que foram realizados para comparar o perfil
microbiol6gico dos pesque e pagues (R CORE TEAM, 2017).

Os resultados do niimero mais provavel em log (NMP/100 mL)
de contaminacdo por coliformes totais, E. coli e contagem de bactérias
mesofilas (log UFC/100 mL) em aguas de cultivo dos pesque e pagues
analisados estdo apresentados na Tabela 1. P6de-se perceber que, das 48
amostras de agua avaliadas, 100% destas apresentaram contaminacao
por coliformes totais que variou de 2,13 a 6,38, com média de 5,80 log
UFC/100mLno periodo chuvoso e 6,03 log FC/100 mLno periodo seco.Na
contagem de E. coli constatou-se que 100% das amostras apresentaram
contaminacao, sendo que 73% (n = 34/48) das amostras estavam em
desacordo com a legislacdo. A contaminacao variou de <1 a 5,24, sendo
a média de 3,73 log UFC/100 mL no periodo chuvoso e 4,02 log UFC/100
mL no periodo seco.

Ao avaliar qualitativamente a presenca ou auséncia de E. coli
0157:H7, constatou-se que 66,7% das amostras avaliadas no periodo
chuvoso e 99% das amostras avaliadas no periodo seco foram positivas
(Tabela 1). As bactérias mesofilas apresentaram-se em numeros
elevados. Os valores encontrados variaram de 2,95 a 6,13 com média
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de 4,23 log UFC/100 mL no periodo chuvoso e 4,21 log UFC/100 mL no
periodo seco (Tabela 1). Ao avaliar estatisticamente com a analise da
variancia (ANOVA), observou-se que houve variacao significativa entre
os tanques para os coliformes totais e E. coli (p> 0,05), o que indica que
ha, pelo menos, uma diferenca entre os grupos analisados (Tabela 2).

Tabela 1. Andlises microbiolégicas. Média dos resultados em log, dos ntimeros mais
provaveis (Log NMP/100 mL) em agua do viveiro dos pesque e pague localizados na
regido do Reconcavo baiano e ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de
marco a novembro de 2017.

Periodo chuvoso Periodo seco
CT E.coli Mesofilos CT E.coli Meso6filos
Propriedades log NMP/ log NMP/ log log NMP/ log NMP/ log
100 mL 100mL UFC/g 100mL 100mL UFC/g
Pl 213 1,74 3,79 6,02 <1 4,84
P2 5,79 3,63 4,30 6,38 316 4,05
P3 6,38 3,29 613 6,38 4,05 4,52
P4 6,38 524 4,12 6,02 4,38 594
P5 6,38 347 4,18 6,38 <1 295
P6 6,38 4,38 4,56 576 4,45 519
P7 6,15 4,00 434 498 3,30 346
P8 621 4,36 3,39 6,38 4,68 363
P9 584 349 3,55 563 438 3,60
P10 6,38 3,79 3,96 6,38 3,79 3,96
Minimo 213 1,74 3,39 498 <1 295
Maximo 6,38 524 6,13 6,38 4,68 594
Média 5,80 3,73 4,23 6,03 4,02 421
Desvio padrao 1,30 0,91 0,75 0,46 0,55 0,90

P: propriedades. CT: coliformes totais. NMP: Nuimero Mais Provavel. UFC: Unidade
Formadora de Colonia.
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Tabela 2. Andlise comparativa dos valores microbiolégica entre locais de coleta.
A andlise da variancia (ANOVA) em aguas e peixes do viveiro dos pesque e pague
localizados na regido do Reconcavo baiano e ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no
periodo de mar¢o a novembro de 2017.

ANOVA ENTRE LOCAIS DE COLETA

Soma dos Quadrado .
Quadrados al Médio F Sig.
if Entre grupos 25,076 9 2,786 3,627 ,002**
Coliformes
totais - Agua Nos grupos 29,192 38 768
Total 54,267 47
nerich Entre grupos 55,315 9 6,146 8,171 ,000**
Escherichia
coli- Agua Nos grupos 28,583 38 752
Total 83,898 47
Entre grupos 18,208 9 2,023 1,814 ,097
Meso6filos -
- 42,372 111
Agua Nos grupos 37 38 5
Total 60,580 47
Entre grupos 20,695 9 2,299 4,520 ,001*
Coliformes
totais - Peixe Nos grupos 17,297 34 ,509
Total 37,992 43
o Entre grupos 37,199 9 4133 8,197 ,000**
Escherzgh 1a Nos grupos 17,145 34 504
coli - Peixe
Total 54,344 43
il Entre grupos 48,217 9 5357 5,047 ,000**
Mesolilos - s grupos 36,089 34 1,061
Peixe
Total 84,306 43
Entre grupos 25,673 9 2,853 3376 ,005**
Stap hylococ'cus Nos grupos 28,725 34 845
aureus - Peixe
Total 54,398 43

** significativo 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Os parametros fisico-quimicos (pH, cor aparente, turbidez, OD
e DBO) em aguas de cultivo dos pesque e pagues analisados estdo
apresentados na Tabela 3. Os valores do pH variaram de 5,00 a 7,11
sendo a média de 6,13 no periodo chuvoso e 6,01 no periodo seco.
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Entdo, concluiu-se que 87% (n =42/48); das amostras estavam nos
padroes exigidos. Os valores encontrados de turbidez indicam que
1009% das amostras nos dois periodos apresentaram em conformidade
com o valor estabelecido pela legislacdo, sendo a média de 13,79 NTU
no tempo chuvoso e 11,83 NTU, no seco (Tabela 3).

Tabela 3. Analises dos parametros fisico-quimicos (pH, cor aparente, turbidez, OD
e DBO) em aguas de cultivo dos pesque e pague analisados, em agua do viveiro dos
pesque pagues localizados na regiao do Recoéncavo baiano e ilha de Itaparica do Estado
da Bahia, no periodo de marco a novembro de 2017.

Periodo chuvoso Periodo seco

Propriedades pH Turbidez Cor OD BOD pH Turbidez Cor OD BOD

P1 6,79 21,11 46 2850 644 6,00 8,08 33 706 6,04
P2 711 7,96 80 2926 497 6,00 1,04 30 313 890
P3 642 10,81 63 2277 611 6,00 213 93 146 1154
P4 5,00 9,60 60 607 1286 6,00 839 36 861 1083
P5 6,00 8§20 100 1007 1143 6,00 7.86 65 605 6,58
P6 6,00 18 100 1100 679 6,00 12,00 80 856 1120
P7 6,00 1233 100 10,70 687 700 31,10 100 1596 1344
P8 6,00 2530 100 577 780 6,00 888 100 1628 1239
P9 6,00 2213 100 389 801 6,00 1443 90 14,09 1026
P10 6,00 2,50 36 1836 1067 6,00 522 36 1836 10,67
Minimo 5,00 2,50 36 389 497 600 1,04 30 313 6,04

Maximo 711 2530 100 2926 1286 7,00 3110 100 1836 1344
Média 613 1379 785 1463 819 6,01 1183 563 1127 1018

Desvio padrdo 0,56 741 2529 944 3110 031 868 2981 518 2,37

OD: Oxigénio dissolvido. BOD: Demanda Bioquimica de Oxigénio. Cor: cor aparente.

Em relacdo a cor aparente, constataram-se a nao conformidade
com a legislacdo em 66.6% das amostras na época das chuvas e em 45%
das amostras na época da seca. A média desses valores foi 78,5 mg Pt/L
para a época das chuvas e 56,3 mg Pt/L para a época seca (Tabela 3).

O oxigénio dissolvido OD apresentou média de 14,63 no periodo
chuvoso e 11,27 no seco, sendo que 87,5% das amostras em ambos os
periodos estavam em nao conformidade. A demanda bioquimica
de oxigénio DBO neste estudo apresentou-se média de 8,19 mg/L O,
no periodo chuvoso e 10,18 mg/L O, no periodo seco, sendo 87% nao
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conformes no periodo chuvoso e 100% no seco. Ou seja, fora dos
padroes de limites estabelecidos pelo CONAMA (357/2005), que devem
ser de até 5 mg/L O, (Tabela 3).

Nos peixes coletados foram realizadas as analises microbiol6-
gicas de CT, E. coli, E. coli 0157H7, S. aureus e bactérias mesofilas, em 90
amostras (Tabelas 4 a 6).
Tabela 4. Analises microbiol6gicas. Média dos resultados em log, de coliformes totais
(CT, E. coli, e mesofilos), unidades formadoras de colénias (log UFC/mL), em peixes

do viveiro dos pesque e pague localizados na regido do Recoéncavo baiano e ilha de
Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de marco a novembro de 2017.

Periodo chuvoso Periodo seco
propriedades CT E. coli Mesofilos CT E.coli  Mesofilos
log UFC/g log UFC/g log UFC/g log UFC/g log UFC/g log UFC/g
P1 4,06 2,93 4,22 2,84 2,30 3,30
P2 5,00 3,20 6,08 3,95 147 4,90
P3 3,87 <1 413 3,97 <1 451
P4 512 3,16 8,63 4,79 345 541
P5 2,96 <1 714 - - <1
P6 426 2,35 7,00 3,76 1,86 3,98
P7 5,90 292 5,35 478 2,23 4,96
P8 6,81 3,18 7,09 4,57 412 6,29
P9 4,1 213 4,49 53 1,88 5,68
P10 4,22 3,54 509 4,79 3,53 6,63
Média total 4,63 log 2,92 log 592 log 430log 260log 507log
dos periodos UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g

Tabela 5. A avaliacdo qualitativa de E. coli 0157:H7, em peixes de viveiro dos pesque
e pague, localizados no Recdéncavo baiano e ilha de Itaparica, no Estado da Bahia, no
periodo de marco a novembro de 2017.

E.coli 0157:H7

E. coli 0157H7 periodo chuvoso  E. coli 0157:H7 periodo seco

P 34 P 39
N 13 N 7
72.3% positivas 84,7% positivas

P= presenca, N= auséncia de E. coli 0157:H7.
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Tabela 6. Analises microbiolégicas. Média dos resultados em Log, de, S. aureus, em
unidades formadoras de colonias (Log UFC. mL%), em peixes do viveiro dos pesque
e pague localizados na regido do recéncavo baiano e ilha de Itaparica do Estado da
Bahia, no periodo de marco a novembro de 2017.

Periodo chuvoso Periodo seco
propriedades S.aureus S.aureus

Média log UFC/g Média log UFC/g

P1 2,84 <1

P2 38 447

P3 2,63 <1

P4 3,50 3,22

P5 2,79 <1

P6 4,46 4,46

P7 4,00 2,95

P8 3,52 3,94

P9 3,05 383

P10 4,14 <1

Média total por periodo 3,47 log UFC/g 3,81 log UFC/g

Em 100% das amostras testadas houve contaminacdao por
coliformes totais, variando de 2,63 a 8,00 log UFC/100g, com média de
4,65 log UFC/100g no periodo chuvoso e 4,41 log UFC/100g no periodo
seco (Tabela 4). A contagem de E. coli neste estudo variou de <1 a 4,32
log UFC/100g, com média de 2,92 log UFC/100g no periodo chuvoso e
2,60 log UFC/100g no periodo seco, sendo que destas, 40% (n = 36/90)
estavam fora do padrdo recomendado pela legislacdo. Ao avaliar a
presenca de E. coli 0157H7, constatou-se que 72,3% no periodo chuvoso
e 84,7% periodo seco foram positivas, totalizando 81,1% (n = 73/90) das
amostras como positivas (Tabela 4 e 5).

A contaminacao por S. aureus foi constatada nos peixes, com
contagens de <1 a 6,06 log UFC/100g (Tabela 5). A média de S. aureus
foi de 3,47 log UFC/100g no periodo chuvoso e 3,81 log UFC/100g no
periodo seco.Todas as amostras de peixes apresentaram contaminacao
por S. aureus e 65,5% (n = 59/90) das amostras estavam fora do limite
estabelecido pela legislacdo. As contagens de bactérias heterotréficas
aerébias meso6filas no peixe variaram de 3,30 a 8,63 log UFC/100g, com
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média de 5,92 log UFC/100g no periodo chuvoso e 5,07 log UFC/100g no
periodo seco (Tabela 6).

A analise da variancia (ANOVA) indicou variacao significativa
entre os tanques para os coliformes totais (CT), E. coli e S. aureus e
bactérias heterotroficas aerébias meséfilas (p> 0,05). Conclui-se que
existem pelomenosdoispesqueepaguecomvaloressignificativamente
diferentes para os microrganismos avaliados (Tabela 2).

ApOs elaboracdo de uma matriz de correlacao de Pearson foram
escolhidos os parametros cujos testes apresentaram significancia
confirmada para p<001 e p<005. As variacoes de cada um dos
parametros sao mostradas na (Tabela 7).

Tabela 7. Correlagdo de Pearson, em unidades formadoras de coldnias (Log UFC. mL?),

em aguas e peixes do viveiro dos pesque e pague localizados na regido do recéncavo
baiano eilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de marco a novembro de 2017.

Correlacdo de Pearson

. E.
T- E - . T- . . AUT
,C ,mh IYIeso pH Cor Turbidez OD DBO C. coli— Me.so S-au .eus
Agua Agua Agua Peixe Peixe Peixe — Peixe

CT-Agua 1 4237221 -341° 129 -575" -426° 278 064 -089 241 026

Ecoli-— oo 1 033 354 240 125 055 536" 4237 140 S66° 262

qua
Mez‘;ﬁzos' 221 033 1 087 165 -105 066 -103 -150 -246 -096  -182
DH 341 -354 087 1 041 111 599" 413" 171 046 -450° -043
Cor 129 240 -165 041 1 146 -005 100 190 -085 027 046
Twbidez -575" -125 -105 111 146 1 272 -239 027 -056 -151 -116
OD  -426" -055 066 5997 -005 272 1 -263 -108 184 -185 -130

DBO 278 536" -103 -413" 100 -239 -263 1 -019 053 267 -045
CT-Peixe 064 423" -150 -171 190 027 -108 -019 1 444" 706" 227

Epgf;le -089 140 -246 046 -085 -056 184 053 444" 1 436" 241
MeSOIloS = 41 66 09 450 027 151 185 267 706 A36° 1 206
Peixe

SO 026 262 182 043 046 116 G130 45 227 41 206 1

*. A correlacdo é significativa no nivel 0,05 (bilateral).
** A correlacdo é significativa no nivel 0,01 (bilateral).

OD: Oxigenio Dissolvido. DBO: Demanda Bioquimica de Oxigenio. Meso:
Bactérias mesofilas. Cor: cor aparente.
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Neste estudo, as correlacdes de Pearson apresentaram-se positi-
vas e negativas. As correlacdes positivas em niveis de significancia p <
0,01 foram: CT na agua e E. coli na agua, sendo o nivel de significancia
de 0,423; E. coli na agua e CT na agua, E. coli na agua e DBO. Os CT no
peixe, meso6filos no peixe de 0,423; 0,536 e 0,423 respectivamente; os CT
no peixe e E. coli na agua significancia de 0,423, CT no peixe e E. coli
no peixe 0,444, CT no peixe e meso6filos no peixe 0,706. E. coli no peixe
apresentou correlacdo entre CT no peixe e meso6filos no peixe de 0,444
e 0436 respectivamente. Ja os mesoOfilos apresentaram correlacao
entre E. coli na agua 0,566, CT no peixe 0,706 e E. coli no peixe 0,36. 0 pH
apresentou correlacdo OD de 0,599, a DBO correlacionou com E. coli na
agua 0,536.

Ascorrelacoes negativas foramaonivel designificancia p<0,05.0s
microrganismos E. coli na agua e CT na agua apresentaram correlacao
negativa com pH de -0,341 e -0,354 respectivamente; pH apresentou
correlacdo entre: E. coli na agua, CT na agua e DBO de -0,341,-0,354,-0,413
respectivamente. A turbidez com CT na agua de -0,575. 0 OD com CT na
agua -0,426 (Tabela 7).

Nossos resultados corroboram com os de Santos et al. (2012)
que constataram a presenca de coliformes totais, E. coli e bactérias
heterotroficas em 100% das pisciculturas avaliadas. E. coli é geralmente
considerada uma bactéria inofensiva que se espalha pela via fecal-
oral. No entanto, varias doencas intestinais, infeccdo do trato urinario,
meningiteneonatal e gastroenterites tém E. coli como agente etiologico.
A infeccdo da populacdo com poucas cepas de E. coli patogénicas,
como E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteropatogénica (EPEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli
enterohemorragica (EHEC), causam riscos graves para a satide. Mesmo
outras cepas, como E. coli produtora de toxinas citoletal distendida e
E. coli difusamente aderente (DAEC) foram também relatadas como
diarreicas (FERNANDES; GOIS, 2015; SAXENA; KAUSHIK; MOHAN, 2015;
WANG et al., 2017; HAMED et al., 2018; SUDHA RANIet al., 2018).
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Em 100% das amostras testadas houve contaminacdo por E. coli
e que a maioria estava acima do permitido pela legislacdo brasileira.
Estes dados corroboram com outros estudos que evidenciam a presenca
em nuameros elevados de E. coli em aguas e pescados (NOVOSLAVSKIJ et
al., 2016). Segundo a resolucdo do CONAMA 431/11 (BRASIL, 2011), para
aguas doces destinadas a aquicultura e atividade de pesca (classe 2),
a populacdo de coliformes termotolerantes ndo devera exceder 1.000
(= 3 log) de coliformes termotolerantes /100 mL, em 80% ou mais de
pelo menos seis amostras coletadas durante um ano. Sendo assim, os
valores encontrados no estudo referente as aguas dos pesque e pagues
analisados estao em desacordo com a legislacao vigente.

Contagens elevadas de CT e coliformes termotolerantes (E. coli)
foram evidenciadas em varios estudos (LORENZON et al., 2010). Nestes
estudos encontraram-se valores entre 4,61 log UFC/100 mL e 3,85 log
UFC/100 mL, sendo que das amostras analisadas, apenas uma (3,17
UFC/100 mL) estava em nao conformidade com a legislacdo. Estas
notificacbes demonstram a existéncia de uma correlacio positiva
significativa por estes microrganismos,indicando que quanto maior o
numero de CT, maiores as chances de encontrar E. coli e E. coli 0157:H7.
Fato esperado, uma vez que a origem fecal dos coliformes pode ser a
mesma, ou seja, origem de residuos de esgoto ou mesmo de produtos
urbanos. Ressalta-se que neste experimento verificaram-se altas
percentagens de E. coli 0157:H7 em amostras de agua e peixes.

A contaminacdo dos peixes por E. coli e CT apresentou correlacao
positiva significativa, tanto de E. coli na agua para CT no peixe,
assim como de CT no peixe com E. coli na agua e E. coli no peixe. Essa
correlacdo evidencia que a contaminacio da agua esta contaminando
0 peixe e quanto maior a presenca dos microrganismos na agua, maior
a presenca destes no peixe, uma vez que tais microrganismos nao
fazem parte da microbiota intestinal dos peixes (LORENZON et al., 2010;
OSMAN; EL-KHATEEB, 2016).
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Niveis elevados de E. coli sio preocupantes e se configuram
como um problema de satide publica, uma vez que E. coli é um
microrganismo que possui estirpes patogénicas para o ser humano,
como E. coli 0157:H7. A infeccdo por E. coli 0157:H7 geralmente causa
diarreia hemorragica aguda e grave com célicas abdominais, embora
também seja possivel diarreia ndo hemorragica. Adicionalmente,
estdo associadas a sindrome hemolitico-urémica (SHU), na qual os
globulos vermelhos sdo destruidos e os rins falham. Cerca de 2 a 7%
das infeccoes levam a essa complicacao e nos Estados Unidos, a SHU é
a principal causa de insuficiéncia renal aguda em criancas e a maioria
dos casos é causada porE. coli 0157:H7 (FERNANDES; GOIS, 2015; SAXENA;
KAUSHIK; MOHAN, 2015; VOLKWEIS et al., 2015; WANG et al.,2017; HAMED
etal,2018; SUDHA RANI etal., 2018).

E. coli 0157:H7 é uma bactéria bem adaptada para sobreviver no
ambiente aquatico e ja foi detectada em uma variedade de ambientes,
como agua bruta e agua de superficie e é comumente presente em
aguas residuais animais e humanas. Sua sobrevivéncia no ambiente
depende de varios fatores, como disponibilidade de nutrientes,
temperatura, radiacoes ultravioletas e predacdo. Varios estudos
microbiologicos demonstraram que as bactérias entram em estado
viavel, mas ndo cultivavel, quando expostas a estresses como mudancas
na temperatura, nutrientes, pH e cloro, mesmo sob condi¢6es simples
de inanicdo (LORENZON et al., 2010; SAXENA; KAUSHIK; MOHAN, 2015;
NOVOSLAVSKIJ et al., 2016; WANG et al., 2017).

As contagens de bactérias heterotroéficas aerébias mesofilas na
agua foram elevadas nos dois periodos. Os niveis elevados de bactérias
mesofilas podem afetar negativamente o nivel de OD, indicando que
guanto maior o ntiimero de meséfilos menor serd o ntimero de OD na
agua,devidoautilizacdodo mesmo para o crescimento destas bactérias.
As bactérias mesoéfilas quando presentes em grandes quantidades
indicam condicOes higiénico-sanitarias insatisfatérias (OSMAN; EL-
KHATEED, 2016). A presenca desses é indicativa de problema de satde
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publica, uma vez que as bactérias heterotréficas mesofilas em sua
maioria sio patogénicas para o homem e pelo fato de que as bactérias
presentes na agua podem estar contaminando os peixes (FERNANDES;
GOIS, 2015).

Segundo a RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA (BRASIL,
2001), os padroes microbiolégicos para peixes “in natura” e resfriados
sdo: S. aureus até 10° NMP/100 mL (maximo Log UFC/g: 3,0), Salmonella
spp. (auséncia em 25g). Embora, nio exista padrdo estabelecido
para coliformes totais na legislacdo vigente, valores elevados destes
indicam condicGes higiénico-sanitarias deficientes. A presenca de
coliformes termotolerantes em alimentos sugere que ha presenca
elevada de E. coli, permitindo assim obter os niveis de contaminacéo e
a qualidade sanitaria em que os alimentos se encontram. A contagem
de E. coli neste estudo indica que as amostras de peixes avaliadas estao
em desacordo com a legislacdo vigente (BRASIL, 2001) e que o alimento
estd improprio para o consumo.

Esta contaminacao pode estar ocorrendo devido a presenca de
animais homeotérmicos préoximos aos viveiros como caes, bovinos
e aves, os quais foram visualizados no momento da coleta, ou por
contaminacao por esgotos, ou fossas. Estes dados vao de acordo com
outros trabalhos realizados por Silva et al. (2016); Lorenzon et al. (2010)
e Alencar et al. (2012).

As Dbactérias mesofilas quando presentes em grandes
quantidades indicam condicdes higiénico-sanitarias insatisfatorias.
Embora niao tenham limites estabelecidos para microrganismos
meso6filos para pescado, é importante que se facam tais analises,
pois se pode ter um parametro higiénico-sanitario. Nas pesquisas de
Lanzarinetal.(2012), os dados variaram de 4,69a7,921log UFC/ge530a
8,08 log UFC/g para tambacu eviscerado e em banda, respectivamente.
Basso et al. (2014) encontrou valores de aerébios mesoéfilos variando
em torno de 6,03 — 8,23 log UFC/100g. Estes valores corroboram com
os encontrados neste estudo.
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Os testes de correlacdo de Pearson para as bactérias mesofilas
em peixes apresentam correlacdo positiva ao nivel de significancia de
P<0,01 com, E. coli na agua, CT no peixe e E. coli no peixe indicando que
quando ha um aumento de bactérias meso6filas hd também o aumento
destes microrganismos. Isso ocorre devido as bactérias mesofilas
gue se multiplicam entre 10 e 45°C. Além disso, inclui a maioria dos
contaminantes dos alimentos de origem animal, podendo atingir altas
contagens quando o alimento é mantido a temperatura ambiente
(RITTER et al., 2012).

Contagens de S. aureus sao de grande importancia, pois este
microrganismo é um dos mais envolvidos em surtos de toxinfeccoes
alimentares relacionadas ao consumo de alimentos contaminados
pela manipulacdo do alimento em condicdes higiénico-sanitarias
inadequadas (SAXENA; KAUSHIK; MOHAN, 2015). O risco potencial de
uma toxinfeccdo causada por este microrganismo existe e dependera
da manipulacdo do produto e seu posterior armazenamento e
processamento (ALVES; SILVA; MELO JUNIOR, 2016). Estes resultados
podem estar relacionados com contaminacdo de origem humana
e configura-se como possivel risco a satide publica, pois o S. aureus é
uma bactéria patogénica oportunista para humanos e peixes (ALVES;
SILVA; MELO JUNIOR, 2016). A deteccdo de S. aureus em aguas indica
uma situacdo de contaminacdo do ambiente e condi¢des ruins de
saneamento (BASSO et al., 2014).

Os viveiros de peixes ao ar livre sdo potencialmente expostos a
contaminacdo continua por patégenos, que podem ser introduzidos
diariamente na agua, mantendo constante o nivel de patégenos. A
flutuacdo diaria da temperatura e outros fatores ambientais também
podem influenciar a sobrevivéncia do patdégeno. Em um tanque
de peixes, E. coli 0157:H7 e S. aureus, por exemplo, também podem
entrar nos sedimentos no fundo do tanque e sobreviver (LINGAMMA,;
NIVEDITHA, 2014; SAXENA; KAUSHIK; MOHAN, 2015; MUSOKE et al,
2016). Adicionalmente, um alto niimero de patégenos nos 6rgaos
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internos nos peixes pode causar um risco potencial a satide humana,
lembrando que o patégeno pode ser espalhado no peixe e no ambiente
de processamento de alimentos (MUSOKE et al., 2016; LINGAMMA;
NIVEDITHA, 2016).

Os peixes liberaram matéria organica como residuo na agua,
o que pode ter contribuido para o aumento da microflora aquatica
concorrente. A matéria organica também pode vir do alimento. Ao
contrario de um cenario de lagoa natural mais dinamico, este estudo
foi realizado em um sistema fechado que poderia ter levado a uma
deterioracdo mais rapida da qualidade da agua. Essas condicoes
poderiam ter um efeito adverso na capacidade de sobrevivéncia do
patégeno.

Em baixas temperaturas, observou-se que E. coli 0157:H7 pode
persistir por um longo periodo na agua. Também foi indicado que este
patégeno sobrevive melhor em agua pura do que em lago ou agua de
reservatorio com contagens microbianas mais altas e pode sobreviver
em agua engarrafada por 4.300 dias. Varios fatores podem influenciar
a taxa de sobrevivéncia de E. coli 0157:H7 na agua. Os microrganismos
indigenas que atuam como concorrentes na agua da lagoa podem se
tornar um fator limitante que contribui para a rapida diminuicao
de E. coli 0157:H7 na agua. Além disso, temperatura, alta salinidade,
compostos encontrados na agua da superficie agricola e presenca de
produtos quimicos, incluindo fertilizantes, pesticidas e herbicidas,
reduziram a sobrevivéncia de E. coli 0157:H7 (LINGAMMA; NIVEDITHA,
2014; RITTER et al, 2012; SEXENA; KAUSHIK; MEDICHERLA, 2015).
Pode-se perceber que houve uma diferenca entre as médias para os
microrganismostantonaagua como em peixes e nos parametros fisico-
quimicos da agua entre os periodos, sendo que no periodo chuvoso a
concentracido desses microrganismos foi maior que no periodo seco.
Com o aumento da chuva, ocorre o processo de lixiviacdo dos solos,
que com eles arrastam a matéria organica e com estes microrganismos
modificam a microbiota do solo, aumentando as concentra¢des destes
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que siao naturais da microbiota da agua e agregando outras que
contaminam os peixes e modificam os parametros fisico-quimicos
da agua. O pH adequado no viveiro é de extrema importancia para
o desenvolvimento dos peixes, uma vez que variacoes de pH podem
favorecer o desenvolvimento de infeccbes e doencas parasitarias.
A maioria das amostras estava nos padroes exigidos pelo CONAMA
431/11 (BRASIL, 2011), que estabelece valores de 6,0 a 9,0 como sendo
ideais para a criacdo de peixes. Outros trabalhos tém apresentado
resultados que corroboram com os descritos neste estudo, com pH
que varia numa faixa de 6,8 a 8,0 (ALENCAR et al.,, 2012; ALVES; SILVA;
MELO JUNIOR, 2016). Porém, foram encontrados valores fora do padrao
e estes devem ser corrigidos, uma vez que influenciam na qualidade
fisica e microbiol6gica da agua (SILVA et al., 2016).

A analise estatistica entre os fatores fisico-quimicos, tais como
DPH e OD,e pH e DBO, onde 0 pH e OD apresenta uma correlacdo positiva
significativa a p<0,01 que indica que quando ocorre o aumento de pH
ocorre o aumento de OD. A correlacdo entre pH e DBO demonstrou
uma correlacdo negativa com indice de significancia de p<0,01, na
qual o aumento de pH representa um decréscimo da DBO da agua.
Este fato pode estar ocorrendo devido a acidificacdo da agua por um
processo fermentativo gerado a partir do crescimento de bactérias
(PAIVA et al., 2012; ROCHA et al., 2013), algo evidenciado neste estudo.
Fato corroborado pela analise negativa do pareamento dos dados
entre pH e CT, E. coli e bactérias meso6filas, ou seja, quando ocorreu
aumento destes, observou-se diminuicao do pH, com valores ao nivel
de significancia de p<0,05. Dados parecidos foram encontrados por
outros autores (BARROS et al., 2010).

Para o parametro oxigénio dissolvido foram obtidos os
seguintes resultados: 100% das amostras apresentaram valores de
oxigénio dissolvido elevados na agua, dados que indicam condicoes
adequadas ao ambiente aquatico (Tabela 7). Segundo resolucdo do
CONAMA n° 431/11, na agua de classe 2 as concentracdes de oxigénio
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dissolvido devem conter no minimo 5,00 mg/L. Os dados encontrados
neste estudo corroboram com os observados em estudos realizados
em outros pesque e pagues que sugerem um valor superior a 5 mg/L
(BRASIL, 2011; ALENCAR et al., 2012; ALVES; SILVA; MELO ]UNIOR, 2016).

Avaliar os aspectos fisico-quimicos da agua do viveiro é de
fundamental importancia para a cultura e a qualidade do peixe
consumido. Analisar o pH, o oxigénio dissolvido, assim como a boa
alimentacao, esta diretamente relacionados a qualidade da agua. Outro
fator que pode estar influenciando nesses parametros assim como na
qualidade da agua é auséncia de coliformes fecais e a quantidade de
racao utilizada para alimentar os peixes. Isto pode levar a eutrofizacao
do ambiente aquatico, ocasionando reducdo do oxigénio dissolvido
e assim, favorecer a contaminacdo por S. aureus ja que a racao é
manipulada por seres humanos e diversos estudos associam a
contaminacao cruzada como um importante fonte de contaminacao,
uma vez que estes estdo sendo isolados em maos de manipuladores
(ALVES; SILVA; MELO JUNIOR, 2016).

A demanda bioquimica de oxigénio DBO neste estudo
apresentou-se fora dos padroes de limites estabelecidos pelo CONAMA
(BRASIL, 2011), que devem ser de até 5 mg O,/L (Tabela 7). A DBO é
um indicador de matéria organica na agua, sendo definido como a
concentracdo de oxigénio dissolvido necessario para estabilizar os
niveis de matéria organica no ambiente aquatico e evitar o processo
de eutrofizacdo do meio. Desta forma, pode-se afirmar que os valores
encontrados sdo indicativos de contaminacao e qualidade higiénico-
sanitaria inadequada das aguas dos viveiros e consequentemente
dos peixes que neles vivem (SAMOCHA et al., 2004). Deste modo, 0s
resultados referentes a DBO encontrados neste estudo sdo indicativos
de contaminacdo da agua do viveiro e explica nimeros elevados de OD.
Com isto, maior é o niimero de DBO para que assim ocorra a diminuicao
de matéria organica, com isso ocorra a diminuicio do niimero de
bactérias (SAMOCHA et al., 2004).
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Os niveis de cor aparente e turbidez encontram-se em
concordancia com os limites estabelecidos pelo CONAMA (431/2011),
que devem ser de até 75 mg Pt/L e 100 NTU, respectivamente (BRASIL,
2011). Segundo Alencar et al. (2016) a turbidez pode estar relacionada a
um elevadoindice decomponentesdissolvidos,desde matéria organica
até microrganismos patogénicos, que podem causar a contaminacao
de produtos.

Pode-se concluir que as aguas utilizadas na atividade de
piscicultura local estdo fora dos limites estabelecidos pela legislacdo
para E. coli. Com relacdo aos parametros fisico-quimicos avaliados
neste estudo, a DBO esta fora do padrdo estabelecido indicando
contaminacdo e observa-se alta carga microbiolégica. Os peixes
avaliados apresentaram-se fora do padrao paraoslimites estabelecidos
pela legislacdo para E. coli, S. aureus entre os dois periodos avaliados,
sendo estes classificados impréprios para o consumo, configurando-
se como risco a satde publica. A presenca de estirpes patogénicas de
E. coli 0157:H7 nos peixes avaliados é algo preocupante uma vez que
estas sdo de alto grau de viruléncia e patogénicas para homens e estdo
na lista de bactérias envolvidas em surtos alimentares, configurando
assim como risco a satide publica. A presenca de enterobactérias nos
peixes e na agua representa um risco potencial a satide do consumidor
uma vez que o consumo de peixe cru ou malcozido contaminado,
pode configurar como fatores importantes para ocorrer infeccdo e/ou
intoxicacao alimentar. Sendo assim, o monitoramento da qualidade
da agua dos viveiros é de suma importancia, enfatizando os cuidados
no preparo e manipulacdo desses alimentos, de modo aminimizar
os riscos de contaminacdo por microrganismos, pois a partir desta é
possivel garantir um alimento seguro e de qualidade para o consumo.

Nado existe manejo adequado das &aguas dos viveiros e
consequentemente dos peixes que sao criados. Isso é um dos fatores
que contribuem diretamente para qualidade higiénico-sanitaria dos
pesque-pague. Desta forma faz-se necessaria uma qualificacdo tanto
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dosproprietarios comodamaodeobrasutilizadas,visando a qualidade
da dgua dos viveiros e dos peixes consumidos nestes estabelecimentos.
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Degradacao de azo corantes por leveduras



Tiago Aratijo Pinho Alcantara
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Mdrcia Luciana Cazetta

A poluicdo dos corpos hidricos é uma das maiores preocupacoes
ambientais da humanidade neste século. Os efluentes industriais
contendo corantes, especialmente da indtustria téxtil, sio um dos
principais problemas devido a natureza recalcitrante e téxica de
muitas destas substancias.

Os corantes industriais sdo compostos de estrutura sintética
e aromatica capazes de conferir cor a diferentes tipos de substratos,
possibilitando sua utilizacdo em variados setores industriais. Dentre
eles, os azocorantes sido os mais utilizados (aproximadamente 10
milhoes de toneladas/ano) e também um dos mais téxicos, com
propriedades carcinogénicas, mutagénicas e genotoxicas (SATHIYA et
al., 2007; RAUF; ASHARE, 2012; RAWAT et al., 2016; RAWAT et al., 2018).

Métodos fisico-quimicos sdo os mais utilizados no tratamento
de corantes, porém, com baixa eficiéncia, ja que costumam apresentar
alto custo e ndo sdo capazes de degradar completamente as moléculas,
gerando uma parcela significativa de lodo quimico, o que resulta
em um segundo problema de poluicdo, a disposicdo final do residuo
(BAFANA etal., 2011; SEN et al., 2016).

As pesquisas com métodos biologicos (biorremediacao)
empregando microrganismos para tratamento de efluentes contendo
corantes sdo crescentes por serem considerados ecologicamente
corretos, apresentarem custo mais competitivo, menor producao
de lodo, além de ser possivel a obtencdo de produtos finais de baixa
toxicidade e, até mesmo, a degradacio completa (mineralizacao)
(RAWAT et al.,, 2016; VARJANI et al., 2020). Por isso, a cada dia, diversos
microrganismos vém sendo selecionados para a otimizacao e
desenvolvimento de novos tratamentos.
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Devido ao seu aparato enzimatico, os fungos apresentam um
grande potencial na descoloracdo de corantes do tipo azo. Por meio
do seu sistema enzimatico-oxidativo e ligninolitico ndo especifico,
estes microrganismos sao capazes de degradar diferentes tipos de
corantes sintéticos (MORTARELL et al., 2012; SEN et al., 2016). Dentre o0s
fungos, as leveduras apresentam diversas vantagens biotecnologicas
e vemn se mostrando muito eficientes na descoloracao de azocorantes,
nao somente pelo rapido crescimento, mas por serem resilientes em
ambientes desfavoraveis (YANG et al., 2008; LIU et al., 2011; PAJOT et al,
2011; MARTORELL et al., 2012).

Diante deste contexto, essa breve revisdo traz informacdes sobre
0s azocorantes, sua toxicidade, bem como os mecanismos e fatores
fisico-quimicos que influenciam na sua degradacao por leveduras.

Azocorantes: estrutura e toxicidade

Os corantes téxteis sdo classificados de acordo com sua
estrutura quimica como: acidos, basicos, dispersos, azoicos, diazoicos,
metalizados e reativos (CATANHO et al., 2006). Dentre esses diferentes
tipos, os corantes do tipo azo constituem a classe mais utilizada,
correspondendo a mais de 70% da demanda industrial global,
sendo extensivamente utilizados na indtstria téxtil, de cosmeéticos,
medicamentos, papel e alimentos (TONY et al., 2009; RAWAT et al., 2016;
VARJANI et al., 2020). Isso ocorre devido a facilidade de sintese, custo-
beneficio, estabilidade e variedade estrutural, o que confere a esse tipo
de corante uma diversa gama de cores (BAFANA et al., 2011).

Os azocorantes sdo caracterizados pela presenca de um ou
mais agrupamentos azo (-N=N-), podendo ser classificados como
monoazo, diazo, triazo e poliazo (BAFANA et al., 2011). Estdo ligados
a anéis aromaticos, como os compostos benzidina, naftaleno, bem
como outros compostos heterociclicos aromaticos e alifaticos, o que
contribui para a natureza xenobiotica destes compostos, dificultando
muito sua degradacdo. Por isso, os azocorantes sdo considerados
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perigosos e notdrios poluentes ambientais e sua completa degradacao
é de grande interesse e amplamente estudada (CUBAS et al., 2020).

Entretanto, sua toxicidade nao é atribuida somente ao corante
propriamente dito, mas também aos produtos da sua degradacao.
A ligacdo azo é a porcao da molécula mais propensa a hidrélise por
mecanismos enzimaticos microbianos, possibilitando a liberacdo de
aminas aromaticas, derivados da benzidina como dimetil-benzidina
e dimetoxi-benzidina, e outros compostos com elevada toxicidade
(aguda e cronica), carcinogenicidade e mutagenicidade (BAFANA et
al., 2011; RAWAT et al.,, 2018; VIRJANI et al., 2020). Deve-se considerar,
também, as interacdes entre corantes quimicamente diversos com
a diversidade metabélica microbiana, produzindo metabélitos de
toxicidade variada sob diferentes condicoes ambientais (RAWAT et al.,
2016).

Os seres humanos sao expostos a aminas aromaticas derivadas
de corantes de diversas formas. Corantes do tipo azo presentes nos
produtos alimenticios ou téxteis, podem ser metabolizados pela
microbiotaintestinal ouda pele, levando a exposi¢cao asaminas toxicas.
Stingley et al. (2010) demonstraram que as bactérias da pele podem
reduzir os corantes Vermelho de Metila e Alaranjado II, liberando
aminas aromaticas. Da mesma forma, Xu et al. (2010) demonstraram
a capacidade de reducdo de alguns corantes por bactérias do célon
humano formando aminas potencialmente toxicas. Além disso, um
estudo mostrou atividade mutagénica em agua para beber, na qual foi
detectada a contaminacao por efluentes téxteis contendo azocorantes
(ALVES DE LIMA et al., 2007).

Em funcdo disso, para que a biorremediacdo de ambientes
contaminados com corantes seja considerada eficiente, nio basta que
ocorra a diminuicdo da intensidade ou desapareceimento da cor, é
necessario que haja reducao da toxicidade dos efluentes para niveis
aceitaveis (SALAS-VEIZAGA et al., 2013). Uma vez que os efluentes sao
descartados nos corpos d’agua, diversos estudos de ecotoxicidade
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utilizando organismos marinhos como indicadores precisam ser
realizados para determinar a real toxicidade dos corantes e seus
metabdlitos, pois muitas vezes, os produtos da degradacao sdo mais
toxicos do que o proprio corante (RAWAT et al., 2018).

Rawat et al. (2016) alertam que a maioria dos trabalhos sobre
degradacdo de corantes considera apenas o desaparecimento da cor
e nao realiza testes ambientais para determinar se os produtos da
degradacdo apresentam toxicidade. Novotny et al. (2006), entretanto,
estudaram a toxicidade de azocorantes em diversos microrganismos,
mostrandoinibiciodaluminescénciade Vibriofischeriedo crescimento
da microalga Selenastrum capricornutum, sendo que os efeitos té6xicos
foram atribuidos as aminas aromaticas produzidas pela degradacao
das moléculas. Essas aminas se mostraram muito téxicas, também,
para organismos aquaticos como dafnias, peixes e moluscos (RAMOS
etal., 2002).

Em trabalho usando plantas como indicadoras, Prasad e Rao
(2013) observaram o efeito negativo do corante Vermelho Direto 22
sobre a germinacdo de leguminosas (Vigna mungo e V. radiata) e sorgo
(Sorghum bicolor), além da reducdo do indice mitético em bulbos de
cebola (Alium cepa).

Alcantara et al. (2017) também observaram aumento da
toxicidade ap6s a degradacdo do azo corante Alaranjado G pela levedura
Candida cylindraceae SJL6, cujos testes de toxicidade com bulbos de
cebola apresentaram aberracées cromossomicas, bem como elevada
mortalidade nos testes com o microcrustaceo artemia (Artemia salina).

Entretanto, as pesquisas mostram um comportamento variado
entre as espécies de leveduras. Silva (2015), estudando a biodegradacao
do azo corante Alaranjado G por Candida sp. e Pichia kudriavzevii
observaram, em testes com artemia e com sementes de alface (Lactuca
sativa), uma diminuicao da toxicidade apos a degradacao.

Silva et al. (2017) estudando a toxicidade dos produtos de
degradacdo do corante Azul Brilhante de Remazol por cinco leveduras
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isoladas de moluscos bivalves de dgua doce, observaram que, para trés
dos isolados, a toxicidade se elevou de tal maneira que nao foi possivel
medir a concentracdo letal, pois a toxicidade dos produtos da degradacao
foi muito maior do que o corante. Entretanto, duas outras cepas
apresentaram diminuicao da toxicidade apos os testes com artemia.

Tan et al. (2016), Song et al. (2017) e Guo et al. (2019) também
descreveram a diminuicdo da toxicidade apés degradacdo de
azocorantes pelas leveduras Scheffersomyces spartinae TLHS-SF1, Pichia
occidentalis G1 e Galactomyces geotrichum GG, respectivamente. Da
mesma forma, Delaneetal. (2020) relataram a diminuicdo da toxicidade
em testes com artemia e sementes de alface apés biodegradacido do
corante Preto Reativo 5 pela levedura Pichia kudriavzevii SD5, isolada de
tecido intervalval do moluso Mytela guianensis.

Para algumas leveduras, o tempo de cultivo também influenciou
na toxicidade, sendo que para algumas espécies o aumento do tempo
de cultivo diminuiu a toxicidade (SILVA, 2015; DELANE et al., 2020)
e para outras a toxicidade se elevou ainda mais (SILVA et al,, 2017). O
tempo de exposicdo ao corante e seus metabdlitos pode fazer com
que as enzimas microbianas tenham mais tempo para degradar os
produtos téxicos produzidos pela hidrélise da molécula do corante ou,
ao contrario, produzam mais metaboélitos téxicos ao longo do tempo.

Por isso, a associacdo de diferentes microrganismos em co-
cultura pode ser uma alternativa para a completa mineralizacdo de
moléculas de dificil degradacao e que geram compostos toxicos, bem
como para aumentar a estabilidade diante das flutuacoes ambientais.
Ali et al. (2020) descreveram que o consorcio entre trés leveduras,
Yarrowia sp., Barnettozyma californica e Sterigmatomyces halophilus foi
bem sucedido na degradacdo e mineralizacdo de azocorantes, devido
a inducdo de azorredutases produzidas pelas interac6es metabolicas
coordenadas das leveduras, com producao de substancias atéxicas no
final do processo.
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Mecanismos de biodescoloracao

Espécies de leveduras com origens distintas apresentam
diferentes potenciais de descoloracdo, com significativa vantagem em
relacdo as bactérias e fungos filamentosos, uma vez que apresentam
rapido crescimento como as bactérias e, como os fungos filamentosos,
possuem enzimas inespecificas que lhes conferem a capacidade
de biodescoloracao de corantes sintéticos, além de agirem como
adsorventes, em alguns casos (YU; WEN, 2005; MORTARELL et al., 2012;
MAHMOUD et al., 2016).

Os mecanismos de descoloracio por leveduras envolvem
bioadsorcao (ou biossorcdo), degradacdo enzimatica ou a combinacgao
de ambos (SEN et al., 2016). A biossor¢do é um processo que independe
do metabolismo, podendo ser definida como a ligacdo do soluto
a biomassa por meio de um processo que nao envolve transporte
ativo com gasto de energia metabdlica, embora cada processo possa
ocorrer simultaneamente quando biomassa viva é utilizada (TOBIN
et al., 1994; FU; VIRARAGHAVAN, 2001). A capacidade de biossorcdo de
um microrganismo é atribuida aos componentes da parede celular,
que contém diferentes grupos funcionais como aminas, carboxilas,
hidroxilas, fosfatos e outros grupos carregados, capazes de causar uma
forte atracdo entre o corante e a parede da célula (VITOR; CORSO, 2008).

Entretanto,embora eficiente na descoloragao, esse processo gera um
acamulo debiomassa e formacaodelodo que, posteriormente, necessitara
de um destino final, provocando um segundo problema de poluicdo
(KAUSHIK; MALIK, 2009; BAFANA et al, 2011). Por isso, a bioprospeccdo
e o estudo da descoloracdo por leveduras focados na biodegradacao,
especialmente na mineralizacdo, sdo os principais objetivos.

A biodegradacio de corantes industriais € um processo
dependente de energia e envolve a hidrélise das moléculas, podendo
ocorrer por vias aerébicas e anaerdbicas (SOLIS et al.,, 2012; SEN et al.,
2016). Entretanto, a maioria das leveduras realiza a descoloracdo por
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meio da degradacdo enzimatica na presenca de oxigénio e, em virtude
disso, sdo muito mais comuns os processos realizados com agitacdo. A
agitacdoaumentaatransferéncia demassa,oxigénioenutrientes, entre
as células e o meio de cultura, acelerando o processo de degradacao.
Para a completa mineralizacao de azocorantes, as condicoes aerébicas
sao preferidas e, mesmo nos processos anaerébicos, o oxigénio é
necessario, ainda que em pequena quantidade, para a regeneracao
dos cofatores enzimaticos (NADH e NADPH) e das enzimas oxidativas
envolvidas no processo (PANDEY et al, 2007, RAMALHO et al., 2004;
RAUF; ASHARE 2012; SOLIS et al., 2012; SEN et al., 2016; KIYAI et al., 2019).

Os fungos possuem um aparato enzimatico diverso e capaz de
degradar compostos organicos complexos, constituido por enzimas
ligninoliticas extracelulares inespecificas que podem degradar
moléculas xenobiéticas como os corantes (SEN et al., 2016). Para as
leveduras, as principais enzimas descritas na degradacdo de azo-
corantessdo:lacase(Lac) ligninaperoxidade(LiP), manganés peroxidase
(MnP), diclorofenol-indofenol redutase (NADH-DCIP), tirosinases (Tyr),
azorredutases e aminopirina N-desmetilase, sendo que a contribuicao
dessas enzimas na degradacdo de azocorantes pode diferir para cada
espécie (Tabela 1).

Tabela 1. Leveduras e condicdes fisico-quimicas/ biolégicas na degradacdo de
azocorantes.

Corante, concentracgio e

Espéci ndico nzim ~ Referénci
spécie Condicoes e enzimas descoloraciio (%) eferéncias
L, . Preto Reativo 5 (200
Candida oleophila Aerobiose; 26 °C, glicose ppm), 100% Lucas et al., 2006

0,5%; Lac, MnP

Anaerobiose; pH 6, 30
°C,16 min; LiP, NADH-
DCIP redutase, Tyr,
azorredutase

Saccharomyces
cerevisiae

Vermelho de Metila (100

ppm), 100% Jadhav et al., 2007
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Aerobiose; pH 3,30 °C, 1
Galactomyces  h; Lac, Lip, NADH-DCIP
geotrichum redutase

Vermelho de Metila (100
ppm), 100% Jadhav et al., 2008

Preto Reativo 5 (200

o
Debaryomyces  Aerobiose; 28 °C, glicose ppm), 100% Yang et al, 2008

polymorphus 1%, 24 h; MnP

Preto Reativo 5 (200

o 1k
Aerobiose; 28 °C, glicose ppm), 100% Yang et a, 2008

Candida tropicalis 19, 24 h; MnP

Azul Reativo 13 (50 ppm),

Candida Anaerobiose; pH 4-5, 28 .
. . 9k L ., 2011
rugopelliculosa  °C, glicose 0,5%, 48 h 90% fuetal, 20
Pichia Aerobiose; 25 °C, glicose  Azul RR-BB (200 ppm),

kudriavzevii 20,36 h 97%: Pajotetal, 2011
Azul RR-BB (200 ppm),

Trichosporon  Aerobiose; 25 °C, glicose  919; Vermelho 7B-HE .
P & 0 Pajot et al, 2011

akiyoshidainum 2%, 36 h (200 ppm), 95%
Aerobiose; pH 7,30 °C, 24
Galactomyces  h, glicose 0,5%; NADH- Mistura de varios Waghmode et al.,
geotrichum DCIP redutase, Lac corantes (70 ppm), 88% 2011

Williopsis Aerobiose; 25 °C, glicose Preto B-V (200 ppm), 86% Martorell et al.,
californica 2%, 72 h; MnP, Tyt 2012
Amarelo 4R-HE (200
Williopsis Aerobiose; 25 °C, glicose ppm), 90%; Preto B-V (200 Martorell et al.,
saturnus 29, 72 h; MnP, Tyt ppm), 91% 2012

Aerobiose; 25 °C, glicose Preto B-V (200 ppm), 96% Martorell et al.,
2%, 72h; MnP, Tyr 2012
Preto B-V (200 ppm), 95%;

Candida.sp.

Trichosporon  Aerobiose; 25°C, glicose Martorell et all.,
_ o)
porosum 2%, 72 h; MnP, Tyt Vermelho 7B-HE, 91% 2012
. . Vermelho Acido B (100
Pichia s Aerobiose; 30°C, glicose m), 909% ( Quetal., 2012
P 1%,10h ppm), "
. . Preto Reativo 5 (200 ppm)
. or.
Issatchenkia Aerobiose; pH 7,32 °C; 98% Jafari et al, 2014

orientalis glicose 1%, 18 h

Acido Brilhante
Aerobiose; pH 4-6,35 °C, Escarlatet GR (100 ppm),

glicose 0,4-19%, 24 h 100% Tan ef al, 2013

Candida tropicalis
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Aerobiose; células
imobilizadas, pH 5-7, 30
°C, glicose 0,4%, 7 h

Scheffersomyces Aerobiose, 30 °C, 160 rpm,
spartinae TLHS-  sacarose 0,2%, pH 5-6,
SF1 16h

Aerobiose, 30 °C, 160
Pichia ocidentalis rpm, pH 5, NADH-DCIP

Magnusiomyces
ingens

Gl redutase, LiP, MnP, glicose
290,20-36 h
T .
Saccha omyces Aerobiose, 30 °C, 180 rpm,
cerevisiae licose 2% e sacarose, 7 h
ATCCI763 & '

Aerobiose, 30 °C, 180
Galactomyces tpm, pH 7-8, glicose 0,2%,
geotrichum GG NADH-DCIP redutase, LiP
elac,10h

Candida tropicalisAerobiose, 30 °C, 160 rpm,
SYF1 glicose 0,4%, LiP, Lac,12 h

Vermelho Acido B (300
ppm), 100%

Vermelho Escarlate 3R
(80 ppm), >90%

Vermelho Acido B (100-
600 ppm), >90%

Carmoisina (50 ppm),
>80%

Vermelho Escarlate GR
(100 ppm), >92%

Vermelho Acido B, (50
ppm), >95%

Tan et al.,, 2014

Tan et al.,, 2016

song et al., 2017

Kiyai et al., 2019

Guo etal., 2019

Tan et al., 2020

Fatores fisico-quimicos e biodegradacao

A eficiéncia dos processos de biodegradacdo de corantes é
fortemente influenciada por varios fatores fisico-quimicos do meio.
Dentre os principais fatores estdo as fontes de carbono e nitrogénio,
concentracdo do corante, temperatura e pH.

Fontes de carbono e nitrogénio

Asdiferentes caracteristicas metabdlicas microbianas explicam as
diferencas na utilizacdo das fontes de carbono, afetando a descoloracao
dos corantes, que esta bastante associada com o processo de crescimento
das leveduras e seu metabolismo primario (LUCAS et al., 2006; YANG et al.,,
2008; MARTORELL et al., 2012). Embora Pajot et al. (2011) e Martorell et al.
(2012) tenham proposto que leveduras oligotréficas com alto potencial
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de descoloracdo podem crescer em meio contendo apenas o corante
como fonte de carbono e energia, geralmente, as leveduras nio crescem
sem uma fonte de carbono que seja facilmente metabolizada (YANG et
al., 2008; SOLIS et al., 2012; TAN et al., 2013; JAFARI et al., 2014).

Além disso, os azocorantes sido deficientes em carbono, portanto,
a biodegradacdo sem uma fonte alternativa de energia é muito dificil
(ASGHER et al., 2008; TONY et al., 2009). Portanto, na maior parte dos
casos, células de leveduras nao crescem sem glicose ou qualquer outra
fonte de carbono facilmente metabolizavel, uma vez que, além de
ser importantes fontes de energia para o crescimento e manutencao
celular, atuam como doadores de elétrons para a hidrélise das ligacoes
azo (YEMENDZHIEV et al., 2009; SOLIS et al., 2012). O comportamento de
leveduras isoladas de moluscos bivalves confirmou essas observacoes,
uma vez que a degradacdo do corante ocorreu somente na presenca
de glicose, em concentracdes que variaram entre 0,5 e 1%. Aumentos
progressivos na concentracdo de glicose ndo influenciaram na
taxa de descoloracdo (SILVA 2015; SILVA et al, 2017; ALCANTARA et
al, 2017). Entretanto, a concentracdo da fonte de carbono deve ser
cuidadosamente dosada, pois, tanto a falta quanto o excesso podem
diminuir o processo de descoloracdo, como observado por Tan et al.
(2016). Geralmente, quando as fontes organicas externas de carbono
estdo em excesso podem ser utilizadas preferencialmente pelos
microrganismos, em detrimento dos corantes (QU et al., 2012).

A glicose é a fonte de carbono mais citada nos trabalhos de
degradacdo de corantes por leveduras (Tabela 1), embora também seja
descrito o uso de sacarose, maltose, amido, bem como algumas fontes
deorigem agroindustrial como melaco de cana-de-acticar e, até mesmo,
material lignocelulésico como cascas e bagacos vegetais (serragem,
casca de soja, palha de arroz, bagaco e caule de milho, bagaco de cana)
(JIN et al., 2007; TONY et al., 2009; CHARUMATHTI; DAS, 2010; PONRAJ et al.,,
2011; DAS et al., 2011; SONG et al., 2017; ALI et al., 2020; KIYAI et al., 2019).

As fontes de nitrogénio também sdo essenciais nos processos
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de degradacdo de corantes. Diferentes fontes de nitrogénio foram
responsaveis por aumentos consideraveis na descoloracao de corantes
para diferentes microrganismos, especialmente as fontes organicas
como peptona, extrato de carne, com destaque para o extrato de
levedura, que é o mais utilizado (MOOSVI et al., 2007; SONG et al., 2017;
KIYAI et al., 2019). Como a biodegradacdo de corantes esta associada ao
crescimento, as fontes de nitrogénio sdo essenciais para a manutencao
do metabolismo celular, contribuindo para o aumento das taxas de
biodegradacao. O extrato de levedura, além de ser fonte de nitrogénio,
também contribui para o suprimento de outros fatores de crescimento
como vitaminas e aminodacidos essenciais. Alguns fungos, inclusive,
nao conseguem produzir algumas enzimas, como lignina peroxidase,
na auséncia de uma fonte organica de nitrogénio (EL-RAHIM et al,
2017). Entretanto, sua utilizacdo deve ser cuidadosamente estudada,
uma vez que podem atrapalhar o processo de descoloracdo. A peptona,
por exemplo, pode agir como um aceptor de elétrons em condi¢oes
anaerébicas e competir pelos elétrons das azorredutases (doadores de
elétrons), afetando negativamente o processo de descoloracdao (INRAM
etal,2015).

Fontesinorganicas de nitrogénio também sdo utilizadas,embora
quase sempre associadas com fontes organicas, e a mais citada é o
sulfato deamonio (TAN et al., 2016; SONG et al., 2017; GUO et al., 2019; TAN
et al., 2019). Essa associacdo pode ser bastante interessante, uma vez
que as fontes inorganicas fornecem nitrogénio e as fontes organicas
fornecem, além de nitrogénio na forma de aminoacidos essenciais,
também vitaminas e minerais que atuam como cofatores enzimaticos,
de modo que se complementam, melhorando a degradacdo dos
corantes.

Concentracio do corante

A degradacdo microbiana é muito afetada pela concentracdo do
corante. Diversos autores relataram que o aumento da concentragao
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reduziu gradualmente a taxa de descoloracdo, provavelmente em
funcdo da toxicidade dos corantes e/ou dos metabdlitos resultantes da
biodegradacao (YU; WEN, 2005; WANG et al., 2009; QU et al., 2012; TAN et
al., 2013; GUO et al., 2019).

Asleveduras apresentaram comportamento variado com relacio
a concentracao dos corantes (Tabela 1). Silva et al. (2017) descreveram
elevada taxa de descoloracdo (acima de 70%) até, no maximo 100 ppm
do corante Azul Brilhante de Remazol. A levedura C. cylindracea SJL6,
apresentou taxa de descoloracao acima de 90% até 500 ppm do corante
Alaranjado G (ALCANTARA et al., 2017). Para o mesmo corante, Candida
sp. e P. kudriavzevii apresentaram elevadas taxas de descoloracdo entre
50 ppm e 100 ppm, respectivamente. Por outro lado, P. kudriavzevii
SD5 apresentou descoloracdo em concentracoes acima de 90% do
corante Preto Reativo cinco até 850 ppm e em torno de 60% a 1000 ppm
(DELANE et al., 2020). Leveduras que resistam a elevadas concentracoes
de corantes sio as mais procuradas, pois os efluentes industriais
apresentam variados niveis de concentracdo de corantes quando
lancados no meio ambiente.

PH e temperatura

Com relacdo ao pH e temperatura, a maioria dos trabalhos
descreve que valores de pH acidos e temperaturas na faixa mesofila,
variando entre 25-37°C,sdo as melhores condices para a descoloracao
por leveduras (Tabela 1). Essas caracteristicas estido associadas as
condicOes 6timas para producao e atividade das enzimas envolvidas
nos processos bioquimicos de degradacao e no crescimento celular.
E bem conhecido que o crescimento 6timo de fungos, de maneira
geral, e a maxima atividade de enzimas ligninoliticas, que sdo muito
associadasadescoloracdodeazocorantes,sdo observadosem condicoes
de baixo pH (SHAH; PATEL, 2014; SEN et al., 2016). Além disso, o pH pode
influenciar na solubilidade em agua dos corantes, afetando o processo
de descoloracdo, como descrito por Guo et al. (2019) para o corante
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Acido Escarlate GR. Para a maioria das leveduras isoladas dos moluscos
bivalves do Rio Subaé, Bahia, as melhores taxas de descoloracdo
ocorreram na faixa acida de pH, entre 3 e 6, e temperaturas entre 20 a
35 °C (SILVA, 2015; SILVA et al., 2017; ALCANTARA et al., 2017). Entretanto,
uma excecao a esse comportamento foi observada para P. kudriavzevii
SD5 que continuou apresentado elevadas taxas de descoloracdo (acima
de 90%) até 45 °C, sendo classificada como uma espécie termotolerante
(SILVA, 2015; DELANE et al, 2020). Microrganismos resilientes ao
aumento da temperatura sdo interessantes para aplicacio em
processos de biorremediacdo de efluentes, uma vez que suportam
melhor a variacdo de temperatura encontrada nos ambientes naturais
ou tanques de tratamento.

Perspectivas futuras

O desenvolvimento de tecnologias eficazes e sustentaveis para o
tratamento de efluentes contendo corantes ainda é um desafio. As leis
estdo se tornando mais rigidas e as induistrias precisam, se adequar
as novas legislacoes. O uso excessivo de agua € um problema que vem
sendo trabalhado por diversas industrias atualmente, incluindo as
téxteis, entretanto, a utilizacio e descarte dos azocorantes continuam
sendo um grande problema ambiental. Portanto, novas metodologias
precisam ser desenvolvidas para tratar o problema.

O isolamento de novos microrganismos e enzimas para fins de
biorremediacdo, bem como o uso de consércios microbianos, podem
ser conjugados com métodos fisico-quimicos ou processos avancados
de oxidacdo para reduzir problemas secundarios de poluicdo. Além
disso, conhecer os mecanismos biol6gicos e bioquimicos envolvidos no
processo de biodescoloracao fornecem dados para o desenvolvimento
de azos corantes que sejam mais suscetiveis aos tratamentos dos
efluentes.
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RNA interferente no controle de pragas

Jonatha dos Santos Silva
Layanna Rebougas de Santana Cerqueira
Eduardo Chumbinho de Andrade

Desde o surgimento da agricultura, diversas técnicas de manejos
e tecnologias permitiram seu desenvolvimento e estabelecimento
em altos niveis de producao. Entretanto, é evidente que a agricultura
moderna ainda ndo atingiu seu potencial maximo de producao.
Insetos, patogenos e plantas daninhas sdo os principais problemas
fitossanitarios responsaveis pelas perdas de rendimento. Para evitar
maiores danos, os produtores dispdoem de uma grande variedade de
pesticidas sintéticos, sejam de acdo de contato ou sistémico. Entretanto,
a baixa seletividade destes agroquimicos promove o aumento do custo
ambiental, uma vez que pode eliminar a fauna benéfica ou favorecer
o surgimento de populacdes de patégenos e insetos-praga resistentes.
Além disso, o processo obtencdo de novos pesticidas é cada vez mais
caro e complexo, com custos que alcancam USS$ 250 milhdes e pelo
menos dez anos desde a descoberta da molécula até a liberacdo de um
novo pesticida (BOREL, 2017).

Estratégias para protecao de culturas utilizando vias genéticas
vémsendoestudadasaolongodosiltimosanosesemostramaltamente
promissoras. O mecanismo de RNA interferente (RNAi), descoberto no
inicio dos anos 90, pode ser utilizado como uma eficiente ferramenta
para o controle de pragas. O RNAi é ativado pela presenca de uma
molécula de RNA de fita dupla (dsRNA), e promove o silenciamento de
RNAs mensageiros (mRNAs) homologos (FIRE, 1998). A especificidade da
sequéncia do dsRNA permite a possibilidade do silenciamento de genes
que sejam criticos a sobrevivéncia do organismo alvo. Nesta tendéncia,
a tecnologia de RNAi é uma das mais recentes apostas no campo de
controle de pragas e conceitualmente se aproxima do pesticida “ideal”:
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ele atinge apenas a praga alvo e possibilita um impacto minimo
sobre organismos nao-alvo (polinizadores, parasitoides, predadores
e vertebrados). Logo, desenvolvimento de medidas de controle via
RNAI torna possivel a producao de um produto a base de dsRNA, uma
molécula organica e biodegradavel, portanto com risco minimo paraa
satide humana e o meio ambiente. Como o dsRNA (considerado como o
ingrediente ativo) é produzido enzimaticamente in vitro ou em sistema
fermentativo (por bactérias), pode inclusive ser considerado como um
“produto natural” (pesticida biol6gico) (ANDRADE; HUNTER, 2016).

Neste capitulo, vamos apresentar o mecanismo de RNAi, discutir
seu potencial no controle de pragas, possiveis métodos de aplicacdo
em uma abordagem ndao transformativa e técnicas de producao em
larga escala de dsRNA.

RNA interferente - mecanismo

O silenciamento de genes por RNA interferente (RNAi) é um
processo natural que ocorre nas células eucarioticas, e esta envolvido
na atividade de regulacdo génica e defesa antiviral celular. O fen6meno
de silenciamento génico foi observado pela primeira vez em 1990
por pesquisadores que buscavam alterar geneticamente a coloracao
de flores do género Petunia, inserindo uma cépia extra do gene da
Chalcone sintase (CHS), responsavel pela biossintese de antocianinas
(NAPOLI LEMIEUX; JORGENSEN, 1990). Entretanto, o que se obteve foram
flores com diferentes padrdes de variegacdo ou mesmo com nenhuma
pigmentacdo (brancas). Foi constatado que a despigmentacao estava
relacionada a diminuicdo dos niveis do mRNA do CHS, tanto do
gene endégeno quanto da coépia introduzida. Este fenémeno foi
denominado como co-supressao (NAPOLL LEMIEUX; JORGENSEN, 1990).
Em 1998 foi constatado que o mecanismo foiativado eficientemente no
nematoide Caenorhabditis elegans via alimentacdo oral por moléculas
de RNA de fita dupla (dsRNA) (FIRE, 1998). Estes resultados mostraram
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ser possivel o controle de pragas pela administracdo oral de dsRNA,
abrindo o caminho para o que hoje se denomina tecnologia RNAi.

O silenciamento génico pode ocorrer tanto pelo impedimento
da traducdo do mRNA quanto pela sua degradacdo, resultando na
diminuicdo da expressdo ou supressao total da expressio do gene
homologo ao dsRNA. Em mais detalhes, o processo basico do RNAi
pode ser dividido em trés etapas principais. Primeiro, o mecanismo
é ativado pela presenca de uma molécula de dsRNA (denominada de
molécula gatilho). Este dsRNA é entao cortado em pequenos RNAs de
fita dupla (21-25pb), chamados de small interfering RNA (siRNA), pela
Dicer. Na segunda etapa do mecanismo de RNAi, uma das fitas do siRNA
éremovida ea fita que permanece (chamada de fita guia) é incorporada
complexo RISC.Na tiltima etapa, o complexo RISC atua paraidentificare
degradar mRNAs que compartilhem homologia com o siRNA (TOMART,
ZAMORE, 2005). A Dicer é uma enzima essencial no mecanismo de
RNAIi, sendo responsavel pelo tamanho do dsRNA formado. Proteinas
Argonautas sio componentes principais do complexo RISC, pois
tem a funcdo de se ligar ao miRNAs/siRNAs, selecionar qual das fitas
do miRNA/siRNA permanece ligado ao RISC e possuem atividade de
endonuclease que cliva os mRNAs complementares a estes SiRNAS
(RIVASet al., 2005; HOCK; MEISTER, 2008).

Os dsRNAs podem ser classificados em duas principais categorias
de acordo com sua funcdo e origem; micro RNAs (miRNAS) e pequenos
RNAs interferentes (siRNA — short interfering RNA). Os miRNA se
originam de um transcrito primario longo, que ainda no ntcleo
assume formato de fita dupla, sofre processamento via complexo
enzimatico mediado por uma RNase III (Drosha), tornando-se um pré-
miRNA, de aproximadamente 70 pb. Este pré-miRNA é exportado para
o citoplasma, onde é processado por uma ribonuclease III, chamada
Dicer, formando um miRNA maduro, com cerca de 22 pares de bases.
Os siRNAs sdo originados do processamento de moléculas de dsRNAs
exogenas (virus, transposons e dsRNA sintéticos), que ao entrarem na
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célula, sdo processados pela Dicer com tamanhos entre 19 a 30 pares
de bases (CARMELL et al., 2002; MORRIS et al., 2004). O siRNA é acoplado a
um complexo RISC, e leva a degradacdo de RNAs homologos. Os siRNAs
podem ser sintetizados in vitro, e introduzidos na célula alvo. Uma
vez gerados, 0o miRNA e siRNA sdo acoplados a um complexo proteico
conhecido como o complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA
Induced Silencing Complex, RISC), que utiliza o miRNA ou siRNA para
encontrar mRNAs homologos, promovendo o silenciamento génico (YI
et al., 2003; TOMARI; ZAMORE, 2005; RIVAS et al., 2005).

Pela especificidade do mecanismo, em teoria, qualquer mRNA
de uma célula pode ser degradado de forma especifica via RNAi. Outra
caracteristica do mecanismo de RNAi é seu carater sistémico, ou seja,
apos ser ativado em uma célula, um sinal é “transmitido” para as outras
células. Este sinal sistémico é um siRNA, pois além de ser pequeno e
de facil movimento, é a molécula que confere a especificidade ao
mecanismo (MLOTSHWA et al., 2002). Entretanto, a sistematicidade do
RNAi nao ocorre em todos os organismos eucariotos, a exemplo de
muitas espécies de insetos que o fenémeno nao foi observado nem
comprovado (CHRISTIAENS; SMAGGHE, 2014). Muitos avancos foram
feitos desde a descoberta e elucidacdo do mecanismo de RNAi, e suas
caracteristicas permitem uma ampla adaptabilidade de uso desta
técnica para o controle de pragas e patégenos.

Tecnologia de RNAi

Numa abordagem transformativa, é possivel desenvolver plantas
transgénicas utilizando a tecnologia do RNAi. A primeira planta
transgénica utilizando o mecanismo de RNAi para controle de doenca
foi um mamoeiro transgénico resistente ao virus Papaya ringspot virus
(PRSV),causadordamanchaanelar,liberada comercialmente no Hawaii,
USA em 1998 (SHEN et al., 2014; JIA et al,, 2017). A resisténcia é obtida
mediante a expressdo de um fragmento contendo a sequéncia parcial
do gene do capsideo do virus. Mais recentemente, outro transgénico, o
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milho SmartStax PRO, desenvolvido pela Monsanto, é a primeira planta
comercial que utiliza da tecnologia de RNAi para controle de inseto,
neste caso a Diabrotica virgifera virgifera. O SmartStax foi liberado para
comercializacdo em 2016 no Brasil e Canada e Estados Unidos em 2017
(HEAD et al., 2017).

A abordagem transformativa do RNAi é uma forma interessante
de introduzir resisténcia em uma dada cultura de forma altamente
especifica, porém, este método enfrenta certas desvantagens ou
limitacOes; estudos com plantas transgénicas sdo caros e exigem
adequacgodes regulatérias que podem durar alguns anos. No Brasil, as
atividades com transgénicos e biotecnologia sdo reguladas pela Lei
11.105/05. Um organismo geneticamente modificado (OGM) é obrigado
a passar por muitos estudos, que podem durar até 10 anos de pesquisa,
desde sua descoberta até se tornar um produto comercial (BRASIL,
2005). Além desses fatores, é inviavel, do ponto de vista pratico, criar
um OMG para cada organismo alvo ou cultura.

Por outro lado, a utilizacdo da tecnologia do RNAi por uma
abordagemnaotransformativatemsetornadoalvodegrandeinteresse,
tanto para pesquisa, quanto para fins comerciais, visto possibilitar o
uso do RNAi em qualquer cultura. Neste caso, ha a aplicacao direta de
dsRNA na planta via foliar como em aplicacées no solo para absorcao
radicular, que passa a mover sistemicamente pela planta (HUNTER
et al, 2012; ANDRADE; HUNTER, 2016). Este método é denominado de
RNAI topico, e vem sendo explorado para o controle de pragas (LI et al.,,
2015; KOCH et al., 2013; SAMMONS et al., 2015; ANDRADE 2016; ANDRADE;
HUNTER, 2017).

Neste contexto, o dsRNA pode ser considerado como um
ingrediente ativo para a formulacdo de inseticidas, fungicidas,
produtos com acdo antiviral, herbicidas, etc., podendo ter diferentes
modos de aplicacdo. Estes produtos baseados em dsRNA podem
chegar ao mercado em quatro categorias: i) Agentes de controle
direto; ii) Repressores de fatores de resisténcia (supressao de genes
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associados a resisténcia/tolerancia a agroquimicos); iii) Disruptores
de desenvolvimento (p. ex: supressao de genes envolvidos na producao
de hormonios em insetos) e iv) Promotores de crescimento (supressao
temporaria de genes envolvidos no controle do florescimento em
plantas) (US/EPA, 2013; US/EPA, 2014; ZOTTI; SMAGGHE, 2015; SAN
MIGUEL; SCOTT, 2016; ANDRADE, 2016; ZOTTI et al., 2018).

Importante ressaltar que o uso do RNAi t6pico para o controle de
pragas devera ser analisada caso a caso, visto que cada praga responde de
forma variavel ao RNAi. Por exemplo, D. virgifera é extremante sensivel a
ingestdo de dsRNA (LC50 de 4,3 ng/mL) (BOLOGNESI et al. 2012; BACHMAN
et al., 2013), enquanto Lepidépteras em geral sdo recalcitrantes, sendo
menos sensiveis a ingestdo oral de dsRNA devido a presenca de nucleases
na saliva e trato digestivo que levam a degradacdo do dsRNA antes de
ser absorvido pelas células do epitélio intestinal (TERENIUS et al., 2011;
KATOCH; THAKUR, 2012; SHUKLA et al., 2016).

Outro ponto a ser considerado para que produtos a base de
dsRNA sejam comercialmente viaveis na agricultura é a solucdo de dois
gargalos: (1) producdo de dsRNA em larga escala e baixo custo, e (2) e
tecnologias que promovam maior estabilidade do dsRNA, permitindo
assim prolongar sua integridade no ambiente e sua absorcao pelas
células do organismo alvo. Felizmente, tem-se observado acelerado
aumento no conhecimento técnico-cientifico em diversas areas
relacionadas a tecnologia de RNAi, que estdo solucionando estes
gargalos.

Aplicacoes contra pragas

O RNAi é particularmente eficiente contra alguns insetos, em
especial aos da ordem Coleoptera. Por outro lado, insetos pertencentes
as ordens Lepdoptera e Hemiptera parecem ser menos afetados,
sugerindo certa limitacao para o controle desses insetos.

Para insetos sugadores, as moléculas de dsRNA devem estar
presentes no sistema vascular das plantas. Neste sentido, o método de
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entrega é um dos principais desafios para controle desses organismos.
Outro problema é a possibilidade de degradacdo das moléculas no
corpo de alguns insetos. Foi observado a degradacio de moléculas
de dsRNAs em estomago ou por secrecdo salivar em duas espécies
hemiptera; Acyrthosiphon pisum e Lygus lineolaris (ALLEN; WALKER,
2012; CHRISTIAENS; SMAGGHE 2014). A instabilidade das moléculas
de dsRNAs esta associado a presenca de nucleases e/ou devido ao pH
altamente alcalino, muito comum em Lepidoptera, com pH variando
entre 11 ou 12.

Alguns estudos também demostram bons resultados para o
controle de insetos sugadores. Andrade e Hunter (2017) observaram
taxas de até 56% de mortalidade para o psilideo dos citros, D. citri,
apos submetem o inseto a alimentacdo em brotacdes tratadas com
dsRNA homoélogo ao gene da Argenina kinase, proteina associada ao
metabolismo energético. Wang et al. (2015) testaram o RNAi contra
o pulgao-do-grao, Sitobion avenae. Os pulgdes foram submetidos a
dieta liquida artificial contendo moléculas de dsRNA. O gene alvo
foi o percursor da subunidade da Citocromo C oxidase. Insetos que
se alimentaram na dieta com dsRNA tiveram taxa de mortalidade
superior a 94%. O controle da mosca-branca, Bemisia tabaci, foi
extremamente eficiente utilizando plantas de N. tabacum expressando
dsRNAs homologos aos genes da Acetilcolinesterase (AChE) e receptor
da ecdisona (EcR) (MALIK et al., 2016). Plantas expressando o dsRNA da
AChE causaram de 98% de mortalidade apés 4 dias de alimentacdo,
enquanto a planta que expressa dsRNAs para os dois genes ocasionou
100% de mortalidade ap6s 9 dias de alimentacdo (MALIK et al., 2016).

Lepidépteras sao pragas em que ha grande interesse em controle
via RNAi. Liu et al. (2015) observaram taxa de mortalidade de 55%
contra lagartas de Helicoverpa armigeras quando foram alimentadas
por trés dias em plantas de Arabidopsis thaliana expressando dsRNA
para o gene da Arginina kinase (Ak). Christiaens et al. (2018) também
obtiveram sucesso no controle de Spodoptera exigua, mas utilizando
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outra estratégia. As lavas de S. exigua possuem o intestino altamente
alcalino (pH > 9,0). Para proteger o dsSRNA da degradacdo, as moléculas
foram complexadas a polimeros guanilados. No bioensaio, os insetos
foram alimentados durante 7 dias com discos foliares tratados com
0 dsRNA para o gene da Quitina sintase (ChSB) complexado com o
polimero guanilado. Foi observada a taxa de 53% de mortalidade 13
dias ap6s inicio do bioensaio. Em contrapartida, o tratamento que
continha discos foliares tratados apenas com o dsRNA observaram-se
apenas 16% de mortalidade de lagartas, mostrando que o uso de dsRNA
puros ndo tem efeito em lepidépteras devido a degradacdo do dsRNA
no processo de ingestdo pelo inseto (CHRISTIAENS et al., 2018).

Estudo também demonstraram bons resultados para o
controle de coleépteras. Mehlhorn et al. (2020) utilizaram dsRNA
para silenciamento do gene da actina em Leptinotarsa decemlineata.
Larvas de segundo estadio (instar) foram submetidas a alimentacao
em discos foliares tratados com o dsRNA. Foi observada mortalidade
superior a 82% apos 5 dias de avalicdo. Também foi observado retardo
no desenvolvimento desses insetos.

Os acaros também sdo considerados pragas importantes para
diversas culturas agricolas e plantas ornamentais. Duas espécies se
destacam nesse cenario, Tetranychus urticae e Panonychus citri. O uso
massivo de pesticidas tornou T. urticae resistente a quase todos os
tipos de acaricidas. Os estudos sobre o genoma e os mecanismos de
silenciamento poés-transcricionais do T. urticae, realizados por Khila
e Grbi¢ (2007), serviram de base para estudos posteriores visando
a aplicacdo do mecanismo do RNAi para controle de dcaros. Usando
desse conhecimento, Kwon, Park e Lee (2013) conseguiram taxas de
mortalidade superiores a 65% contra T. urticae, usando disco foliar
tratados com dsRNA que visavam a supressao de um gene responsavel
por uma subunidade proteica relacionada ao transporte de membrana
do reticulo endoplasmatico (Coatomer Protein Complex, T-COPB2). Li et
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al. (2017) utilizaram a mesmo método com disco foliar, obtiveram taxa
de 56% de mortalidade em ninfas de P. citri.

As vias e componentes do RNAi sio relativamente conservadas
entre os eucariotos, de modo que estdo presentes na grande maioria
dos fungos, existindo raras excecoes que ndo possuam esta maquinaria
celular. Levando isto em consideracao, boa parte dos fungos podem
ser alvos da tecnologia do RNAi. Fungos do género Fusarium sao
responsaveis por causar doencas em diversas culturas de interesse
economico, dentre elas o milho, trigo e soja. Koch et al. (2013) ao tratar
culturas, in vitro, de Fusarium graminearum com dsRNA complementar
ao gene do citocromo P450, conseguiram controle semelhantes ao
observados com uso do fungicida Tebuconazole. O fungo apresentou
mudancas morfolégicas além da inibicdo de seu crescimento.
Posteriormente, Koch et al. (2016) também testou a eficiéncia do RNAi
contraoF.graminearum invivo.Foram usados dsSRNA homologos a genes
envolvidos na biossintese de ergosterol. Foram feitas pulverizacoes em
folhas de cevada, que foram capazes de inibir o crescimento faingico
tanto no local da aplicacdao quanto em folhas distais ndo pulverizadas.
Este experimento demostrou a capacidade de absorcéao e translocacao
das moléculas de dsRNA pelo sistema vascular das plantas e absorcao
pelas hifas flingicas.

Asvirosesde plantassaooutro problema dedificil controle, sendo
responsaveis por grandes perdas de qualidade e producao de diversas
culturas, podendo ocasionar perda total da cultura. O mecanismo
de RNAi é naturalmente utilizado pelas células eucariéticas no
controle de infecc¢des virais, interferindo nos processos de replicacao
dessas entidades. Isso significa que o mecanismo do RNAi pode ser
utilizado para o controle das mais variadas doencas virais. Tenllado
et al. (2003) utilizaram Escherichia coli engenheirada para producao de
dsRNA do gene da replicase do virus PMMoV. Extrato bruto dos acidos
nucleicos da cultura bacteriana foram pulverizadas em plantas de
Nicotiana benthamiana, inoculadas com o virus. O tratamento controle
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apresentou sintomas de infeccdo viral apés 6 dias de inoculacéo,
enquanto as tratadas com o dsRNA se mantiveram livres de sintomas
por até 10 semanas apos inoculacao. Mais recentemente, Worrall et al.
(2019) testaram a aplicacdo foliar para protecao contra infeccdo viral
mediada por transmissdo por pelo afideo Mizus persicae. O dsRNAs
homologos a regides conservadas do Bean commom mosaic virus (BCMV)
foram carregados em nano-folhas HDL, e aplicados em plantas de
N. benthamiana e Vigna unguiculata. As plantas foram submetidas a
infestacdo por M. persicae cinco dias ap6s aplicacdo do dsRNA-HDL.
0 virus foi detectado em apenas 8% das plantas de N. benthamiana e
nenhuma das plantas de V. unguiculata foram infetadas 25 dias apos
aplicacdo do dsRNA-HDL.

Os estudos iniciais sobre o mecanismo do RNAi ocorreram no
modelo nematoide, C. elegans, onde o foi descrito como sistémico e
capaz de ser transmitido a préxima geracao por meio da injecdo ou
alimentacdo de dsRNA. A maioria dos trabalhos encontrados para o
controle desses organismos por meio da tecnologia do RNAi sdo por
abordagens transformativas. Huang et al. (2006) geraram plantas
de Arabidopsis thaliana expressando dsRNA homologo a genes
responsaveis pela integracdo nematoide-hospedeiro. Essas plantas
apresentaram resisténcia contra Meloidogyne incognita, M. javanica, M.
arenaria e M. hapla. Houve uma reducao de 93% no namero de ovos de
quando comparada a plantas que nao expressavam o0 dsRNA.

Consideracoes

Um dos pontos chaves para o funcionamento da tecnologia
do RNAi no manejo de pragas, é a identificacdo de genes que sejam
essenciais ou criticos a sobrevivéncias do organismo alvo. Outro ponto
muito importante é como fazer a molécula de dsRNA adentrem as
células do organismo alvo para desencadear o silenciamento génico. O
processo de aquisicdo do dsRNA pelo organismo alvo pode ocorrer de
maneira direta ou indireta. A primeira, ocorre quando a molécula de
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dsRNA é absorvida por contato direto ou por alimentacao de tecidos
da planta contendo o dsRNA em sua superficie. Para a forma indireta,
as moléculas de dsRNA devem ser translocadas pelo sistema vascular
das plantas, e entdo serem absorvidas pelo organismo alvo. O processo
de aquisicio pelo organismo alvo esta fortemente relacionado
com a estratégia de entrega, visto que cada organismo apresenta
particularidades no seu modo de alimentacao, refletindo na forma de
aquisicdo do dsRNA.

O processo de definicdo das estratégias de entrega ird variar de
acordo com o organismo alvo (localizacdo da praga na planta, biologia
da praga, etc.) e cultura. Com base nestas variaveis, o dsRNA pode ser
aplicado na superficie foliar, podendo permanecer aderido a epiderme
ou ser absorvido pelas folhas e translocado pelo sistema vascular,
realizar a injecdo direta em troncos, bem como fazer a aplicacdo no
solo para absorcdo do dsRNA pelas raizes. Entretanto, a aplicacao direta
do dsRNA pode nao ser viavel devido a instabilidade das moléculas
de dsRNA diante das adversidades ambientais, principalmente a
incidéncia de luz UV, remocao pela chuva ou mesmo degradacdo por
microrganismos. Desta forma, aplicacdes de dsRNAs puro em campo
podem fornecer intervalos de protecdo muito curtos, tornando a
viabilidade pratica questionavel. Neste contexto, pesquisadores
vem estudando estratégias nanotecnol6gicas para a protecdo de
dsRNA. As nanocapsulas sdo reconhecidas atualmente como um dos
principais veiculos para transportar moléculas para terapia génica
(ABDELMAWLA et al., 2011). Elas envolvem a cobertura (coating) de
dsRNA ou siRNA por substancias como lipideos, polimeros ou sua
encapsulacdo em nanoparticulas (SUTTON et al., 2006; CHEN; XIE, 2012).
Zhang, Zzhang e Zhu (2010), encapsularam dsRNA homoélogos ao gene
da quitina sintase em nanoparticulas de quitosana. Ap6s fornecer
a larvas de Anopheles gambiae via ingestdo, foi capaz de observar os
efeitos de RNAi nas larvas (reducdo da expressdo génica e contetdo de
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quitina no corpo do inseto). Os pesquisadores ressaltaram que o dSRNA
fornecido sem protecdo da nanocapsula ndo resultou nos efeitos de
RNAi, provavelmente por haver a degradacdo do dsRNA por enzimas
presentes no estomago da larva. Ainda, é possivel além da protecao,
a nanoparticula pela sua carga positiva, seja melhor absorvida pelas
células da parede do estomago (ZHANG; ZHANG; ZHU, 2010).

Mitter et al. (2017) demostraram que o dsRNA pode ser protegido
ao carrega-lo em nano-folhas de argila do tipo Hidréxido duplo lamelar
(HDL, Layered Double Hydroxide) nao-toxica e biodegradavel. As nano-
folhas LDH sdo capazes de carregar grandes quantidades de dsRNA, e
o complexo dsRNA-LDH é chamando de BioClay. Neste experimento,
plantas de Nicotiana tabacum foram submetidas a pulverizacdo com
solucoes contendo moléculas de dsRNA-LDH. O dsRNA protegido pode
ser detectado até 30 dias ap6s aplicacdo. Uma tinica aplicacdo foi capaz
de proteger as plantas por pelo menos 20 dias ao virus PMMoV (Pepper
mild mottle virus). Esta uma alternativa eficiente que promete romper
as barreiras que limitam o uso da tecnologia do RNAi para protecao
agricola.

Aplicacao de dsRNA

Aplicacao foliar: A pulverizacao foliar pode ser uma alternativa
de entrega das moléculas de dsRNA para as pragas que se alimentam
e crescem na filosfera. Produto como esse, formulado a base de dsRNA,
atuaria como os pesticidas sintéticos de aplicacdo local, porém, com
uma vida ttil mais curta, devido as caracteristicas quimicas do dsRNA.
Diversos estudos explorando essa estratégia de entrega apresentaram
resultados significativos no controle de insetos. Gonget al. (2013)
conseguiram indices de até 60% de mortalidade ap6s alimentarem
larvas de Plutella xylostella com folhas de Brassica spp. pulverizadas
com siRNAs. San Miguel e Scott (2016) demonstraram em condicoes
de casa de vegetacdo que moléculas de dsRNA podem permanecer
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estaveis por até 28 dias, além de obterem resultados significativos
para o controle de Leptinotarsa decemlineata. Andrade e Hunter (2016)
testaram a aplicacdo foliar para Diaprepes abbreviates, e a técnica
se mostrou promissora para o controle desses insetos. A aplicacdo
também se mostrou eficiente para o manejo de patoégenos. wang et
al. (2017) aplicaram moléculas de siRNAs e dsRNA em frutas, vegetais
e flores, e conseguiram inibir o desenvolvimento do fungo Botrytis
cinerea por até dez dias. Eles também testaram a especificidade dos
RNAs; aplicaram as mesmas moléculas contra o fungo Verticillium
dahlia, e ndo obtiveram nenhum efeito de controle.

Injecdo em tronco: Este método de entrega de dsRNA é
especialmente adequado para plantas perenes. As moléculas de RNA
sdo injetadas diretamente no sistema vascular das plantas, por onde
podem ser translocadas para outros tecidos da planta. Hunter et al.
(2012) injetaram solucdo de dsRNA em plantas de videira e citros, e
foi possivel detectar a molécula até sete semanas apos a aplicacao.
Também foi constatado a supressao do desenvolvimento de insetos,
como o psilideo dos citros, D. citri.

Irrigacao: Esse método para entrega demoléculas dedsRNA éuma
boa alternativa para culturas irrigadas. Atualmente, a irrigacdo por
gotejamento é mais utilizada em muitas culturas devido seu potencial
de economizar dgua e nutrientes. A técnica permite que a agua goteje
lentamente para as raizes das plantas. Incorporar dsRNA a irrigacdo
permitiria um suplemento continuo dessas moléculas ao solo, de
onde seriam absorvidas pelas raizes das plantas. Como demonstrado
por Dubelman et al. (2014), as moléculas de dsRNA podem permanecer
no solo por apenas 2 ou 3 dias. Li et al. (2015) obtiveram até 50% de
mortalidade para ninfas de Nilaparvata lugens, ap6s imersao de raizes
de arroz em solucoes contendo dsRNA. Neste mesmo trabalho, também
obtiveram altas taxas de mortalidade para larvas de Ostrinia furnacalis,
ap6s se alimentarem de mudas de milho que foram irrigadas com
solucdo de dsRNA.
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Producao de dsRNA

A expressiao de dsRNA para uso no controle de pragas pode ser
alcancada usando sistemas de producdo de dsRNAin vitro ou in vivo.
Em ambos sistemas, para a transcricdo de RNA é necessario a presenca
de promotores de RNA polimerase dependentes de DNA (DdRp) T7 ou
T3 nas extremidades da molécula de DNA molde. O promotor DARp
pode estar disposto em apenas uma extremidade do DNA ou em
ambas. As sequéncias promotoras sio inseridas na etapa de sintese do
fragmento do gene de interesse via Reacdo em Cadeia da Polimnerase
(PCR) pela adicao da sequéncia promotora na extremidade 5 dos
oligonucleotideos. Outra op¢ao é o uso de plasmideos vetores, como
0 vetor L4440 (Addgene, EUA), que abriga dois promotores da T7
RNA polimerase flanqueando o sitio multiplo de clonagem (MCS),
permitindo a transcri¢do bidirecional do fragmento clonado.

Producao invitro

A producdo in vitro de dsRNA pode ser realizada de duas
maneiras. Uma estratégia é transcrever separadamente as fitas senso
em antissenso do fragmento de interesse. ApOs a transcricao, 0s RNAs
de fita simples (sSRNA) complementares sdo purificadas e misturadas
permitindo que se anelem formando o dsRNA (Figura 1A). Umavariacdo
desta estratégia é sintetizar o SSRNA e posteriormente utilizar a RNA
polimerase do bacteri6fago phi 6 ($p6) para gerar a fita complementar,
criando o dsRNA (Figura 1B) (ROBINSON; WORRALL, MITTER, 2014).
Esses métodos geralmente produzem dsRNA de excelente qualidade e
pureza, sendo adequado para estudos laboratoriais. Entretanto, para
grandes estudos e aplicacdo em campo, ndo é economicamente viavel.
Na segunda estratégia, o fragmento de DNA molde contém a sequéncia
promotora da RNA polimerase (geralmente a do phago T7) em ambas
extremidades, desta forma as fitas senso e antissenso sdo geradas
durante a reacdo de sintese, anelando-se naturalmente e obtendo-se
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0 dsRNA ao final da reacdo. Este processo € o mais utilizado em escala
de laboratério, com diversos kits comerciais disponiveis no mercado.
Atualmente ja existem empresas especializadas na produciao de dsRNA
por sintese in vitro, que oferecem o servico de producdo de dsRNA em
escalas de vao de miligramas até quilogramas.

Figura 1. Representacdo esquemadtica das estratégias para producdo in vitro de
dsRNA. (A) A transcricao separada de cada uma das fitas de sSRNA nos sentidos senso
antissenso, que sdo posteriormente misturadas para permitir o anelamento. (B)
Inicialmente ocorre a sintese da fita de SSRNA senso, e posteriormente é adicionado
polimerase do phago ¢6 (¢p6 RDR) que realiza a sintese da fita complementar gerando o
dsRNA. (C) Transcricdo simultanea das fitas senso e antissenso a partir dos promotores
T7 posicionado em dire¢des opostas.
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Fonte: Adaptado de Robinson; Worrall; Mitter (2014).

Producao invivo

AproducaoinvivodedsRNA érealizadovia processo fermentativo.
O organismo utilizado neste processo geralmente é Escherichia coli,
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uma vez que essa bactéria é bem caracterizada em termos de genética
molecular, fisiologia e sistemas de expressao. Entre as vantagens de se
usar E. coli destaca-se a existéncia de métodos precisos e rapidos para
modificacdo de seu genoma, seu rapido crescimento, a sobrevivéncia
em diferentes condicoes ambientais, dispensa o uso de um meio
de cultura caro, alto rendimento em produto, além das facilidades
de cultivo, de reducdo de protease, de crescer em altas densidades
celulares, acumulacdo de proteina heteréloga acima de 50% de sua
massa celular, entre outras.

Diversas estirpes de E. coli sio modificadas geneticamente
e amplamente utilizada em trabalhos com tecnologia do DNA
recombinante. A estirpe HT115(DE3) é a mais usada para produzir
grandes quantidades de dsRNA para estudos de silenciamento, mas
outras estirpes também podem ser utilizadas como, por exemplo, BL21;
W3110; SDE204; HB101; TG1; SCS110; XL1-azul MRFO.

E.coli HT115 abriga o pro-fago DE3 que codifica o gene T7 RNA
da polimerase induzivel por isopropil -D1-tiogalactopiranésido (IPTG),
e também possui o gene rnc, que codifica a enzima RNAse II], inativado
pela presenca de um transposon.

O método para gerar dsRNA in vivo é relativamente simples. A
bactéria é previamente transformada com o plasmideo contendo
em seu MCS uma constru¢do génica composta de fragmento do gene
de interesse flanqueado em ambas extremidades pelas sequéncias
terminadora e promotora reconhecidas pela enzima T7 RNA
polimerase. Em seguida a bactéria é cultivada em meio liquido, sob
condicOes especificas de meio de cultivo, temperatura, agitacdo e
inducao, de acordo com o protocolo de Timmons, Court e Fire (2001). A
eficiéncia de producao de dsRNA ira variar de acordo com as condicoes
decultivoeinducao utilizadas, sendo importante que todas as variaveis
sejam testadas para maximizar a producao de dsRNA por mL de meio
de cultivo. Ap6s a inducdo da expressao, as bactérias sdo coletadas por
centrifugacao e o RNA total é extraido utilizando diferentes métodos.
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A podridao vermelha

A podridao vermelha é o principal problema fitossanitario da
cultura do sisal (Agave sisalana Perrine) no Brasil (COUTINHO, 2006;
ABREU, 2010; DUARTE et al., 2018). Esta doenca foi registrada pela
primeira vez no Brasil em 1951, no estado da Paraiba, por Machado
(1951), que a descreveu como um apodrecimento pardo-avermelhado
do cepo, causando o enrolamento e coloracdo arroxeada nas folhas e a
denominou de podridido parda do colo (MEDINA, 1954). Com base nos
estudosrealizadosporBlack(1948),quedescreveusintomasdepodridao
tmida e podridao seca do cepo em plantas de sisal na Tanganica, atual
Tanzania, na Africa, e Wallace (1950) que isolou o fungo Aspergillus
niger do sisal com sintomas de podridao timida e seca, com resultados
positivos nos testes de patogenicidade, Medina (1954) indicou que
a podriddao observada por Machado (1951) no Brasil também seria
causada por A. niger. Este autor ainda se referiu a podriddo do caule de
sisal na Venezuela (CIFERRI, 1951) e na ilha Anjouan, no arquipélago
das Comores, na costa sudoeste da Africa (CRETENET; De RAUCOURT,
1959), com a probabilidade de serem a mesma doenca no sisal, causada
por A. niger. A nivel mundial, o primeiro relato de podriddo no sisal
ocorreu na Tanzania, na década de 30 do séc. XX (WALLACE, 1937), sendo
esta doenca posteriormente descrita por Wallace e Dieckmahns (1952).

Algumas décadas ap0s essas observacoes de Machado (1951), a
podridao vermelha do sisal foi descrita no Brasil como sendo causada
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pelo fungo Botryodiplodia theobromae (LIMA et al., 1998), mas Coutinho
et al. (2006) e Abreu (2010) identificaram o A. niger como agente causal
da podridao vermelha do sisal na Bahia, com base nas caracteristicas
morfolégicas do fungo e os testes de patogenicidade. Entretanto, o
estudo recente de Duarte et al. (2018), em areas de producido de sisal
no semiarido da Bahia, concluiu que Aspergillus welwitschiae é o agente
causal da podridao vermelha do sisal.

Ambas as espécies, A. niger e A. welwitschiae sdo Aspergillus
da secdo Nigri (GAMS et al, 1985), amplamente conhecidos como
Aspergillus negros, os quais sdo indistinguiveis pelas caracteristicas
morfolégicas dos esporos (VARGA et al., 2011). Estes fungos também
nao sdo distinguiveis por filogenia baseada em marcadores como ITS e
B-tubulina, por serem grupos/secoes monofiléticas que compartilham
caracteristicas genéticas peculiares. Estudos filogenéticos e
taxonoémicos do género Aspergillus sao baseados no gene CaM -
calmodulina, considerado o c6digo de barras de DNA para identificacdo
de espécies da secao Nigri (HONG et al., 2005; SAMSON et al., 2014; SUSCA
et al.,, 2016; DUARTE et al., 2018).

Portanto, com base nesses estudos sobre os Aspergillus negros,
em especial o clado monofilético A. niger/A. welwitschiae, sugere-se
que os trabalhos prévios sobre a podridao vermelha do sisal (MEDINA,
1954; COUTINHO et al., 2006; ABREU, 2010; GAMA et al., 2015; SANTOS et al.,
2014; BARBOSA et al., 2018; CARMO et al., 2018) referem-se erroneamente
ao A. niger como agente causal desta doenca, sendo estes referentes ao
mesmo patossistema A. welwitschiae — A. sisalana.

0 A. welwitschiae pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Eutotiomycetes, ordem Eurotiales, familia Aspergillaceae (MYCOBANK,
2017). Esta espécie foi identificada pela primeira vez associada as
estruturas de reproducdo da planta Welwitschia mirabilis por AF
Moller no século XIX e foi classificada como Ustilago welwitschiae por
Saccardo em 1883 e Sterigmatomyces welwitschiae por Hennings em
1903, e finalmente classificada por Wehmer em 1907 como Aspergillus
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welwitschiae (HONG et al., 2013). Este fungo pode ser encontrado no
solo e seus esporos podem ser detectados no ar (WHITAKER et al., 2008;
BARROS et al,, 2018). Duarte et al. (2018) analisaram as sequencias dos
isolados de Aspergillus pertencentes a secdo Nigri depositados nos
bancos de dados ptiblicos e compararam com os dados dos Aspergillus
negros isolados de plantas de sisal e de solo, na regido semiarida da
Bahia. Estes autores concluiram que o A. welwitschiae é um fungo
comum em diversos substratos eregides geograficas,nao sendorestrito
a regido arida da Namibia, Africa, descrevendo-o como uma espécie
criptica (BICKFORD et al., 2007), envolvendo o clado monofilético A.
niger/A. welwitschiae (SAMSON et al., 2014).

As infeccdes nas plantas de sisal, causadas por A. welwitschiae,
ocorrem pela penetracdo do patégeno em tecidos do hospedeiro
com injurias, por meio de cortes, estresse nutricional ou hidrico,
conforme descritas para A. niger (COUTINHO et al., 2006). A. welwitschiae
age na destruicdo do parénquima das células do caule do sisal,
configurando-o em um patoégeno necrotrofico (DUARTE et al., 2018), que
destroi as células vivas, se nutre a partir destas e vive sobre os tecidos
mortos (GLAZEBROOK, 2005; VLEESSCHAUWER et al., 2013). Os sintomas
externos da podridao vermelha no sisal sdo observados nas folhas,
com o amarelecimento, murcha e o sintoma interno é a caracteristica
coloracao vermelha ou parda dos tecidos do caule e da base das folhas
(Figura 1). Com o progresso da doenca, o caule apodrece e a planta
morre, 0 que causa o seu tombamento. A podridao vermelha tem sido
observada em todos os estagios de desenvolvimento da planta de sisal
(ABREU, 2010; DUARTE et al., 2018).
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Figura 1. Plantas de sisal com sintomas de podriddo vermelha: (A) Sintomas externos de
amarelecimento e murcha nas folhas; (B) Sintomas internos com a caracteristica coloragdo
vermelha ou parda dos tecidos do caule e da base das folhas. As setas indicam os sintomas. Fotos:
Soares, A.C.F.

Osisal

O sisal (Agave sisalana) tem a sua origem nas regides aridas e
semiaridas do México (MEDINA, 1954; GARCIA-MENDOZA, 2002; GENTRY,
2004) e foi levado pelo consul norte-americano Dr. Henry Perrine
para o sul da Flérida nos Estados Unidos, juntamente com outras
espécies de Agave, entre os anos de 1834 e 1836 (MEDINA, 1954). Este
autor ressalta que antes da distribuicdo do sisal para varias partes do
mundo, a partir das plantas propagadas no sul da Florida, até o inicio
do século XIX o México era detentor do mercado mundial de fibras de
Agave, produzidas pelo Agave fourcroydes, conhecido como henequém,
pois este pais ndo produzia fibra a partir do Agave sisalana.

No Brasil, o sisal foi introduzido em 1903 no estado da Bahia, no
municipio de Maragogipe, pelo industrial Horacio Urpia Junior, com
plantas adquiridas de uma empresa norte-americana (MEDINA, 1954).
Em 1906, o sisal foi introduzido no estado de Sao Paulo, pelo Instituto
Agronomico de Campinas, com plantas trazidas da Franca pelo Dr.
Gustavo D'Ultra (MEDINA, 1954). Entretanto, a expansao da cultura
do sisal na Bahia para comercializacao da fibra, s6 ocorreu nos anos



Tépicos em microbiologia agricola 161

de 1930 e 1940, pelo incentivo da Secretaria de Agricultura, devido
a importancia econémica da fibra nas épocas da Segunda Guerra
Mundial e pés-guerra (MEDINA, 1954). Este autor fez uma compilacao
de dados referentes a produ¢ao mundial de fibra de sisal e reportou
a producdo de 9.675 toneladas no Brasil em 1947, a qual aumentou
rapidamente, atingindo 70 mil toneladas em 1950, de um total de
producdao mundial de 351.717 toneladas. Em 1951, com a produc¢ao
anual de 55.175 toneladas, o Brasil ja estava entre os principais paises
produtores de fibra de sisal (MEDINA, 1954).

Paises como o Brasil, Angola, Mocambique, Quénia, Eti6pia,
Madagascar, Africa do Sul, Tanzadnia, Malawi, China, Indonésia,
Tailandia, Cuba, Haiti, Venezuela, cultivam o sisal para a extracao
da fibra (FAO, 2020). Dados mais recentes de producdo mundial de
fibras de sisal e henequém, sendo em sua maioria de sisal, indicam
aproximadamente 200 mil toneladas de fibra produzidas em 2018
(FAO, 2020). Desde 1961, o Brasil tem sido o principal produtor de fibra
de sisal no mundo e, em 2018 a producao foi de 80.043 toneladas,
correspondendo a cerca de 40% da producdo mundial (FAO, 2020).
Salienta-se que aproximadamente 95% da producao de sisal no Brasil
esta concentrada na regido semiarida do estado da Bahia, sendo o
restante produzido na Paraiba e Rio Grande do Norte (SINDIFIBRAS,
2020). No Brasil, o sisal é cultivado principalmente em pequenas
propriedades rurais por agricultores familiares, sendo uma das poucas
culturas que sobrevivem as condicOes extremas de deficit hidrico e
elevadas temperaturas (SILVA et al., 2008).

Desde a década de 30, esta cultura tem contribuido para a geracao
de renda de grande parte da populacdo nessa regidao, minimizando o
éxodo rural (SUINAGA et al.,, 2006). A cadeia produtiva do sisal, desde
as atividades de campo até a sua industrializacdo e comercializacao,
tem sido uma importante fonte de renda no semiarido baiano, sendo
esta cultura descrita pelos produtores como o “ouro verde” da regido e
a “poupanca’ dos produtores rurais. A fibra de sisal é uma commodity,
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com 80% de sua producdo exportada para os Estados Unidos, Canada
e Europa (SINDIFIBRAS, 2020), principalmente pela indastria de
cordoaria e o baler twine usado na agropecuaria.

Entretanto, a producdo de sisal no Brasil vem diminuindo ao
longodatltima década, com uma reducdo de mais de 50% na producao
anual da fibra, o que pode ser observado na sua produc¢ao em 2016 e
2017, com 180.948 e 79.629 toneladas de fibra, respectivamente (FAO,
2020). Entre 2008 e 2011, a producdo anual de fibra de sisal no Brasil
variou entre 283.797 e 246.239 toneladas e, entre os anos de 2015 e 2018,
a producdo variou entre 183.560 e 79.629 toneladas por ano (FAQ, 2020).
Fatores como periodos extensos de seca, o baixo nivel tecnolégico
empregado em toda a cadeia produtiva e a elevada incidéncia da
podriddo vermelha do sisal, além dos problemas relacionados a
comercializacdo dafibranasregides produtoras e a suaexportacio, vem
sendo apontados como os principais problemas que tem contribuido
para o declinio na producao de sisal no Brasil.

O cultivo do sisal na Bahia vem sendo conduzido com
pouquissimo investimento em pesquisa e tecnologias de manejo da
cultura. Na maioria das propriedades, o sisal é colhido uma vez por
ano, apos o terceiro ano de sua implantacdo, num sistema de producao
que pode ser comparado ao extrativismo, sem o manejo adequado da
cultura, como, por exemplo, o uso de técnicas de conservacao de solo e
dgua, a manutencao do espacamento entre plantas, a producio e uso
de mudas com qualidade fitossanitaria e nutricional, dentre outros.
As recomendacOes para o manejo desta doenca envolvem a retirada e
queima das plantas doentes e o plantio de mudas sadias (SILVA, 2008;
ABREU, 2010), 0 que nao é adotado pela maioria dos produtores de sisal.

Contudo, os sintomas da podridio vermelha tém sido
constatados em mudas do tipo rebento e nos rizomas de plantas de
sisal nas regides produtoras na Bahia (ABREU, 2010; DUARTE et al,
2018). Os rebentos sdo estruturas propagativas vegetativas assexuais,
formadas a partir de rizomas subterraneos produzidos pela planta
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mae. Estes diferem dos bulbilhos que sdo estruturas propagativas do
sisal oriundas de brotacdes do pedtnculo floral da planta, no final
do seu ciclo de vida, e que ndo apresentam contaminacdo pelo A.
welwitschiae. Contudo, a propagacao do sisal por bulbilhos ndo é uma
pratica comum e nem aceita pelos produtores de sisal no semiarido da
Bahia, por existir a “crenca’ de que as plantas propagadas por bulbilhos
nao se desenvolvem bem e nio atingem o tamanho ideal para o corte
das folhas, no periodo de aproximadamente trés anos, COmo ocorre
com as plantas oriundas de rebentos. Os rebentos utilizados como
material de propagacao do sisal sao colhidos nas areas de producao de
sisal, sem qualquer critério de selecdo ou tratamento para prevencao
da doenca, e sdao comercializados em toda a regido para o replantio
das areas existentes e plantio de areas novas, sendo uma fonte de
disseminacao do patégeno.

Pesquisa e desenvolvimento

A UFRB, Embrapa Mandioca e Fruticultura, Embrapa Algodao,
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), Instituto Agrondémico de Campinas (IAC) e
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) tem colaborado em
acOes de pesquisa, juntamente com a Associacdo de Desenvolvimento
Solidario e Sustentavel da Regido Sisaleira (APAEB), a Escola Familia
Agricola do Sertdo e diversos produtores de sisal da Bahia, para o
desenvolvimento cientifico, tecnol6gico e de inovacdo desta cultura no
semiarido da Bahia. Os estudos tém avancado em termos de producdo
de mudas de sisal com qualidade fitossanitaria e nutricional, na
compreensao do patossistema Agave sisalana — A. welwitschiae, e no
manejo do sisal no campo, com foco no manejo de solo, da agua e
da conservacdo da caatinga. A Unicamp, no laboratério de Genémica
e Bioenergia, a Embrapa Algoddo e a UFRB tém ampliado o banco de
germoplasma do sisal e a Unicamp tem avancado nos estudos sobre
a genética e fisiologia dos diferentes acessos do sisal (MARONE et
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al, 2020). A colaboracdo entre os Programas de Pés-Graduacdo em
Microbiologia Agricola e em Ciéncias Agrarias da UFRB e o Laboratorio
de Biologia Molecular e Computacional de Fungos (LBMCF) da UFMG
tem proporcionado significativos avancos no estudo da podridado
vermelha do sisal, no que se refere a etiologia da doenca e a interacao
planta-patégeno (DUARTE et al., 2018; QUINTANILHA-PEIXOTO et al.,
2019).Osestudos em parceria com o Grupo de Tecnologias Educacionais,
Robotica e Fisica (GTERF) do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologicas
(CETEC) da UFRB tem permitido avancos significativos com o uso de
drones para estudos de aerobiologia em plantios de sisal (BARROS et
al, 2019) e de monitoramento dos plantios no semiarido da Bahia
(MAGALHAES et al., 2019).

Estratégias de controle da podriddo vermelha sio necessarias e
urgentes para a sustentabilidade e expansdo desta cultura que é tdo
importante para a populacdo da regido semiarida na Bahia. Neste
sentido, o Laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB, vinculado
aos Programas de Pés-graduacdo em Microbiologia Agricola e em
Ciéncias Agrarias, tem desenvolvido trabalhos voltados para o controle
biolégico da podridao vermelha do sisal, em especial com Trichoderma
spp. (BARBOSA, 2019; SOUSA, 2019). Estudos sobre o microbioma do
sisal foram desenvolvidos por Santos et al. (2014; 2019) com bactérias
diazotroficas; Candeias et al. (2016) e Candeias (2017), com fungos
endofiticos e de solo; Damasceno (2018) e Damasceno et al., (2019), com
bactérias endofiticas e de solo, ampliando a colecdo de culturas para a
selecao de potenciais agentes de biocontrole.

Controle biolégico

Patégenos veiculados pelo solo sdo de dificil controle e muitos
apresentam estruturas deresisténcia e sobrevivem em restos de cultura
(ALABOUVETTE et al., 2009). O A. welwitschiae é um fungo presente no
solo e no ar, que pode ser disseminado nesses ambientes (WHITAKER
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etal., 2008; BARROS et al., 2019), e por meio de mudas de sisal infectadas
(ABREU, 2010; DUARTE et al., 2018).

O controle biologico tem se apresentado como uma opcao de
manejo de patégenos veiculados pelo solo (ALABOUVETTE et al., 2009)
e tem sido estudado para o controle de Aspergillus spp., a exemplo do
Aspergilus flavus em amendoim pré e pos-colheita(ANJAIAH et al., 2006)
e Aspergillus niger também em amendoim (GAJERA; VAKHARIA, 2012). O
controle biol6gico de doencas de plantas é definido como a “reducdo de
in6culo ou das atividades determinantes da doenca, realizada por um
ou mais organismos que niao o homem" (COOK; BAKER, 1983), e também
como a supressdo da populacdo dos patogenos ou interferéncia nos
mecanismos de acdo destes, por organismos benéficos, comumente
presentes na natureza (EILENBERG; HAJEK; LOMER, 2001). As medidas de
controle biolégico ou biocontrole dificilmente eliminam o patégeno
completamente do ambiente, mas atuam principalmente reduzindo a
veemeéncia do in6culo ou interferindo na acdo do patégeno na planta
em provocaradoenca, por meio deinteracoes microbianasantagbnicas
como competicdo, parasitismo, predacao, antibiose e por mecanismos
de inducéo de resisténcia da planta ao patégeno (ALABOUVETTE et al.,
2009; SANTIAGO et al., 2019).

Este método de controle tem como principal estratégia, o
aumento da populacdo natural de microrganismos antagonistas ou
a introducao de agentes de biocontrole selecionados (ALABOUVETTE
et al., 2009). Os principais componentes requeridos em um agente de
biocontrole paradoencasde plantas é ser geneticamente estavel, efetivo
em baixas concentracdes, ndo ter exigéncias nutricionais complexas,
conseguir sobreviver em condicoes adversas, apresentar eficiéncia
contra varios patégenos em diversos hospedeiros, se desenvolver em
um meio de cultura acessivel, ser de facil cultivo e armazenamento,
tolerante a pesticidas, compativel com controles fisicos e quimicos
e nao ser patogénico ao homem (CARMONA-HERNANDEZ et al., 2019).
Algumas dessas caracteristicas, quando nao ocorrem, dificultam o
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desenvolvimento de produtos neste segmento (LOPES, 2009; MEDEIROS
et al., 2018). Apesar dos esforcos de pesquisadores e da conscientizacao
pela necessidade de se buscar uma agricultura mais sustentavel e
segura do ponto de vista ambiental e alimentar, o desenvolvimento e
o uso de produtos para o controle biol6gico na producdo agricola esta
muito além do desejado e o investimento na area é desigual, quando
comparado aos defensivos quimicos e, mesmo o controle biolégico
sendo viavel, a producdo comercial segue em ritmo lento (MAZZOLA;
FREILICH, 2017).

Os principais microrganismos estudados no controle biolégico
de doencas de plantas sdo os fungos e bactérias benéficos para
a agricultura. Dentre os fungos, destacam-se espécies do género
Trichoderma, Gliocladium, Clonostachys, Penicillium e o oomiceto
Pythium. Entre as bactérias, estdo espécies de Bacillus, Pseudomonas,
Rhizobium, Streptomyces, Agrobacterium, Pasteuria e Enterobacter. Dentre
os microrganismos mais estudados e utilizados no Brasil destacam-
se os fungos do género Trichoderma (SILVA; MELO, 2013; MEDEIROS
et al, 2018). As pesquisas e o desenvolvimento de produtos com
Trichoderma spp. vém crescendo devido aos resultados promissores no
controle de fitopatégenos (HARMAN, 2006; ALABOUVETTE et al., 2009)
e as caracteristicas de crescimento rapido, esporulacdo, competéncia
rizosférica e de colonizacdo dos tecidos internos das plantas e
sobrevivéncia no solo (HARMAN, 2000).

Acoesdepesquisaedesenvolvimentoenvolvendobiofertilizantes
e produtos de biocontrole devem ser estratégias prioritarias para a
producdo agricola sustentavel e a mitigacdo dos estresses abi6ticos e
bioticos que afetam consideravelmente a producdo agricola mundial,
principalmente se considerarmos a atual situacdo global de mudancas
climaticas, que devera afetar a produtividade agricola e a satide do
solo, com a elevada demanda populacional por alimentos (KUMA;
VERMER, 2018). Estes autores discutem que um dos desafios é a selecdo
de microrganismos benéficos do microbioma solo-planta, que tolerem
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estresses abioticos como deficit hidrico, elevadas temperaturas,
salinidade e metais pesados (KUMA; VERMER, 2018).

Nesse contexto, e considerando que no Brasil, o sisal é produzido
no semiarido, podemos destacar os fungos do género Trichoderma, em
especial as linhagens isoladas e selecionadas de ambientes aridos
e semiaridos, como potenciais agentes para o desenvolvimento de
biofertilizantes e produtos de biocontrole para a cultura do sisal. Esses
fungos fazem parte do microbioma de solos e plantas em diversos
ambientes, e desempenham um papel importante na tolerancia de
plantas a condicOes de estresses abidticos e bidticos (MASTOURI et al.,
2010; BROTMAN et al., 2013; CHEPSEGON et al., 2016).

Trichoderma spp.

O género Trichoderma (fase anamorfica) foi descrito em 1794
(PERSOON, 1794),eem 1865 a sua fase teleomorfica, Hypocrea foidescrita
pelos irméaos Tulasne, sendo esta pertencente a ordem Hypocreales e a
divisdo Ascomycota (GAMS; BISSETT, 2002).

Este género inclui fungos filamentosos, de ampla ocorréncia no
solo, raizes e parte aérea das plantas (HARTMAN et al., 2004). Sao fungos
de vida livre, saprotroficos, considerados oportunistas, simbiontes
avirulentos de plantas e parasitas de outros fungos (HARTMAN et al.,,
2004; GAMS; BISSETT, 2002). Tem preferéncia por materiais herbaceos e
lenhosos, onde normalmente se encontra a fase teleomorfica (GAMS;
BISSETT, 2002; HARMAN et al., 2004), mas a maioria das linhagens,
incluindo as com acdo de biocontrole e promocao de crescimento de
plantas, nao apresentam esta fase de reproducao sexuada (HARMAN et
al., 2004).

Fungos do género Trichoderma podem atuar sobre fitopatogenos,
por meio de mecanismos de competicio por nutrientes e espaco,
antibiose, micoparasitismo e inducdo de resisténcia a diversos
patégenos (BENiTEZ et al, 2004; HARMAN, et al., 2004; MUKHERJEE
et al., 2012; HARMAN et al, 2012; STROBEL, 2003; VORHOLT, 2012).
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Sdo conhecidos pela gama de substancias antimicrobianas e os
mecanismos de acdo que podem exercer sobre patégenos de plantas,
sendo vistos como efetivos agentes de biocontrole (HARMAN et al., 2004;
SHORESH; HARMAN; MASTOURY, 2010). Diversas substancias
antimicrobianas, a exemplo das -glucanases, proteases, gliotoxinas,
celulases, hemicelulases, sesquiterpenos, tricocinas, dentre outras,
sdo produzidas por Trichoderma spp. (HERMOSA; VITERBO; CHET, 2012;
MONTFIL; CASA-FLORES, 2014). Enzimas produzidas por estes fungos
atuam na degradacao da parede celular de outros fungos, promovendo
o micoparasitismo, e na degradacao de detritos vegetais, promovendo
o saprofitismo (HARTMAN et al., 2004).

O micoparasitismo de fitopatégenos €é um importante
mecanismo de acdo de Trichoderma spp. (HARMAN et al, 2004). A
competicao estabelecida no solo, principalmente na rizosfera devido
asnumerosas e complexas relaces entre microrganismos, nematoides
e plantas, implica em interacdes antagdnicas nas quais, uma espécie
parasita diretamente a outra, caracterizando esse pProcesso COmo
micoparasitismo. Essas interaces antagonicas sdo classificadas como
biotroficas e necrotroficas, as quais sio baseadas na agressividade
do parasita em relacdo ao seu hospedeiro (HERRERA-ESTRELLA; CHET,
2003). 0 mecanismo micoparasitario do Trichoderma spp. € Um processo
complexo. Sdo desencadeados eventos sequenciais e cooperativos,
como: crescimento quimiotréfico positivo, contato direto com o
fungo hospedeiro, e enrolamento em torno das hifas do hospedeiro
(HERRERA-ESTRELLA; CHET, 2003; HARMAN et al., 2004). Neste processo,
alteracoes morfolégicas podem ocorrer nas hifas do Trichoderma, com
aformacdo de apressorio e a secrecdao de enzimas (celulases, quitinases,
glucanases) que hidrolisam as células do hospedeiro, facilitando a
penetracao do fungo parasita (KUBICEK, 2001; WOO; LORITO, 2007).

Linhagens de Trichoderma spp. podem apresentar competéncia
rizosférica (capacidade de colonizacdo da rizosfera), promover a
inducdo de resisténcia a patégenos, a tolerancia a estresses abioticos
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e o crescimento de plantas (HARMAN, 2004; MASTOURI et al., 2010;
BROTMAN et al., 2013; CHEPSEGON et al., 2016; ADNAN et al., 2019). O
papel de metabolitos produzidos por Trichoderma spp. na inducao de
resisténcia de plantas as doencgas, por meio de elicitores que interagem
com receptores da planta hospedeira, como, por exemplo, os peptideos
bioativos (peptaibols), acido jasmonico, acido salicilico e tricocinas,
também tem sido objeto de estudo (ENGELBERTH et al., 2001; HARMAN
et al., 2004; VITERBO et al., 2007; LUO et al., 2010; BROTMAN et al., 2013;
HIDANGMAYUM, 2018).

Diversos trabalhos tém demonstrado resultados promissores
sobre a acdo de metabdlitos produzidos por Trichoderma spp. contra
patogenos como: T. harzianum x Fusarium moliniforme no milho (EL-
HASAN et al., 2008); Trichoderma spp. X Phytophthora spp. (BAE et al, 2016);
T. harzianum x Sclerotium rolfsii para a podriddo do caule do amendoim
(BISWASS et al., 2000); Trichoderma spp. X Sclerotinia sclerotiorum no mofo
branco em batata (OJAGHIAN, 2011); Trichoderma spp. x Fusarium solani
para a podriddo de raiz preta em feijdo fava (BELETE; AYALEW; AHMED,
2015); Trichoderma spp. X Macrophomina phaseolina na podridao de
carvao (podridao cinza) em soja (KHALILI et al., 2016); Trichoderma spp.
X Fusarium oxysporum f. sp. melonis no controle da murcha do meloeiro
(GAVA; PINTO, 2016).

A promocao de crescimento de plantas e mitigacdo de estresses
bidticos e abiéticos sao efeitos benéficos de Trichoderma spp. (HARMAN
et al., 2004). Ha relatos sobre o acido harziano, um sideréforo capaz de
se ligar a ions metalicos essenciais, de boa afinidade, produzido pela
espécie Trichoderma harzianum (VINALE et al., 2013). A lactona insaturada,
6-pentil pirona (6-PP), que caracteriza algumas linhagens de Trichoderma
comaromade cocoeexerceacdoantifiingicaepromotorade crescimento
de plantas (VINALE et al., 2009). Adicionalmente, a ACC-deaminase e 0
acido-indolacético (AIA) produzidos por Trichoderma asperellum foram
descritos promovendo o crescimento de sorgo (ANAM et al., 2019).
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Compostos volateis e nao-volateis produzidos por Trichoderma
spp. vém sendo elucidados por meio de técnicas de cromatografia
gasososeespectrometriademassaseseusefeitosnocontroledediversos
fitopatogenos, a exemplo do controle de Sclerotium sp., agente causal
da podridao do caule em alface (WONGLOM et al., 2019). Os compostos
alcool feniletilico e sesquiterpeno (epi-cubenol) foram constatados
e sao conhecidos como substancias antifiingicas. Adicionalmente,
foi observada a acdo de (-13-glucanase, possivelmente envolvida
na degradacdo de parede celular do patégeno, no antagonismo de
Trichoderma sp. sobre Sclerotium e os autores relataram significativa
reducao da severidade da doenca em plantas de alface (WONGLOM et
al., 2019).

Alguns estudos abordaram a aplicacao de Trichoderma spp. sobre
Aspergillus niger. Gajera et al. (2016) estudaram enzimas envolvidas
na acdo antioxidante desencadeada por T. viride sobre o patossistema
A. niger — Arachis hypogaea. Durante a interacdo tripartite, enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase, guaiacol peroxidase e
ascorbato peroxidase aumentaram a resposta a infeccao pelo patégeno
nas plantas, com atividade significativamente aumentada, sugerindo
a aplicacao de T. viride no combate as reacoes oxidativas causada pela
invasao de fitopatogenos.

Biocontrole da podridao

Os trabalhos de pesquisa sobre o controle biol6gico da podridao
vermelha no sisal referem-se ao patossistema A. niger — A. sisalana
(SA, 2013; MAGALHAES et al., 2017; BARBOSA et al., 2018; CARMO et al.,
2018). Entretanto, a recém classificacdo do patégeno (DUARTE et al.,
2018) indica que esses estudos conduzidos na UFRB se referem ao
patossistema Aspergillus welwitschiae — Agave sisalana.

Em relacdo a podriddo vermelha do sisal, Magalhdes et al. (2017)
testaram isolados de Burkholderia spp. de area de restinga da Bahia,
obtendo 54 a 77% de reducdo na severidade da podriddo vermelha
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em mudas de sisal, avaliadas em duas areas no semiarido da Bahia.
Barbosa et al. (2018) em estudos no semiarido da Bahia relataram
que as bactérias Brevibacterium sp., Bacillus sp. e Paenibacillus sp.
reduziram a incidéncia da podridao vermelha do sisal em 65, 68,3
e 56,6% respectivamente, e em 75% quando usaram o consoércio das
bactérias Serratia sp. e Bacillus sp. Damasceno et al. (2019) obtiveram
65,8% de inibicdo no crescimento micelial do A. welwitschiae in vitroe a
reducdo de até 90% na severidade da podriddo vermelha em mudas de
sisal em casa de vegetacdo, em avaliacoes com um isolado endofitico
de Penicillium citrinum, obtido de plantas de sisal da regido semiarida
da Bahia.

Sa (2013) isolou Trichoderma de solo em volta de raizes de sisal,
em diferentes areas de producao no semiarido da Bahia, obtendo sete
distintas espécies, em um total de 52 isolados. Nesse estudo, a reducao
naincidéncia da podridao vermelha em mudas de sisal variou entre 10
€100%, a depender do isolado de Trichoderma e a regido semiarida onde
foram realizados os testes. Barbosa (2019) também estudou isolados de
Trichoderma spp. endofiticos de caule, folhas e raizes de sisal, e de solo
proximo as raizes de plantas de sisal e, também de solo de bananeira e
folhas de goiabeira, abrangendo nove espécies distintas, pertencentes
acolecaode culturas do Laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB.
Este autor constatou os mecanismos de biocontrole por competicao,
antibiose por compostos volateis e ndo-volateis e micoparasitismo,
dependendo do isolado de Trichoderma spp. A interacdo in vitro
Trichoderma spp. x A. welwitschiae causou inibicdo do crescimento
micelial, da esporulacdo e da germinacao de esporos do A. welwitschiae
e, alguns isolados apresentaram a capacidade de micoparasitismo
sobre o A. welwitschiae. Em mudas de sisal, dependendo do isolado de
Trichoderma spp., a reducdo na incidéncia da doenca variou de 70 a 93
% e a reducdo da severidade de até 97%.

Souza (2019), com base nos mecanismos de acdo dos isolados
de Trichoderma analisados por Barbosa (2019), testou a hipotese de
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que a combinacao de isolados com diferentes mecanismos de acao
pode melhorar a eficiéncia de controle de fitopatégenos. Entretanto,
os testes de compatibilidade entre esses isolados indicaram haver
antagonismo por competicio e antibiose. Mesmo apresentando
antagonismo entre eles, todos os isolados de Trichoderma, nas formas
combinadas e ndo combinadas, demonstraram antagonismo ao A.
welwitschiae, sendo que os mecanismos predominantes foram de
competicao e antibiose. Os isolados na forma isolada ou combinada
causaram inibicao do crescimento micelial, esporulacdo e germinacao
de esporos de A. welwitschiae, sem diferenca significativa em relacdo
a maioria das combinacoes dos isolados, comparada a forma nao
combinada de in6culo. Entretanto, observou-se que os metaboélitos
volateis de Trichoderma spp. exerceram forte eficacia sobre a reducdo
dos esporos de A. welwitschiae, sendo algumas combinacdes de isolados
de Trichoderma spp. mais eficientes, causando 100% de inibicao da
germinacdo de esporos do A. welwitschiae. Algumas combinacoes
causaram a reducdo 62.5% na incidéncia e 78% na severidade da
doenca.

Trichoderma spp. produzem metabolitos secundarios, a exemplo
de antibi6ticos e enzimas liticas que podem causar reducdo na
esporulacdo do A. welwitschiae, como demonstrado no presente estudo
e por outros autores com diferentes patogenos de plantas (HARMAN et
al.,2004; MONFILetal. 2014;RAUT et al., 2014). Metabolitosde T. harzianum
(acido harzianico) e T. koningiopsis (coninginina) sio conhecidos
por inibir e destruir propagulos de fungos fitopatégenos, como, por
exemplo Sclerotinium rolfsii, Pythium middletonii, Corynespora casiicola
(PUJAD-RENAUD et al., 2019; SAXENA et al., 2015; VINALE et al,, 2014). T.
saturnisporum produz enzimas,aexemplo de -endoglucanases, capazes
de inibir conidios e o crescimento de fitopatégenos, como Fusarium
oxysporum (SHARMA et al., 2018). Kumari e Singh, (2017) obtiveram
resultados promissores na reducdo da incidéncia da podriddo do colo
do amendoim causada pelo A. niger, quando combinaram o fungo T.
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harzianum com a bactéria Pseudomonas fluorescens, indicando que o
consoércio/combinacao de agentes de biocontrole é promissor para o
controle de doencas de plantas.

Ressalta-se que os testes em casa de vegetacdo ocorrem Ssob
condicOes controladas e com irrigacdo, o que ndo representa as
condigOes de campo, com variacoes e estresses ambientais frequentes,
a exemplo de estresse por deficit hidrico, elevadas temperaturas,
deficiéncias nutricionais, dentre outros. Dessa forma, sugere-se que
esses testes com Trichoderma spp. sejam conduzidos em condicdes de
campo, para a selecdo de isolados tolerantes as condi¢coes do semiarido,
o que é de se esperar, considerando que a maioria desses isolados foi
obtida de amostras de solo e plantas de sisal no semiarido da Bahia.

Os estudos com Trichoderma spp.desenvolvidos na UFRB apontam
para a diversidade destes fungos associados ao solo e plantas de sisal
no semiarido da Bahia. Estes apresentam resultados promissores no
controle da podridio vermelha do sisal, com o potencial de alguns
isolados serem utilizados na formulacdo de bioprodutos. O papel
destes fungos na tolerancia do sisal aos estresses abioticos também
deve ser objeto de estudo. O desenvolvimento de tecnologias de
producdo de mudas de sisal, a exemplo da producdo em larga escala
por micropropagacao, quando acoplado ao desenvolvimento de
bioprodutos, a partir de isolados selecionados de Trichoderma spp.
e bactérias promotoras de crescimento vegetal, poderdo contribuir
para a sustentabilidade da producdo de sisal no semiarido da Bahia
e em outras regides do Brasil e de paises produtores. O cultivo in vitro
de sisal, para a producdo de mudas com alta qualidade fisiologica
e fitossanitaria, tem sido objeto de estudos no Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Agrarias, na UFRB.

Além da producdo de fios e cordas, a fibra de sisal também
é utilizada na producao de tapetes e artesanato por cooperativas
e associacoes de produtores rurais, a exemplo da Associacdo de
Desenvolvimento Sustentavel e Solidario da Regido Sisaleira (APAEB),
localizada no municipio de Vvalente, Bahia. Tem-se também a sua
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utilizacdo na producdo de biocompésitos, em substituicdo parcial
de fibras sintéticas de polimeros e vidro (SCOPEL et al., 2013). O sisal
também é considerado uma planta medicinal (DEBNATH et al., 2010)
e o residuo de desfibramento das folhas tem potencial de uso na
alimentacao animal (FARIA et al., 2008), como nematicida (JESUS et al.,
2014; DAMASCENO et al., 2015), inseticida (SOUSA et al., 2014, NUNES
et al, 2015) e no desenvolvimento de substidncias antimicrobianas
(SANTOS et al., 2009). Ressaltamos também a importancia do sisal e
outras plantas do género Agave como potenciais fontes de energias
limpas, na producao de bioetanol de primeira e segunda geracao, e de
biogas, diante do atual cenario de aquecimento global e o potencial
produtivo desta planta em ambientes com deficit hidrico e elevadas
temperaturas, em terras consideradas marginais (YANG et al., 2015;
DAVIS et al., 2017, MARONE et al., 2020).

A comunidade cientifica nacional e internacional destaca o
potencial da cultura do sisal e outras espécies de Agave no semiarido
brasileiro e em diversos paises. Os investimentos em ciéncia,
tecnologia e inovacdo, englobando o desenvolvimento de bioprodutos
e biofertilizantes sdo pecas-chave para a expansdo e sustentabilidade
desta cultura.
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Importancia do género Trichoderma

Trichoderma (Hypocreales, Ascomycota) é um género que abriga
mais de 300 espécies (http://www.mycobank.org/). Os membros desse
género apresentam alta capacidade adaptativa, que favorece a sua
presenca nos ambientes mais distintos na natureza, sob diferentes
condicoes climaticas (HARMAN et al., 2004; CHAVERRI; GAZIS; SAMUELS,
2011; LOPEZ-QUINTERO et al., 2013). A notéria versatilidade na aquisicdo
de nutrientes apresentada pelas espécies desse género é reflexo
das diferentes formas pelas quais elas podem adquirir nutrientes:
saprotrofia, micotrofia e absorcdo de actcares oriundos de plantas
(interacOes biotréficas) (LOPEZ-BUCIO; PELAGIO-FLORES, HERRERA-
ESTRELLA, 2015). Esses microrganismos sdo encontrados na matéria
organica vegetal em decomposicao, no solo, no ambiente rizosférico,
em ambientes marinhos e colonizando tecidos internos das plantas
(CHAVERRI; GAZIS; SAMUELS, 2011; LOPEZ—QUINTERO et al, 2013;
MUKHERJEE et al., 2013; RUIZ et al., 2013).

O género Trichoderma se destaca pela sua importancia ecologica
e biotecnolégica, incluindo espécies que degradam matéria organica
vegetal, micoparasitas, endofiticas e que estdo envolvidas na protecao de
plantaspormeiodasupressaodedoencase/oupromocaodecrescimento
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(MUKHERJEE et al., 2013). A capacidade de biodegradacao de Trichoderma é
explorada na biorremediacdo de residuos poluentes no meio ambiente,
por meio da remediacdo de metais pesados, toxinas (ex.. cianeto) e
substancias xenobio6ticas (HARMAN, 2006; SCHUSTER e SCHMOLL, 2010).
Trichoderma produz enzimas de interesse industrial como quitinases
(endoquitinases, exoquitinases e £-14-N-acetilglucosaminidases),
celulases (Celobiohidrolase I e II e endoglucanase) e proteases (DE
MARCO et al., 2000). Em condi¢des naturais essas enzimas sao produzidas
por Trichoderma durante o processo de micoparasitismo, degradacdo da
matéria organica vegetal ou quando atuam como endofiticos (LORITO et
al., 2004; TROIAN et al., 2014).

Trichoderma reesei esta entre as espécies mais estudadas para fins
de producido de enzimas, sendo uma importante fonte industrial de
celulases e hemicelulases (KUBICEK et al., 2019). Por ser considerada
uma “fabrica celular” de producdo de compostos quimicos valiosos,
essa espécie foi engenheirada ao longo de anos, visando a otimizacao
da producao de enzimas (SEIBOTH et al., 2011). Além disso, T. reesei tem
sido utilizado como sistema heter6logo para a producdo de proteinas
de outros organismos (QIN et al, 2012). Todas essas caracteristicas
tornaram essa espécie o modelo preferencial de estudos voltados para
a producdo de enzimas destinadas a degradacao de residuos vegetais
para a producdo de biocombustivel (GORSCHE et al., 2013).

Espécies de Trichodema sao usadas na agricultura como: (i)
agentes de controle biolo6gico de doencas de plantas (EL-KOMY et al.,
2015; LOGUERCIO et al., 2009; SAHEBANI; HADAVI, 2008); (ii) promotoras
de crescimento de plantas (SALAS-MARINA et al., 2011); (iii) responsaveis
por aliviar diferentes condicbes de estresses abioticos em plantas
(WOO et al.,, 2014); (iv) capazes de contribuir com a disponibilizacdo
e uso de nutrientes nos ecossistemas agricolas e, em muitos casos
(v) induzem mecanismos de defesa vegetal contra fitopatégenos
(HARMAN et al., 2004; SALAS-MARINA et al., 2011). Essa versatilidade
do uso de Trichoderma na agricultura decorre da sua capacidade de
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competicdo, antibiose, hiperparasitismo, inducdo de resisténcia
sistémica de plantas a patégenos, promocao de crescimento de plantas
e micoparasitismo (HARMAN, 2006).

O bom desempenho apresentado por esses microrganismos nos
ambientes agricolas faz com que existam diversos produtos comerciais
a base de Trichoderma disponiveis no mercado (WOO et al., 2014). Esses
produtos incluem biofungicidas, biopesticidas e biofertilizantes (WOO
et al., 2014; GUPTA et al., 2016). No controle biolégico de fitopatogenos,
T. stromaticum pode controlar Moniliophthora perniciosa, causador
da vassoura-de-bruxa que infecta o cacau (LOGUERCIO et al., 2009).
Trichoderma rossicum é indicado para o solo, com 6timos resultados
como condicionador de solos de pastagens (ZHANG et al., 2018). As
espécies T. viride e T. harzianum sdao produtos registrados indicados
como biopesticidas (GUPTA et al., 2010).

A maior parte das aplicacdes relatadas para o género Trichoderma
é voltada para a agricultura e indastria enzimatica. No entanto,
diversos estudos vém mostrando o potencial desse género para a
producdo de compostos voltados ao uso farmacéutico (RUIZ et al,
2013; KHAMTHONG et al., 2012). Espécies de Trichoderma também
sdo importantes fontes de metabdlitos com atividade antibidtica
(antraquinona, harzianodiona, gliotoxina), antifingica (compostos
fenolicos, harzianopiridona, viridofungina e trichodermamides) e
drogas anticancer como o viridiol; (SIVASITHAMPARAM; GHISALBERT],
1998; MUKHERJEE et al., 2013). Varios dos compostos de Trichoderma
Spp. que apresentam algum potencial farmacologico sdao oriundos de
isolados endofiticos e marinhos (LI et al., 2010; RUIZ et al., 2013).

Além das atividades antimicrobianas e antiftingicas ja
conhecidas, metabodlitos produzidos por Trichoderma spp. vem
apresentando atividades bioativas diversas como: antiparasitaria,
anticancer entre outras (ABDEL-LATEFF; FISCH; WRIGHT, 2009; SHI et al.,
2010). Estes resultados mostram que o género Trichoderma também é
um reservatorio de novas moléculas com potencial para aplicacoes na
industria farmacéutica a ser explorado nas proximas décadas.
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Morfologia e reproducao

As espécies do género Trichoderma sao tipicos fungos
filamentosos, ou seja, sdo constituidas por elementos multicelulares
em forma detubosdenominados hifas (Figura 1A), cujo conjunto forma
o micélio (Figura 1B). As hifas sdo septadas, uma caracteristica comum
as espécies do Filo Ascomycota, ao qual esse género pertence. A partir
das hifas sdo formados os conidi6foros e clamidésporos, estruturas
envolvidas na reproducdo assexuada e resisténcia a condicoes
adversas, respectivamente. Os conidi6foros formam esporos assexuais
denominados conidios (Figura 1A).Ja o clamid6sporo é uma estrutura
vegetativa multicelular com paredes espessas e lisas, apresentam
funcao de resisténcia, possui disposicao intercalar, quando esta entre
duas células da hifa, ou terminal, quando se localiza nas extremidades
das hifas (Figura 1D-E). Os clamid6sporos possuem forma globosa ou
elipsoide, coloracdo incolor ou amarelada e ndo sao encontrados em
todas as espécies do género Trichoderma, contudo, quando presentes,
podem ser abundantes ou infrequentes (KUBICEK; HARMAN, 1998).
Figura 1. Representacido de estruturas morfologicas de espécies de Trichoderma, A)

Hifa e conidi6foro; B) Micélio; C) Pustulas; D) Micrografia de um clamidésporo real; E)
Esquema de um clamidésporo esquematico.

E  Clamidésporo Intercalar Clamidosporo Terminal

Células Hifa
reprodutivas

Fonte: Lucas Sales.
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Uma caracteristica comum nas espécies do género Trichoderma é
aformacdodeagregados compactadosde hifas,conidiéforos e conidios
formando estruturas que se assemelham a tufos denominados de
pustulas, cuja coloracdo varia do verde-escuro ao amarelo (Figura
1C). As pustulas se formam durante a producao em grande escala de
conidios que se agregam e se compactam levando ao entrelacamento
com o micélio e os conidi6éforos (MELO; FAULL, 2004).

Em geral, espécies de Trichoderma possuem rapido crescimento
micelial em diferentes meios de cultura, cobrindo toda a superficie do
meio de cultura em menos de uma semana. Além disso, sdo capazes
de crescer em uma ampla faixa de temperatura e em diferentes
condicdes de luminosidade. Quando em cultura, inicialmente formam
um micélio aéreo ou sob o meio de cultura (Figura 1B), com coloracdo
hialina e textura flocosa, lanosa ou delgada. Ap6s o inicio do processo
de conidiacdo (producdo de conidios), o micélio tende a adquirir
coloracao que pode variar do verde-escuroao amarelo. Muitas espécies
produzem odores caracteristicos, por exemplo, T. ingratum, T. polypori
eT. harzianum cuja cultura possui cheiro de coco (CHEN; ZHUANG, 2017,
KUBICEK; HARMAN, 1998).

A conformacdo dos conidi6foros das espécies do género
Trichoderma pode variar de estruturas bastante ramificadas com
muitas fidlides, pouco ramificadas com muitas ou poucas fialides
e pouco ramificadas contendo fidlides na sua base e com estruturas
longas e frequentemente férteis em seu apice (Figura 2). Os tipos mais
frequentes sdo identificados como: Trichoderma-like, Pachybasium-like,
Verticillium-like e Glioclaium-like (CHAVERRI; SAMUELS, 2003) (Figura 2).
Os conidi6foros Trichoderma-like sdolongos, espacados e possuem eixos
principais com ramificacdes regulares ou em intervalos dando origem
a diferentes niveis dentro do conidi6foro, criando um sistema de
ramificacées primariasesecundarias. Estesramos podem seapresentar
de maneira divergente, solitarias, pareadas ou em vértices, dando
origemaestruturas piramidais ou em formato de“arvore”. Conidi6foros
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Pachybasium-like possuem conformacao ampla, com pequenos ramos
com fidlides surgindo da base de maneira variavel que se repetem de
maneira indefinida (Figura 2). Ao longo do eixo do conidi6éforo podem
surgir ramos frequentemente férteis, além disso, apresentam quase
que regular de ramos longos visiveis e frequentemente estéreis no eixo
principal do conidiéforo (BISSETT, 1991b). Conidi6foros Verticillium-
like, sio ramos curtos e simples com um tinico eixo principal, de onde
surgem ramos primarios e secundarios com angulos curvados ao eixo
principal e que podem possuir em seus terminais uma ou trés fialides
(Figura 2) (CHAVERRI; SAMUELS, 2003). Os conidi6foros Gliocladium-
like possuem ramos estreitos que nao variam em comprimento e que
se curvam em direcao ao apice com as fialides, dando origem a uma
estrutura quase simétrica (CHAVERRI; SAMUELS, 2003) (Figura 2).

Células conidiogénicas ou fialides fazem parte do conidi6foro
e produzem os conidios por mitose. Estas células variam quanto ao
tamanho e forma sendo um importante caracter taxonémico ttil na
identificacAo das espécies de Trichoderma. Elas estio normalmente
presentes nas regides terminais dos conidiéforos e abaixo do septo
nas ramificacées. Suas formas mais comuns sao ampuliformes,
langeniformes ou subulato (Figura 3).

Osconidios dasespécies de Trichoderma também variam quanto

ao tamanho e forma o que lhes confere importancia taxonoémica e
sdo comumente identificados como: globoso, subgloboso, apiculado,
oblongo, estreitamente oblongo, elipsoide, obovoide e ovoide, com
textura lisa ou rugosa. Eles podem apresentar projecoes especificas em
sua forma e variam na sua coloracao, que pode ser hialina, amarelada,
verde, acinzentada ou marrom (Figura 4).
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Figura 2. Conformacdes mais frequentes de conidiéforos encontrados nas espécies
de Trichoderma. A seta indica as células conidiogénicas ou fialides e os circulos de cor

preta representam os conidios
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Figura 3. Tipos de fidlides mais frequentes em Trichoderma. (A) Fidlides Langeniforme;
(B) Ampuliforme; (C) Subulato.
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Fonte: Lucas Sales.
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Figura 4. Formas de conidios mais comuns das espécies do género Trichoderma.
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Fonte: Lucas Sales.

As caracteristicas morfolégicas apresentadas acima sao tteis
paraataxonomia de Trichoderma, pois algumas delas podem ser usadas
para distinguir secOes/clados ou mesmo espécies do género. Além
disso, fazem parte das caracteristicas que sao usadas para a descricao
de novas espécies do género.

Os fungos em sua totalidade possuem um ciclo de vida composto
por duas fases, uma sexuada e outra assexuada, compreendendo
as duas formas de reproducao celular, mitose e meiose. Devido
a essa alternancia na reproducdo e na morfologia os fungos sdo
considerados espécies pleomorficas, ou seja, possuem uma morfologia
distinta em cada fase do seu ciclo de vida. Em funcdo dessa alternancia
morfolo6gica foi criado uma denominacao para cada fase morfosexual
dos fungos, que sdo: Anamorfo, Teleomorfo e Holomorfo (REYNOLDS,
1987). Teleomorfo é a designacao dada a forma sexuada de um fungo,
anamorfo refere-se a sua forma assexuada e holomorfo é a designacao
que inclui tanto a fase sexuada como a assexuada do fungo.



Tépicos em microbiologia agricola 195

AscondicOesnecessarias paraareproducdo sexual de Trichoderma
estdo atreladas a fatores genéticos pré-existentes associados a genes de
reproducdo do tipo MAT1 (SEIDL et al., 2009). Quando um fungo com o
gene MAT1-1, se encontra com o outro fungo portador do gene MAT1-
2, ocorre a fusdo do protoplasma das hifas apicais, em um processo
denominado plasmogamia. Ap6s a fusdo das hifas ocorre a doacao
de nucleos pelo anteridio (gametangio masculino) para o ascogénio
(gametangio feminino) por tricogenos que sdo extensoes filamentosas
projetadas pelo ascogdnio, dando origem a hifas dicariéticas e
futuramente ao corpo de frutificacdo (KENDRICK, 2001). Dentro do asco,
ocorre a meiose seguida de duas mitoses dando origem a 16 ntcleos
hapléides que sdo envolvidos por porcoes citoplasmaticas formandos
os ascosporos localizados dentro uma estrutura denominada asco
(KENDRICK, 2001). Ap6s a maturacdo o asco se rompe lancando os
ascosporos no ambiente, onde germinarao e dardo continuidade ao
ciclo devida desse organismo (Figura 5).

Figura5.Representacdodociclodevidasexuado eassexuadodeespécies de Trichoderma,
(P!) Plamogamia; (C!) Cariogamia.
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Historico da taxonomia

O género Trichoderma pertencente ao Filo Ascomycota, Classe
Sordariomycetes, subclasse Hypocreomycetidae, Ordem Hypocreales
e Familia Hypocreaceae. Este género foi descrito por Christiaan
Hendrik Persoon (Pers.) em 1794 em seu manuscrito Neuer Versuch
einer systematischen Eintheilung der Schwdmme. As primeiras espécies
descritas porPersoon nessaépoca foram, T.viride, T.aureum, T. nigrescens,
T. roseum todos isolados a partir de materiais coletados na Alemanha.
Atualmente apenas T. viride permanece no género, as demais foram
realocadas para outros géneros.

Em 1825, Ellias Freis (Fr.) descreveu o género Hypocrea baseado
na amostra de Sphaeria rufa Pers. que, por sua vez, foi renomeada para
Hypocrea rufa (Pers) Fr. Contudo, nessa época ambos os géneros nao
estavam relacionados entre si, mesmo representando fases de vida
diferentes de um Ginico género. Somente em 1865, 0os irmaos Ludovicus-
Renatus Tulasne e Carolus Tulasne, relatam que T. viride era anamorfo
de H. Rufa. Essa descoberta fez com que Bisby, em 1939, propusesse
reduzir todas as espécies do género a T. viride devido a dificuldade
de diferenciacdo entre elas, por falta de caracteres confiaveis para
distingui-las. Segundo Bisby, ndo era possivel distinguir culturas de
H. rufa e H. gelatinosa e os isolados que se desenvolvia do estroma de
H. rufa eram variaveis morfologicamente, levando a concluir que
Trichoderma era um género monotipo e que H. gelatinosa era uma
forma de crescimento diferente ou madura de H. rufa.

Em 1969, Mien A. Rifai revisou o género Trichoderma, e mostrou
que caracteristicas como disposicdo das ramificacdes dos conidi6foros,
disposicao das fialides e caracteristicas dos conidios poderiam ser
utilizadas para a diferenciacdo dos isolados de Trichoderma. Por
exemplo, ele demonstrou que T. viride era a inica espécie com conidios
verrugosos e globosos, dentre as espécies analisadas. Rifai agrupou as
espécies de Trichoderma em nove “agregados de espécies”: T. aureoviride
Rifai, T. hamatum (Bonord.) Bain., T. harzianum Rifai, T. koningii Oudem.,
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T.longibrachiatum Rifai, T. piluliferum Rifai, T. polysporum (Link: Fr.) Rifai,
T. pseudokoningii Rifai, e T. viride. Posteriormente, Bissett (1984, 1991a,
1991b, 1991c) revisou de maneira sistematica os agregados de espécies
proposto por Rifai utilizando a mesma metodologia. Além disso,
Bisset analisou caracteres microscopicos e fisiolégicos adicionais, por
exemplo,comprimento elargura dos apices dasfialides,comprimentoe
largura dabase da fialide, largura das células que antecedem as fialides,
taxa de crescimento apos trés dias de crescimento e tipo de pigmento
soltivel. Como resultado ele reagrupou os agregados de Rifai em cinco
secoes: Longibrachiatum, Pachybasium, Trichoderma, Saturnisporum,
Hypocreanum e algumas linhagens solitarias, defendendo a existéncia
de 27 espécies morfologicas.

A inclusio de ferramentas moleculares nos estudos de
diversidade de Trichoderma mudou mais uma vez o cendario da
taxonomia do género. As conclusdes de alguns estudos de diversidade
genética usando marcadores moleculares eram incongruentes com a
taxonomia vigente do género. Por exemplo, os resultados obtidos por
Fujimori e Okuda (1994) usando RAPD (Amplificacdo aleatéria de DNA
polimérfico) indicaram que T. harzianum era um taxon polifilético.
Mais tarde, verificou-se que esse taxon era um complexo de espécie
(DRUZHININA et al., 2010). Trichoderma reesei foi classificado como T.
longibrachiatum nos esquemas taxonomico propostos por Rifai (1969)
e Bisset (1984). Contudo, Mayer et al. (1992) mostraram, com base em
analises com o marcador molecular RFLP (polimorfismo de fragmentos
de restricdo), que T. reesei nao era sinénimo de T. longibrachiatum. Esse
reposicionamento taxonoémico de T. reesei teve importancia aplicada,
pois a maior parte das pesquisas sobre celulases fingicas foi realizada
com isolados dessa espécie, que também é amplamente usada na
producdo industrial dessa enzima.

O esquema taxondémico proposto por Bisset entre 1984 e 1991
foi revisto pouco tempo depois da sua implementacdo, quando
analises filogenéticas utilizando sequéncias de nucleotideos foram
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incorporadas nos estudos de taxonomia e diversidade de Trichoderma.
As primeiras filogenias moleculares do género Trichoderma foram
realizadas com sequéncias nucleotidicas da regido espacadora interna
transcritale 2 (ITS1eITS2) do operon dos RNAs ribossomais e o gene que
codifica o RNA ribossomal 5.8S. Estes estudos mostraram que Hypocrea
jecorina era o teleomorfo de T. reesei (KUHLS et al., 1996). Essa descoberta
possibilitou explorar o uso de recombinantes genéticos da espécie na
otimizacdo da producao industrial de enzimas celuloliticas. Filogenias
moleculares com o ITS1 e ITS2 ndo deram suporte a separacdo das
secOes Longibrachiatum e Saturnisporum, indicando que elas deveriam
ser fusionadas (KUHLS et al., 1997) e também mostraram que a secao
Pachybasium nao era monofilética (KINDERMANN et al. 1998). De fato,
Longibrachiatum e Trichoderma foram a tinicas secdes do esquema
taxonomico de Bisset que tiveram suporte nas filogenias com os ITS1
e ITS2 ou outros genes (KUHLS et al., 1997; KULLNIG-GRADINGER et al.,,
2002). Estes resultados mostraram que a taxonomia de Trichoderma
ainda era uma questio pouco resolvida.

Apesar das filogenias com os ITS1 e ITS2 terem trazido avangos
na compreensao da diversidade e taxonomia de Trichoderma, estes
marcadores nao tinham sinal filogenético suficiente para resolver as
novas questoestaxonodmicasdo género. A solucdo foiacrescentaroutras
regides genomicas nas analises para obter sinal filogenético suficiente
para discriminar a diversidade interespecifica, possibilitando maior
precisdo na definicdo e identificacdo das espécies do género e de
taxas superiores. Usando essa abordagem Kullnig-Gradinger et al
(2002) fizeram uma filogenia molecular combinada com os ITS1 e ITS2,
com as regides D1 e D2 do gene que codifica o TRNA 28S, com o0 gene
que codifica a subunidade menor do rRNA mitocondrial, com um
fragmento do fator de alongamento de traducdo 1-alfa (teF1) e com um
fragmento do gene que codifica a endoquitinase 42 (ech42) para inferir
sobre as relacOes filogenéticas das espécies de Trichoderma. A analise
filogenética confirmou a monofilia do género Trichoderma e das secoes
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Longibrachiatum e Trichoderma e forneceu a primeira base filogenética
para a subdivisao das secdes Hypocreanum e Pachybasium. Mais tarde,
com a inclusao de novas espécies, estes subclados foram identificados,
como subclado Harzianum, clado Spirale, clado Polysporum entre outros
(DRUZHININA et al., 2010; JAKLITSCH, 2011; CHEN; ZHUANG, 2017).

Druzhinina et al. (2005), propuseram o uso do ITS1 e ITS2 como
barcode do género Trichoderma e criaram uma plataforma online
(TrichOKey) com a finalidade de fornecer uma ferramenta digital para
identificar isolados de Trichoderma ao nivel de espécie. Contudo, com o
crescente namero de espécies descritas a regiao ITS1 e ITS2 se mostrou
pouco informativa para separar espécies filogeneticamente mais
proximas. Assim, outras regides gendmicas passaram a ser usadas
para auxiliar a resolver as relacées filogenéticas entre as espécies de
Trichoderma (KULLNIG-GRADINGER et al., 2002; CHAVERRI et al., 2003;
KUBICEK et al., 2008; JAKLITSCH, 2009; 2011; 2015; CHAVERRI et al., 2015;
JACKLISTCH; VOGLMAYR, 2015; KUBICEK et al., 2008). Este assunto sera
discutido mais a frente neste capitulo.

O uso da filogenia molecular na distincio de espécies foi
particularmente importante no género Trichoderma, pois existem
grandes complexos de espécies cripticas, ou seja, impossiveis de serem
distinguidas morfologicamente KUBICEK et al., 2008; DRUZHININA
et al., 2010; SAMUELS et al., 2010; CHAVERRI et al., 2015). Atualmente,
a abordagem empregada para resolver as posicoes filogenéticas
de Trichoderma, é a Genealogical Concordance for Phylogenetic Species
Recognition (GCPSR). Este método utiliza a concordancia filogenética
de diferentes genes ndo relacionados, visando identificar a auséncia
de troca genética e a independéncia evolutiva das linhagens ao longo
do tempo (TAYLOR et al., 2000). Ou seja, se dois isolados pertencem a
espécies distintas, a topologia de arvores filogenéticas de genes nao
ligados devera ser congruente em representar esses isolados como
linhagens filogenéticas distintas, com suporte estatistico. Esse método
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vem sendo empregado para elucidar as relacdes evolutivas na secoes/
clados de Trichoderma (KUBICEK et al., 2008).

O International Nomenclature Code (ICN) revisado para algas,
fungos e plantas estipulou que espécies individuais de fungos
pleomorficos, como Trichoderma/Hypocrea, deveriam ter apenas um
nome (BARRIE et al., 2012). Em 2015 o género Trichoderma/Hypocrea,
passou por uma revisdo na sua nomenclatura (BISSETT et al. 2015).
O nome Trichoderma foi atribuido primeiro e teve prioridade sobre
Hypocrea, dessa forma, todas as espécies antes conhecidas como
pertencente ao género Hypocrea foram renomeadas para Trichoderma.
Alista com os nomes de Trichoderma unificados, conforme as diretrizes
do ICN para algas, fungos e plantas (Coédigo de Melbourne, Art. 14.13),
foi publicada em 2015 com 254 nomes de espécies de Trichoderma
(BISSETT et al. 2015). Atualmente, sio reconhecidas mais de 350 espécies
de Trichoderma e, recentemente, HU et al. (2019) sugeriram que ainda
existem aproximadamente 300 espécies ainda ndo descritas do género.

Atualmente existe um esforco para reduzir as secdes de
Trichoderma em clados, porém, por motivos histéricos, alguns autores
permanecem utilizando essa nomenclatura (JACKLISTCH; VOGLMAYR,
2015). Conforme esquemas taxonomicos propostos por Jacklistch
e Voglmayr (2015) e Chen e Zhuang (2017), o género Trichoderma
possui 10 secdes/clados, que estdo subdivididas em 24 subclados e 13
linhagens solitarias (Tabela 1). As caracteristicas e eventuais padroes
morfologicos e fisiologicos das secdes/clados de Trichoderma sao
apresentadas a seguir.

Viride (Anteriormente secdo Trichoderma)

A secdo Viride pode ser distinguida das demais pelo conidi6foro
estreito e flexivel, podendo se ramificar em duas ou trés fiadlides
(CHAVERRI, SAMUELS, 2003). As fidlides em sua totalidade sao
lageniformes, os conidios sdo lisos. Jacklistch e Voglmayr, (2015),
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revelam que os telomorfos possuem pontos ostiolares discretos nos
ascosporos hialinos, e os seus anamorfos apresentam conidios verdes
com rugosidade em alguns subclados, como Koningii e Viride. Jacklistch
(2011) mostrou que os conidi6foros das espécies dessa secao possuem
uma grande variedade de formas, dificultando assim sua classificacao.

Green-Spored Clade

Green-Spored Clade foi proposto por Jacklistch e Voglmayr (2015)
com o intuito de incluir espécies que possuem ascosporos verdes.
Contudo, esse clado possui baixo suporte estatistico em analises
filogenéticas, fazendo com que nao fosse bem aceito na comunidade
cientifica. Essa secdo/clado é composta por dois grupos filogenéticos,
um sendo o grande subclado Harzianum e o outro um grupo parafilético
contendo varios subclados menores.

Polysporum

Clado proposto por Jacklistch e Voglmayr (2015) e inclui as
espécies da secdo Pachybasium (Bissett 1991b). O nome dessa secao é
uma referéncia a espécie T. polysporum descrita por LU et al. (2004) e
incluida na secdo Pachybasium. Seu teleomorfo foi anteriormente
descrito como Hypocrea pachybasioides. As espécies dessa secdo tém
como caracteristicas fialides curtas em sua maioria que podem estar
agrupadas ou com ampla distribuicdo. Seus conidi6foros possuem
ramos largos, onde alguns alongamentos podem ser estéreis ou férteis.
Conforme Bissett (1991%) esse grupo abriga espécies que produzem
conidios verdes, brancos e até amarelos.
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Longibrachiatum

As espécies da secdo/clado Longibrachiatum possuem conidios
com textura frequentemente rugosa e raramente lisa, com formato que
varia do elipsoidal a oblongo. Essas espécies produzem em sua maior
parte estromas marrons durante a reproducdo sexuada (DRUZHININA
et al,, 2012). As espécies dessa secao possuem conidi6foros com ramos
laterais relativamente longos, podendo se reorganizar em diferentes
ramos curvados ou sinuosos (BISSETT, 1984). Esse grupo abriga algumas
espécies de Trichoderma que podem ser patégenos oportunistas de
humanos imunocomprometidos: T. longibrachiatum e H. orientalis,
T. citrinoviride (KUHLS et al., 1999). Contudo, também abriga T. reesei,
utilizado na producdo industrial de celulase (RECZEY et al, 1996).
A secdo Longibrachiatum foi umas das primeiras a serem avaliadas
utilizando métodos moleculares (SAMUELS et al., 1998). Espécies dessa
secdo sao termotolerantes podendo sobreviver e se desenvolver em
temperaturas de 37 a 40 °C. Atualmente essa secao possui diferentes
subclados ndo nomeados e que sdo estudados para melhor resolucao
taxonomica do género (DRUZHININA et al., 2012).

Psychrophilum

Este clado,antes conhecido como clado Megalocitrina, (CHAVERRI;
SAMUELS, 2003), foi renomeado e aumentado por Jacklistch (2009;
2011) As espécies deste taxon sdo caracterizadas por possuirem
estromas claros ou brilhantes na sua fase sexuada e conidios
hialinos e conidi6foros do tipo Gliocladium-like na sua fase assexuada
(JACKLISTCH; VOGLMAYR, 2015).

Brevicompactum

Proposto por Degenkolb et al. (2008), é o clado mais préoximo
de Deliquescens (=Lutea), e segundo Degenkolbet al. (2008), todas
as espécies desse clado com excecio de T. rodmanii, produzem
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toxinas do tipo tricoteceno harzianum A ou Tricodermina, além de
produzirem peptaibiéticos como a alameticinas. Degenkolb et al.
(2008) encontraram duas apomorfias que definem esse clado, conidios
subglobosos e a formacdo de longos conidi6foros as vezes estéreis e
que possuem poucas ou nenhuma ramificacao e podem se projetar na
superficie das ptistulas de forma visivel.

Hypocreanum

Essa secdo foi criada por Bissett (1991a) e revisada por Overton
et al. (2006a; 2006b), utilizando métodos moleculares. Contudo, as
caracteristicas morfologicas dessa secdo foram bem definidas por
Jacklistch (2011). As espécies possuem conidi6foros primitivos, com
ramificacées espessas variando entre o tipo acremonium e o tipo
verticilium. Os conidios sdo hialinos e podem ter diferentes formas.
A fase sexuada possui estromas grandes, amplamente efundidos ou
subpulvinados.

Spirale

Trichoderma spirale foi descrito por Bissett em 1991 em uma
revisdo da secao Pachybasium. O tipo da espécie foi isolado do solo da
Tailandia e sua caracteristica morfol6gica mais marcante dessa espécie
é seu principal eixo de conidi6éforos em espiral com seu alongamento
apical estéril sem ramos férteis perto do apice. Devido a essa
caracteristica Bissett cunhou o epiteto dessa espécie de spirale. Mais
tarde Chaverri et al. (2003) e Chaverri e Samuels (2003) redescreveram
essa espécie utilizando dados morfol6gicos, moleculares e fisiol6gicos.
Chen e Zhuang (2017) descreveram duas espécies, T. hunanense
e T. longisporum, filogeneticamente relacionada com T. spirale e
denominaram o grupo filogenético formado por elas de clado Spirale.
Esse clado é basal na filogenia molecular combinada de RPB2 e teF1
dos Trichoderma verdes indicando que ele é uma linhagem primitiva
dentro deste grupo de espécies (CHEN; ZHUANG, 2017). As caracteristicas
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compartilhadas pelas espécies desse clado e que as distinguem das
demais espécies de Trichoderma verdes sdo a presenca de pustulas com
prolongacdes de hifas e conidi6foros sinuosas estéreis, simples ou
poucas vezes ramificadas, presenca de conidios elipsoidais e producao
de pigmento amarelo no meio de cultura (CHEN; ZHUANG, 2017).

Deliquescens

Anteriormente denominado Clado Lutea (JACKLISTCH, 2011),
foi renomeado por Jacklistch e Voglmayr (2015) devido a descricdo
de T. deliquescens, o anamorfo da antiga Hypocrea lutea. Trichoderma
deliquescens, T. melanomagnum e T. luteocrystallinum sao alguns
representantes desse clado. Seus representantes pOSSUEm COMO
caracteristicas como conidi6éforos peniciliados ou mononematosos,
conidiosverdes que sdo incorporados em exsudatos e algumas espécies
que podem produzir ascésporos verdes ou hialinos (JACKLISTCH, 2011).

Lone Lineas

Lone Lineas ou Linhagens solitarias sio espécies que néao
possuem nenhuma relacdo direta com nenhum outro grupo ja
descrito. Algumas dessas espécies sao filogeneticamente relacionadas
com algumas secdes/clados conhecidas, ja outras ndo possuem uma
posicao filogenética definida (JACKLISTCH; VOGLMAYR, 2015).

Identificacao de Trichoderma

Atualmente, a identificacdo polifasica se tornou padrao para
descricao de novas espécies de fungos, esse método tende a realizar
uma abordagem integrada dos caracteres morfologicos, fisiolégicos,
ecologicos e genéticos de uma dada espécie (GILLIS et al., 2001; SILVA et
al., 2011). A morfologia das espécies é analisada em diferentes meios
de cultura, temperatura, luminosidade e pH de uma forma conjunta.
Os caracteres fisiologicos também sdo analisados seguindo os critérios
utilizados para a morfologia, de modo a averiguar a producao de
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enzimas ou metabdlicos secundarios caracteristicos do taxon. As
analises morfologicas devem ser feitas com pelo menos trés repeticoes
no tempo e com utilizacdo de duplicata para cada isolado. Os meios
mais utilizados para caracterizacdo morfol6gica sdo agar farinha de
milho (Corn Meal Dextrose Agar-CMD), agar nutriente sintético (synthetic
nutrient agar - SNA) e agar batata dextrose (potato dextrose agar - PDA)
(Tabela 2). As culturas sdoincubadasa 20 ou 25 °C dependendo da secdo,
ou subclado em que a espécie estudada pertence. O tempo de cultivo
ou incubacdo dos isolados para confeccdo de laminas podem variar de
7 a 14 dias, podendo se prolongar para 20 dias ou mais, dependendo
do tempo de conidiacdo da espécie em questdo. Sdo utilizadas placas
de Petri de plastico ou de vidro com 20 ml de meios de cultura, sendo
recomendavel a transferéncia de 3,0 pL da suspensao de esporo em agar-
agua. Durante o periodo de incubacdo sdo analisadas caracteristicas
macroscopicas como inicio da conidiacao e da producdo de ptastulas e
apos esse periodo sao avaliadas a cor da colonia, a formacdo do micélio
aéreo, o tipo de crescimento, a producdo de exsudatos e de pigmentos
soltveis. O tamanho das colénias é avaliado ap6s 72 h.

Tabela 2. Meios de cultura mais utilizados na caracterizacio macroscépica e

microscépica de Trichoderma, seguindo Nirenberg, (1976), Chaverri e Samuels, (2003),
Chen e Zhuang (2017) e Jacklistch e Voglmayr (2015).

p . PR - . . Agar Batata dextrose
Agar Nutriente SintéticoSNA  Agar farinha de milho CMD g ADA X
Fosfato monopotasio 12g
Fuba de milho 20g Batata 200g
Nitrato de potassio 12g
Sulfato de Magnésio 0,5g Dextrose 20g Dextrose 20g
Cloreto de Potassio 0,5g Agar 15-20g Agar 15-20g
Agar 15-20g
Sacarose 0.2g
Glicose 0,2g 5
' - . Agua
- . A il 1L " 1L
Agua destilada 1L gua destilada destilada

PH Final=6,8 + 0,1 a 25°C

PH Final=6,8 + 0,1 a 25°C

PHFinal=56+01a
25°C
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A taxa de crescimento é eventualmente considerada na
caracterizacdo morfofisiol6gica de Trichoderma e pode ser usada na
distincao de isolados da mesma espécie ou de espécies diferentes.
O crescimento do isolado é avaliado em diferentes meios de cultura
e temperaturas. Os meios de cultivo mais utilizados para essa
caracterizacdo é o PDA e o SNA (Tabela 2) e as temperaturas mais
utilizadas sdo de 15, 20, 25, 30 e 35°C por 72 h, podendo utilizar ou néo
fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro, dependendo da espécie em
questdo (SAMUELS et al., 2002; CHAVERRI, 2003).

A caracterizacdo microscopica é feita utilizando a técnica de
microcultivo em placas de Petri. Em geral, as laminas sdo preparadas
ap6s o periodo de conidiacdo e sdo confeccionadas com acido latico
60% ou KOH 3%. As caracteristicas microscépicas analisadas sao
comprimento e largura do ponto mais largo das fialides, largura da
base da fidlide, comprimento e largura da célula que surgem fialides,
comprimento e largura dos conidios, comprimento e largura dos
clamidésporos (quando presentes) e, comprimento e largura das
pustulas.

Osaspectos ecologicos também sao titeis e integram a abordagem
polifasica, pois espécies de Trichoderma podem estar associadas
a diferentes nichos e modos de vida. Por exemplo, Hu et al. (2019),
demonstraram que o clado viride é um grupo dominante na costa e nas
florestas da China, e que T. afroharzianum é uma espécie dominante
em ecossistemas lacustres, contudo, representam menos de 2% nas
florestas. Estes resultados sustentam a hip6tese de que alguns clados
ou espécies de Trichoderma possuem preferéncia geografica.

Marcadores moleculares sdo titeis para discriminar isolados de
espécies diferentes no género Trichoderma e em alguns casos podem
ter polimorfismo suficiente para distinguir isolados da mesma
espécie (MUTHUMEENAKSHI et al., 1994). Os marcadores moleculares
mais utilizados sdo o RFLP, 0 RAPD e, mais recentemente, o ERIC, REP
e 0 BOX-PCR. Em geral, esses marcadores produzem perfis genéticos
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distintos de modo que isolados pertencentes a espécies diferentes sao
facilmente distinguidos.

A abordagem polifasica para identificar ou descrever novas
espécies em Trichoderma inclui o método da concordancia filogenética
(GCPSR) discutido no tépico sobre taxonomia deste capitulo. As regides
genomicas usadas para avaliar a concordancia filogenética sdo os ITS1
e ITS2 e os genes que codificam o Fator de Elongacdo da Traducdo la
(teF1), a segunda subunidade maior da RNA polimerase II (RPB2) e a
Calmodulina (CaM), (Veja no capitulo sobre diversidade taxon6mica de
Aspergillus a estrutura dos genes CaM, RPB2 e os primers usados para
amplificar diferentes regides deles.

O ITS1 e ITS2 tem pouca resolucao filogenética para discriminar
isolados de espécies evolutivamente proximas, de modo que seu uso
nao é indicado para distinguir espécies desse género. Os genes mais
informativos nesse sentido sao o teF1, CaM e RPB2, nessa ordem. Por ser
mais informativo do ponto de vista filogenético o teF1 é considerado
0 barcode do género em estudos que usam a GCPSR (Figura 6). O
fragmento do teF1 amplificado com os primers EF1-728F e TEF1-LLErev
(~1200pb) (Figura 6; Tabela 3) tem sido preferencialmente usado nas
analises filogenéticas para identificar e descrever novas espécies de
Trichoderma. Ele contém o quarto intron, que é a regido mais variavel
do gene. O segundo gene mais utilizado nas filogenias multilocus para
o método de GCPSR é o RPB2, apesar do CaM ser mais informativo para
essa finalidade. Veja no capitulo sobre diversidade e taxonomia de
Aspergillus para mais detalhes sobre os procedimentos para realizar
analises filogenéticas.

Figura 6. Esquema do gene teF1 de Trichoderma e as posicoes dos primers em seu sentido
de amplificacdo.

EF-i EF1-728F EF1-9568 el fw TEFI-LLErey EF1-983F

sq - - - = - - 3!
[ e 1970 Bee-ED KT - 449 78 - Bob L) >2000bp

Fonte: Lucas Sales.
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Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacdo e sequenciamento
de regides génicas e intergénicas do teF1 em Trichoderma.

Locus Nome do primer  Sentido Sequéncia do primer (5'-3')
EF1 Forward ATGGGTAAGGARGACAAGAC
TEF1-728 F Forward CATCGAGAAGTTCGAGAAGG
TEF1-986 R Reverse TACTTGAAGGAACCCTTACC
TEEL tefl fw Forward GTGAGCGTGGTATCACCATCG
TEF1-LLErev Reverse AACTTGCAGGCA ATGTGG
EF1-983F Forward GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT

O género Trichoderma evoluiu aproximadamente a 66 milhdes
de anos atras, no periodo Cretaceo (Kubicek et al., 2019). Analises de
gendmica comparativa indicam que esse género evoluiu inicialmente
como micoparasita e mais tarde diversificou quanto ao seu papel
ecologico. Avancos na compreensao da biologia do género Trichoderma
se estendem também a taxonomia. Nos tltimos cinco anos o ntimero
de espécies descritas de Trichoderma saiu de aproximadamente 250
para quase 400 espécies e HU et al. (2019) sugeriram com bases em
resultados de um amplo estudo de diversidade de Trichoderma na
China que ainda existe aproximadamente 300 espécies nao descritas
desse género. Esse cenario aponta para a necessidade de uma ampla
revisdo do género em um futuro préoximo.
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Importancia do género

Espécies do género Aspergillus sio amplamente distribuidas
na natureza e apresentam grande versatilidade de crescimento em
diferentes condicdes de temperatura, pH, salinidade e umidade.
Espéciesdesse géneropossuem grande diversidade metabdlica, toleram
ampla variacdo climatica e sao encontrados em diversos ambientes
como florestas, mares, rios, desertos e Antartica, colonizando diferentes
substratos como solo, rochas e matéria organica em decomposicdo
(LEVIC et al., 2013; ABDEL-AZEEM et al., 2019). Sua ocorréncia em um
ambiente estd relacionada com a disponibilidade de substratos,
interacoes ecol6gicas existentes e microclima. Aspergillus spp. estao
entre os fungos filamentosos com maior frequéncia em ambientes
salinos (ABDEL-AZEEM et al., 2019). Algumas espécies como A. nidulans
e A. niger possuem adaptacdes fisiologicas como o armazenamento
de solutos como glicerol no citoplasma para tolerar ambientes com
elevada concentracdo de sais (PARK et al, 1993). Muitas espécies do
género também sdo predominantemente encontradas crescendo em
ambientes de clima quente e sob condicoes escassas de dagua como
desertos (PALACIOS-CABRERA et al., 2005; ABDEL-AZEEM et al., 2019).
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O género Aspergillus possui um importante papel na manutencao
e equilibrio ecolégico, participando, principalmente, na dindmica
da reciclagem da matéria organica e disponibilizacdo de nutrientes,
afetando tanto a produtividade da cadeia alimentar como a qualidade
do solo (CRAY et al., 2013; FRAC et al., 2018). A degradagao da matéria
organica é realizada por enzimas extracelulares, secretadas no
substrato, que degradam polimeros complexos de cadeias longas como
a celulose, hemicelulose e pectinas, além de decompor ceras, 6leos,
gorduras e proteinas como a queratina (GUGNANTI, 2003; RAVEENDRAN
et al., 2018; ABDEL-AZEEM et al., 2019). Na natureza, muitas espécies
desse género também siao capazes de solubilizar fosfato, produzir
fitohormonios, sider6foros e outros compostos bioativos que ajudam
a modular o crescimento e desenvolvimento de plantas (PANDYA et al.,,
2018; FADIJI; BABALOLA, 2020).

Espécies do género Aspergillus também podem contaminar
alimentos com micotoxinas ou sdo patogenos de plantas e animais,
incluindo a espécie humana. As contaminac¢oes causadas por espécies
desse género acarretam enormes perdas para a economia, por atuarem
em diferentes estagios da producdo agricola, incluindo a pré e pos-
colheita, processamento e estocagem. Aspergillus niger, A. ochraceus e
A. carbonarius sdo comumente responsaveis pela contaminacdo de
diversos armazéns de manutencao de graos (feijao, café, arroz, trigo e
nozes), além de vinicolas e frutos de interesse comercial como maca,
pera, péssego, morango e melao (PERRONE et al., 2007). No Brasil, a espécie
A. welwitschiae é o principal agente etiolégico da podridao vermelha
do sisal, uma cultura relevante para producdo de fibras por pequenos
agricultores do sertdo nordestino (DUARTE et al., 2018). A doenca afeta
todos os estagios de desenvolvimento da planta e inviabiliza sua
comercializacdo por ocasionar a perda de turgescéncia das folhas,
escurecimento dos tecidos e apodrecimento do caule (SA, 2013).
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As micotoxinas sio produtos do metabolismo secundario de
fungos. A ingestdo de alimentos contaminados com micotoxinas
pode promover a morte por intoxicacio de humanos e animais,
principalmente de pessoas com o sistema imunolégico debilitado.
Essas toxinas possuem baixo peso molecular e intensa atividade
biol6gica ap6s ingestao (KUMAR et al., 2017). As principais micotoxinas
de relevancia sanitaria, produzidas por espécies do género Aspergillus
sao as aflatoxinas, ocratoxina A e patulina. As aflotoxinas sao
produzidas principalmente pelas espécies A. flavus e A. parasiticus
e afetam culturas como amendoim, milho e feijao. Apesar de existir
mais de vinte diferentes tipos de aflotoxinas produzidas por espécies
desse género, apenas quatro (Aflotoxina B1, B2, G1 e G2) apresentam
elevada toxicidade (KUMAR et al., 2017). A ocratoxina A e a patulina
sao menos frequentes nas espécies do género Aspergillus, entretanto
promovem efeitos toxicos similares causados pelas aflotoxinas, como
efeito carcinogénico, teratogénico, citotéxico, imunossupressor e
hepatotéxico (KAMEI, WATANABE, 2005).

Os esporos de espécies do género Aspergillus sdao facilmente
encontrados no ar que respiramos e, quando inalados por individuos
suscetiveis ou imunocomprometidos, podem causar a aspergilose,
uma infeccdo fangica causada por qualquer espécie do género
Aspergillus. Ap6s a inalacdo os esporos germinam produzindo hifas
que irdo colonizar os pulmoées causando doencas que vao desde a
inflamacao das vias respiratérias até infeccoes graves nos pulmoes,
como aspergilose broncopulmonar saprofitica e aspergilose invasiva,
além de infeccdes superficiais como a cutanea e a do canal auditivo
externo (BEISSWENGER; HESS; BALS, 2012). As aspergiloses sao causadas
mais frequentemente por A. fumigatus, A. niger, A. flavus, A. nidulans e A.
terreus (MURRAY et al., 2006).

Aspergillus spp. sao utilizadas na indastria para a producao de
metabolitos de importancia farmacol6égica como antibiéticos, de
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enzimas de importancia industrial e na producao de alimentos, via
fermentacdo. As espécies A. niger e A. ochraceus sdo utilizadas pela
indastria farmacéutica na producao de cortisona, um esteroide que
apresenta capacidade anti-inflamatoéria e imunossupressora. A. terreus
produz mevinolina, um composto capaz de reduzir o colesterol no
sangue inibindo uma enzima que atua na biossintese de colesterol
(BIZUKOJC; LEDAKOWICZ, 2009). Ja a espécie A. parasiticus é responsavel
por produzir o acido kéjico, um metabélito secundario com acdo
despigmentante e antimicrobiana bastante utilizado em pomadas
que agem sob o melasma (BRACARENSE, 2014).

Além do uso farmacologico, muitas espécies do género
Aspergillus produzem uma grande variedade de enzimas extracelulares
e metabdlitos usadas em processos realizados pelas industrias de
alimentos, bebidas e higiene (RAVEENDRAN et al., 2018). As principais
enzimas utilizadas industrialmente sdo as proteases, lipases, celulases,
amilases e xilanases. As celulases, por exemplo, sdo utilizadas na
industria téxtil, na fabricacdo de papel e na geracdo de bioetanol de
segunda geracao; as lipases apresentam vasta aplicacdo nas indastrias
de detergentes, cosméticos e oleoquimica enquanto as amilases sdo
aplicadas na panificacio e laticinios (RAVEENDRAN et al., 2018; ABDEL-
AZEEM et al., 2019). Espécies como A. niger e A. aculeatus sdo usadas na
producdo industrial de acido citrico, substancia comumente utilizada
na conservacao de alimentos, na fabricacdo de plasticos, agentes
quelantes e lubrificantes (SHOW et al., 2015). Aspergillus spp. também
sdo usados na biorremediacdo em areas contaminadas com petroleo,
pois convertem derivados de hidrocarbonetos em compostos fenolicos
de baixo impacto ambiental (PASSOS et al., 2009).

Morfologia e reproducao

A morfologia é a arquitetura fisica de um organismo que
pode modificar ou sofrer interferéncia de sinais especificos do



Tépicos em microbiologia agricola 223

ambiente. A morfologia é baseada na observacdo da tipologia da
colénia (macromorfologia) e da avaliacdo de estruturas somaticas
e reprodutivas (micromorfologia). As espécies do género Aspergillus
sao constituidas por filamentos celulares denominados hifas, que em
conjunto formam o micélio do fungo, por esse motivo as espécies desse
género sdo incluidas em um grupo informal denominado fungos
filamentosos (YOSHIMI; MIYAZAWA; ABE, 2016). Suas hifas sdo septadas
e hialinas e variam quanto ao didmetro. Podem estar no substrato,
exercendo a funcdo de absorcao de nutrientes, ou ficam sobre o
substratoeapresentam funcaoreprodutiva.Apartirderamificacoesdas
hifas aéreas sdo formados os conidi6foros, as estruturas reprodutivas
assexuadas produtoras de esporos assexuais chamados de conidios
(ADAMS; WIESER; YU, 1998). Os conidioforos se originam da célula basal
do pé, localizada na hifa vegetativa de suporte e terminam em uma
vesicula expandida no apice (SINGH, 1973). A vesicula é conectada a
célula basal por meio de uma haste, a estipe (Figura 1A). A presenca de
uma vesicula no apice do conidiéforo é tipica de espécies do género
Aspergillus. Essa vesicula apresenta formas variadas como globosa,
elipsoidal, piriforme e espatulada (Figura 1C)(SAMSON et al., 2014). Os
conidi6foros sao classificados como unisseriados — quando as células
produtoras de conidios, as fidlides, surgem diretamente da vesicula ou
em bisseriados — quando as fidlides surgem a partir de células estéreis
denominadas métulas, ligadas a vesicula do conidiéforo (Figura 1A).
As fidlides ou as métulas podem cobrir completamente a superficie da
vesicula (cabeca conidial radial) ou parcialmente apenas na superficie
superior (cabeca conidial colunar) (Figura 1B).

A partir da extremidade da fidlide encontram-se os conidios em
cadeias presos um ao outro por uma ponte conectiva (Figura 1A). Os
conidios de espécies do género Aspergillus sdo estruturas assexuadas
oriundas do processo de divisao mitética, cuja as dimensoes variam
entre 2 e 5 pm. Os conidios podem variar de esféricos a elipticos, além
de apresentar cor e ornamentacdo variada (OKUDA et al., 2000).
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A coloracdo da superficie das colénias de Aspergillus pode conter
tonsdeamarelo,verde, cinza, marrom, preto ebranco e podem apresentar
0 verso e o reverso de uma mesma colénia com cores distintas (Figura
2) (OKUDA et al., 2000). No reverso das colonias da maioria das espécies
de Aspergillus predominam as cores amarelo palido, roxa e laranja. As
colonias geralmente apresentam textura aveludada, flocosa ou lanosa
(SAMSON et al., 2014). As secoes de Aspergillus exibem diferentes padroes
de coloracdo das colonias, 0 que torna essa caracteristica relevante para
a identificacdo e descricao de espécies.

Figura 1. A) Conidi6foros de Aspergillus e suas respectivas estruturas. B) Tipos de cabeca
conidial de acordo com a distribuicdo das fialides ou métulas. C) Tipos de vesiculas.

{3 Conidios
o .5 o 'ﬁ@

Fralides

|
| Métulas
Vesicula
esicula P /
= Estipe — == f |I
Celulabasal do pé | J___
- —_— R
Comdioforo unissenado Comdioforo bissenado Cabega conidial Cabega comdal
radial colunar

Q

Vesicula glo&m \'cs:nln ciip;r'nrdc Vesicula pEm_'u- Vesicula espatulada
Fonte: Lucas Sales.

De acordo com forma de reproducao, os fungos sdo classificados
em teleomorfos, anarmofos e holomorfos (BARON, 1996). Teleomorfo é
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adesignacdo dada a forma sexuada de um fungo, anamorfo refere-se a
sua forma assexuada e holomorfo é a designacdo que inclui tanto a fase
sexuada como a assexuada do fungo. As espécies de Aspergillus podem
apresentar os dois tipos de reproducao, contudo a maioria delas se
reproduz predominantemente de forma assexuada (ODEJA-LOPEZ et al.,
2018).0s conidios sdo oriundos de divisdes mitoticas nas extremidades
das fialides, e sao transportados para o ambiente por acdo dos ventos.
Ao se depositarem sobre o substrato, os conidios iniciam o processo
de germinacdo, em que a primeira estrutura formada é um tubo
germinativo que se desenvolve e da origem ao micélio (KRIJGSHELD
et al, 2013). O micélio se ramifica e origina hifas aéreas que crescem
e produzem novos conidi6foros e consequentemente novos conidios,
completando o ciclo reprodutivo.

Figura 2. A) Coloracgdo do verso e reverso das colénias da espécie Aspergillus bezerrae nos
meios de cultivo 4gar de autolisado de levedura de Czapek (CYA) e 4gar de Blakeslee's

MEA (MEADbI) da esquerda para a direita. B) Coloracio do verso e reverso das colonias da
espécie Aspergillus oxumiae nos meios de cultivo CYA e MEADbI da esquerda para a direita.

Fonte: Cristiane Figueiredo, Harisson de Souza.

A reproducao sexual é menos frequente nas espécies do género
Aspergillus (KRIJGSHELD et al., 2013). Algumas espécies apresentam a
reproducdo homotalica, ouseja, realizam a autofertilizacdo e outras sao
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heterotalicas (Figura 3A), necessitam da presenca de outro individuo
compativel para que ocorra a reproducdo sexuada. As espécies de
Aspergillus que se reproduzem sexuadadamente sdo majoritariamente
homotalicas,comuma proporcaodeaproximadamente 13 homotalicas
para 1 heterotdlica na natureza (DYER; O'GORMAN, 2012; OJEDA-LOPEZ
etal., 2018).

No cicloreprodutivo sexual,duashifashapléides se conectam por
meio de um processo chamado plasmogamia, a fusdo dos citoplasmas.
Apo6s fusao das membranas plasmaticas, diz-se que a célula se encontra
em estagio dicariético (n + n) (KWON-CHUNG; SUGUI, 2009). A partir
desse momento, as hifas ascogénicas sio formadas e hifas somaticas
se ramificam para produzir uma estrutura fechada e oca denominada
cleistotécio (Figura 3B). No interior do cleistotécio, os dois nticleos
celulares se fundem em um processo denominado cariogamia. O asco
(Figura 3C) diploide passa por divisdo meiotica e mitotica originando
estruturas chamadas ascosporos (Figura 3D e 3E) Ap6s maturacao, os
ascosporos sdo liberados pela acdo do vento e caem sobre o substrato,
se as condicoes ambientais forem favoraveis germinam e originam
um novo micélio com células reprodutivas hapléides (KWON-CHUNG;
SUGUI, 2009; KRIJGSHELD et al., 2013).

Algumasespéciesdo géneroAspergillus,comoA. niveuse Anidulans
durante a reproducdo sexual apresentam células multinucleadas
estéreis com aspecto vitreo denominadas células Hiille (Figura
3F). Essas células surgem apoés a agregacdo de hifas e auxiliam no
desenvolvimento sexual tardio do cleistotécio. As células Hiille estao
presentes em todas as 80 espécies da secao Nidulantes, sendo, portanto,
uma caracteristica importante na identificacdo e classificacdo
taxonomica (CHEN et al., 2016; SKLENAR et al., 2020). Todas as variacoes
encontradas nas caracteristicas macroscopicas da coloénia e do ciclo de
vida do fungo ajudam na descricdo, classificacdo e identificacao das
espécies do género.
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Figura 3. A e B) Cleistotécios férteis resultante do cruzamento entre os isolados
Aspergillus bezerrae 9EM2T e 63EM7 em meio de cultura agar de aveia (AO) apds 5
semanas. C) Ascos com ascosporos. D e E) Ascosporos. F) Células Hiille. Fonte: Cristiane
Figueiredo, Harisson de Souza e Lucas Sales.

Fonte: Cristiane Figueiredo, Harisson de Souza e Lucas Sales.

Historico da taxonomia

A Taxonomia é um ramo da biologia que tem como objetivo
classificar, agrupar e descrever os organismos vivos e faz parte da
pratica cientifica conhecida como sistematica, uma area da biologia
que estuda as relacdes evolutivas entre os diferentes organismos. A
taxonomia tem importante papel para o registro da biodiversidade das
espécies, pois é responsavel por desenvolver um sistema de descricao,
identificacao e classificacdo dos organismos, considerando as relacoes
evolutivas entre eles. Esse sistema facilita a comunicacdo cientifica
(KATOCH; KAPOOR, 2015; RAJA et al., 2017).

O género Aspergillus pertence ao Dominio Eukarya, Reino Fungi,
Filo Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, Ordem Eurotiales e a Familia
Aspergillaceae. Este género surgiu ha aproximadamente 81,7 milhdes
de anos, no periodo Cretaceo, é filogeneticamente relacionado
com o género Penicillium e é taxonomicamente dividido em quatro
subgéneros (Aspergillus, Circumdati, Fumigati e Nidulantes) e 20 secoes
que abrigam, atualmente, 451 espécies (STEENWYK et al., 2019). O nome
Aspergillus foi introduzido pelo padre Pier Antonio Micheli em 1729,
para descrever fungos assexuais cujos conidi6éforos se assemelhavam
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a um aspergillum, um objeto utilizado para dispersar 4gua benta em
rituais religiosos.

Em 1768 o género Aspergillus foivalidado por Haller e sancionado
por Fries em 1832. Aproximadamente 20 anos depois De Bary (1854)
descreveu o género sexual Eurotinium, o primeiro teleomorfo
ligado a Aspergillus (SAMSON et al., 2014). Ao longo dos anos, muitas
espécies de Aspergillus foram encontradas e descritas de acordo com
caracteres morfologicos e fisiologicos. Baseando-se nesses caracteres
Thom e Raper (1945) aceitaram 77 espécies, com 10 variedades em 14
grupos para o género. Em 1965, Raper e Fennell publicaram uma das
principais monografias em que aceitavam 150 espécies pertencentes
ao género e desconsideraram nomes teleomorfos, usando apenas o
nome Aspergillus com o intuito de evitar confusdo nomenclatural. Pitt
etal.(2000) aceitaram 184 nomes de Aspergillus e 70 nomes teleomorfos
associadosdeacordo com estudos baseados namorfologia das espécies.

A introducdo do conceito ‘um fungo, um nome' foi estabelecido
na Secao de Nomenclatura do Congresso Internacional de Botanica
em 2011. A mudanca no Cédigo Internacional de Nomenclatura para
algas, fungos e plantas resultou na transicdo para um Gnico nome
por espécie, assim o nome Aspergillus foi mantido e seus nominais
teleomorfos foram abandonados (TAYLOR, 2011). Com base em
analises filogenéticas multilocus, Houbraken et al. (2014) sugeriram a
subdivisdo do género Aspergillus em quatro subgéneros e 20 secoes e
apontaram quejuntamente com os géneros Polypaecilum,Phialosimplex,
Dichotomomyces e Cristaspora, Aspergillus forma um clado monofilético
estritamente relacionado com o género Penicillium.

A classificacdo infragenérica do género Aspergillus, foi
tradicionalmente baseada em critérios morfolégicos. Como o ntimero
e a variacdo de caracteres morfolégicos é limitado o conceito de
espécie usado era muito amplo e ndo representava a real extensao da
divergéncia evolutiva do género (GAUTIER; NORMAND; RANQUE, 2016).
A incorporacdo da filogenia molecular na taxonomia e sistematica
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de Aspergillus contribuiu para resolver esse problema e, como
consequéncia, promoveu uma reorganizacdo taxonémica do género.

Na filogenia molecular relacoes evolutivas entre organismos sao
inferidasapartirdacomparacdodesequénciasnucleotidicasderegides
génicas e intergénicas homoélogas relativamente conservadas, mas
que apresentam variabilidade interespecifica capaz de discriminar de
modo mais preciso os isolados que pertencem a espécies diferentes.
Os espacadores internos transcritos 1 e 2 (ITS1 e ITS2) do operon dos
RNAs ribossomais foram as primeiras regides amplamente usadas nas
analises filogenéticas do género Aspergillus, uma vez que passaram a
ser o DNA barcode oficial para fungos (XU, 2016). A ideia adjacente ao
conceito de DNA barcoding (c6digo de barras de DNA) é usar uma regiao
do genoma como marcador molecular para discriminar os seres vivos
aonivel de espécie por meio de analises comparativas.

As filogenias moleculares com o ITS contribuiram para a
taxonomia e sistematica de Aspergillus. Por exemplo, essa regiao foi
utilizada para agrupar as espécies nas 20 secdes atuais do género
Aspergillus (SAMSON et al., 2014). Contudo, como a variagdo existente
no ITS nao é suficiente para distinguir espécies muito préximas
dentro dessas secdes, novos marcadores moleculares passaram a ser
utilizados para discriminar e identificar isolados em nivel de espécie
(SCHOCH et al., 2012). Os marcadores secundarios mais indicados para
Aspergillus sao regides dos genes que codificam a B-tubulina (BenA),
calmodulina (CaM) e os genes da segunda subunidade maior da RNA
polimerase IT (RPB2) (SAMSON et al., 2014). Estes marcadores sdo capazes
de discriminar, inclusive, espécies cripticas. Sdo consideradas cripticas
duas ou mais espécies classificadas como uma tinica espécie nominal
por apresentarem caracteristicas morfolégicas indistinguiveis.
Espécies cripticas sdo frequentes em fungos porque o processo de
especiacio nestes organismos nem sempre é acompanhado por
mudancas morfolégicas (GAUTIER; NORMAND; RANQUE, 2016). As
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implicac6es da identificacdo de espécies cripticas de Aspergillus vao
além da possibilidade de termos uma classificacdo taxonémica mais
precisa e um melhor conhecimento da diversidade do género. Por
exemplo, a incapacidade de identificar espécies cripticas patogénicas
de Aspergillus pode dificultar os esforcos para seu controle, uma vez
que, diferentes espécies podem responder de modo diferente as
medidas de controle e o diagnéstico incorreto pode agravar o quadro
de infeccdo (GAUTIER; NORMAND; RANQUE, 2016).

Atualmente, a identificacdo e a descricio de novas espécies
fingicas sao realizadas utilizando uma abordagem polifasica, ou seja,
varias caracteristicas do isolado sdo analisadas além da morfologia,
como caracteristicas fisiologicas, genéticas, ecologicas e evolutivas,
esta taltima a partir de filogenias moleculares multilocus. As analises
empregadas na abordagem polifasica para identificar e descrever
novas espécies de Aspergillus serdo descritas no topico a seguir.

Identificacao polifasica

Historicamente, a classificacdo de espécies do género Aspergillus
era avaliada por meio de uma abordagem fenotipica, baseando-se
apenasem caracteristicasmorfologicasmacroscopicasemicroscopicas.
A descricio baseada apenas em caracteres morfologicos pode ser
pouco precisa, pois muitas espécies de Aspergillus possuem diferencas
fenotipicas indistinguiveis de espécies relacionadas, como no caso
das espécies cripticas citadas no tépico anterior. Para solucionar tais
problemas, uma abordagem polifasica foi proposta com o intuito de
integrar diferentes informacoes na descricio de uma espécie. Assim,
dados morfolégicos, fisiologicos, moleculares e filogenéticos sado
empregados para delimitar uma espécie (SAMSON et al., 2014). Para isso,
as metodologias utilizadas devem seguir critérios padronizados no
intuito de evitar classificacoes inconsistentes. As condicoes e métodos
utilizados na descricdo polifasica de Aspergillus estdo resumidas na
(Figura 4) e serao abordadas detalhadamente.
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Figura 4. Fluxograma com os métodos utilizados para a identificacio e caracterizacdo

de espécies do género Aspergillus.

SUSPENSAQ DE ESPORDS:
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Fonte: Cristiane Figueiredo e Harisson de Souza.

Caracterizagdo morfofisiolégica

CARACTERIZACAD MICROSCOPICA:

-Coldnias crescidas em MEA ou MEAbI;
-Incubagio de 7-10 dias;
~Preparo de liminas com deido litico 60%
-Caracteres: forma da cabega conidial, tipo de
conidiéforo; forma, cor e didmetro da estipe,
vesicula, métula, fidlide ¢ conidio. Didmetro de
cleistotécio, asco, ascosporos ¢ células Hiille

Nataxonomia polifasica, os critérios taxon6émicos convencionais
como morfologia celular, ciclo sexual e os tipos de esporos sido ainda
Gteis para a identificacdo das espécies ao nivel de género e ajudam na
sua caracterizacdao descritiva (SAMSON et al., 2014). A caracterizacao
morfologica é feita utilizando tanto dados macroscépicos como
microscopicos. Os principais caracteres das colénias utilizados na
descricdo de espécies incluem taxas de crescimento das colonias,
textura, cor e nivel de esporulacdo, producio de esclerédios ou
cleistotécio, coloracdo do micélio, reverso da colonia, pigmentos

solaveis, exsudatos e células Hiille.
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Para realizar a analise microscopica sao avaliadas estruturas
relacionadas com a reproducdo assexuada e sexuada (Figura 4). A
avaliacao dos conidi6foros permite classificar o formato da cabeca
conidial, a presenca ou auséncia de métulas entre a vesicula e fidlides
(ou seja, unisseriados ou bisseriados), diametro, forma e textura
dos estipes, vesiculas, métulas, fidlides, conidios e células Hiille
(quando presentes). Os parametros usados na descricdo de estruturas
assexuadas também sdo utilizados na caracterizacao de estruturas
sexuadas como cleistotécio, ascos e ascésporos. O tamanho e as
ornamentacoes (rugosidade, sulcos, etc.) presentes nos ascOSporos sao
caracteristicas que ajudam no diagnostico e delimitacdo das espécies.
Apoésaanalise dos caracteres, uma tabela é preparada para comparar as
caracteristicas doisolado analisado com as caracteristicas das espécies
filogeneticamente préximas (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas que distinguem duas espécies proximas:
Aspergillus bezerrae e Aspergillus wyomingensis.

Caracteristicas Espécies
Aspergillus bezerrae| Aspergillus wyomingensis
CYA 25°C 40-43 52-58
CYA 37°C 29-34 65-70
Tamanho das MEADI 25 °C 3541 43-44
colonias (mm) MEADI 45 °C Nao cresceu até 7 Até 16
apo6s 7 dias YES dias 68-70
CREA 36-44 46-50
CZ 3541 38-42
36-41
Caracteristicas| Acido em CREA Ausente Sim
das colénias | Pigmento soltvel |Amarelo brilhante Nao
em CYA
Caracteristicas Comprimento/ 13-178 x2-3 Até 275X 4-6,5
microscopicas | largura (pm) das Ausente Presente
estipes
Ascoma a 37 °C

O primeiro passo na caracterizacdo morfologica e fisiologica
de Aspergillus é a avaliacdo do crescimento do isolado em diferentes
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meios de cultura e condic6es de incubacao. Os meios de cultura e as
condicoes de incubacdo sdo padronizados para que seja possivel
comparar as caracteristicas morfologicas e fisioloégicas do isolado
analisado com as caracteristicas de espécies filogeneticamente
proximas a ele. £ recomendavel usar como inéculo nessas analises
uma suspensdo de esporos com 0,3% de agar e 0,001% de Tween 80.
Essa suspensdo de esporos deve ser armazenada a 4 °C e manipulada
apenas em condi¢des assépticas, para prevenir contaminacdo. Com
0 auxilio de uma micropipeta, 0,5-1ul da suspensao de esporos sao
dispostos em um padrdo de trés pontos equidistantes no meio de
cultivo em placas de Petri 90 mm de vidro ou de poliestireno com 20 ml
de meio de cultura. Volumes acima ou abaixo de 20 ml interferem no
crescimento e esporulacdo dos isolados. (OKUDA et al., 2000; SAMSON
et al., 2014). Em seguida, as placas sido incubadas de modo invertido a
25 °C durante sete dias (Figura 4). Placas com o meio de cultivo agar de
autolisado de levedura de Czapek (CYA) sdo incubadas também a 30 e
37 °C para facilitar o desenvolvimento de isolados que crescem apenas
nessas faixas de temperatura. Para espécies de algumas secoes, como
Fumigati, é necessaria a incubacao de placas com o meio de cultura CYA
em temperaturas que variam de 45 a 50 °C (VISAGIE et al., 2014).

Meios de cultivos especificos fornecem muitas condicoes
necessarias para o desenvolvimento de caracteres que podem ser
utilizados na separacdo de espécies. O agar de autolisado de levedura
de Czapek (CYA) e o agar extrato de malte (MEA) sdo meios padrdo
recomendados na descricao das espécies de Aspergillus pois fornecem
informacOes sobre a taxa de crescimento, esporulacdo e coloracao
e textura das colénias. Tanto a coloracdo como a textura da colénia
sdo caracteristicas que podem mudar ao longo dos dias, por isso, a
padronizacao dos métodos de avaliacdo dos caracteres morfolégicos
deve ser seguida rigorosamente.

Meios adicionais sado utilizados para observar uma maior
variedade de caracteres. Os meios de cultura agar de Czapeck (CZ) e o
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agar de Blakeslee MEA (MEADbI) foram utilizados em muitas descricoes
de fungos por Raper e Fennell (1965) e tradicionalmente ainda sdo
utilizados na comparacao de espécies. O agar creatina-sacarose (CREA)
é um meio de cultura de cor roxo, que se torna amarelo ao redor
das colonias ap6s a producdo de acidos por algumas espécies, essa
caracteristica fisiolégica é fundamental na separacdo de espécies
proximas (SAMSON et al., 2014). Os meios de cultivo agar CYA com 20%
de sacarose (CY20S), agar dicloro 18% de glicerol (DG18) e agar extrato
de malte com 20% de sacarose (M20S) estimulam o crescimento de
isolados que apresentam baixa atividade de agua.Ja os meios de cultura
agar de sacarose e extrato de levedura (YES) e CYA sdo necessarios para a
producdodemetabdlitossecundarios,denominados extrolitos (SAMSON
etal., 2014). O meio de cultura agar de aveia (OA) pode promover a rapida
producdo de estruturas sexuadas como o cleistotécio em algumas
espécies de Aspergillus. O preparo do meio de cultivo OA necessita de
bastante atencéao, por isso, recomendamos aquecer os flocos de aveia
com agua destilada em placa aquecedora por duas horas a 80 °C e em
seguida filtra-lo com tecido permeavel. As formulacGes para preparo
dos meios de cultivo estdo resumidas na Tabela 2.

As observacOes microscopicas requerem poucos meios de
cultivo em comparacdo com a caracterizacao macroscopica. Salvo a
especificidade de algum taxon do género, os isolados sdo transferidos
para o meio de cultura MEA a 25 °C por um periodo de 7-10 dias
para observacdo e andlises microscopicas. ApGos esse periodo, as
estruturas microscopicas como conidiéforo, fidlide, métula e conidio
sdo medidas e analisadas quanto a estrutura. E necessario analisar a
estrutura e medir, no minimo, 80 estruturas assexuadas (conidi6foros,
fialides, métulas e conidios) (SAMSON et al., 2014). Para a observacdo de
estruturas sexuadas (cleistotécios), os isolados sao cultivados em meio
OA a 25 °C por duas ou mais semanas. Apos esse periodo o micélio é
transferido para laminas, fixados com acido latico e visualizados sob
o microscopio de luz (Figura 4) (OKUDA et al., 2000). As microestruturas
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sexuadas sdo analisadas quanto ao tipo, forma, cor, textura e dimensoes
e por fim, fotografadas.

Caracterizagdo molecular

A introducao de técnicas de biologia molecular na taxonomia
teve inicio nos anos 90. O desenvolvimento e automacao da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) combinada com o uso primers universais
tornou possivel amplificar regides génicas especificas do genoma dos
organismos. Isto facilitou a obtencao de sequéncias nucleotidicas
homoélogas de diferentes organismos e usa-las para inferir sobre as
relacdesevolutivasentreeles. O operon que codifica os RNAsribossomais
foi uma das primeiras regides genémicas usadas com esta finalidade
em estudos taxondémicos de fungos (XU, 2016).

Os RNAs ribossomais sdo encontrados em todas as células
vivas e estdo relacionados com a transcricio e sintese proteica,
processos conservados, geralmente em todos 0s seres vivos. Portanto,
a modelagem das mudancas evolutivas nesta regiao pode ser usada
para inferir sobre a evolucao dos organismos, uma vez que 0s RNAsS
ribossomais dos seres vivos sio homologos. Em eucariotos, o operon
dos RNAs ribossomais contém os genes que codificam o RNAr 18S, o
RNAT 5.8S e 0 RNAT 28S, arranjados nesta ordem (Figura 5).

Tabela 2. Solucdes e meios de cultivo utilizados na caracterizacio morfolégica e
fisiol6gica de espécies do género Aspergillus.

Solugio estoque Czapek (100 ml) Conservar a 4-10 °C

NaNO3 NaNO3 30g

KCl1 5¢g Agar creatina-sacarose (CREA)

MgS0O4 — TH20 5¢g Sacarose 30g

FeSO4 - 7TH20 0.lg Creatina — 1H20 3g

dH20 100 ml K3PO4 - 7H20 16g

Conservar a 4-10 °C MgS04 - 7H20 05¢g
KCl 05¢

Agar extrato de malte de Blakeslee (MEA bl) FeSOil - 7H20 001g
Solugio estoque de elementos tragos 1 ml

Extrato de malte 10 ml .

Peptona 1 Bromocresol purpiro 005¢g

Gl?cose 20 . Agar 20e

S g dH20 1000 ml

Solucao estoque de elemento trago 1 ml Autoclavara 121 °C por 15 min. pH8.0

Agar 20g

DH20 100 ml Agar de Czapek (CZ)

Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 5.3 Concentrado Czapek 10 ml
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Agar CYA com 20% de sacarose (CY20S) Sacarose 30g

Concentrado Czapek 10 ml Solugdo de elementos tragos 1ml

Sacarose 200 g Agar 20g

Extrato de levedura 5g dH20 1000 ml

K2HPO4 lg Autoclavar a 121 °C por 15 min.

Solugdo estoque de elementos tragos 1 ml .

Agar 20g Agar de sacarose e extrato de levedura (YES)

dH20 1000 ml Extrato de levedura 20¢g

Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 5.4 Sacarose 150 g
MgS04 — TH20 05g

Agar de autolisado de levedura de Czapeck (CYA) Solugdo estoque de elementos tragos 1 ml

Concentrado Czapek 10 ml Agar 20g

Sacarose 30g dH20 885 ml

Extrato de levedura Sg Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 6.5

K2HPO4 lg

Splucéo estoque de elementos tragos 1 ml Agar extrato de malte (MEA)

Agar 20g Extrato de malte (oxoid) 50g

dH20 1000 ml Solugdo estoque de elementos tragos I ml

Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 6.2 Agar 20g

, dH20 1000 ml

Agar de aveia (AO) Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 5.4

Flocos de aveia 30g

Splucéo estoque de elementos tragos 1 ml Agar dicloro 18 % de glicerol (DG18)

Agar 20g Dicloro base de agar de glicerol 315¢

dH20 N X 1000 ml Glicerol 220 g

Autaclavar a 121 °C por 15 min. pH 6.5 Solug@o estoque de elementos tragos I ml

Agar extrato de malFe (M208S) gl;r:mfemcol 0(2)3 i

];;21:02 :c malte (oxoid) 25(§)O§ dH20 1000 ml

Solugdo estoque de elementos tragos 1ml Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 5.6

Agar 20g

dH20 1000 ml

Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 5.4

Solugio estoque de el tos tracos (100 ml)

CuS04 — 5H20 05g

ZnSO4 - TH20Z 0.lg

dH20 100 ml

O gene do RNAT 5.8S é separado dos genes dos RNAr 18S e 28S
pelas sequéncias espacadoras internas 1 e 2, respectivamente (Internal
Transcribed Sequence - ITS1 e ITS2). Existemn varias copias deste operon
em um genoma eucariotico. Em geral, elas estdo dispostas em tandem
e separadas por uma sequéncia nucleotidica denominada espacador
inter-génico (IGS) (Figura 5).

Assequénciasdos DNAT 18S,5.85e28Ssao conservadasepodem ser
usadas na filogenia de diferentes niveis taxonoémicos, de filo a espécie.
As regides ITS1 e ITS2 sdo mais variaveis e apesar de recomendadas
para a distin¢ao de espécies, sendo até mesmo propostas como o DNA
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barcode oficial para identificacdo de fungos (VU et al., 2019), espécies
proximas dentro do género Aspergillus nao podem ser discriminadas
(SCHOCH et al., 2012). Entretanto, sequéncias de ITS ainda sdo titeis para
determinar em qual secao um isolado de Aspergillus esta contido, essa
informacdo é necessaria para definir quais espécies serdo incluidas
nas analises filogenéticas realizadas para identificar ou descrever
uma nova espécie de Aspergillus.

Devido as limitacées do uso do ITS para distinguir espécies
proximas de Aspergillus, outros marcadores sdo, tais como calmodulina
(CaM), B-tubulina (benA) ou a segunda maior subunidade da RNA
polimerase II (RPB2) (SAMSON et al., 2014) (Figura 5). O gene calmodulina
codifica para um receptor de Ca?* intracelular e seu principal papel
é participar em sinalizacbes quimicas que levam a proliferacao e
progressao celular. O gene calmodulina é o marcador molecular mais
indicado nos estudos filogenéticos de Aspergillus por ser facilmente
amplificado por PCR e distinguir espécies intimamente relacionadas,
além de estar disponivel para quase todas as espécies descritas
(VISAGIE et al., 2014).

O terceiro marcador mais utilizado é o gene BenA, que codifica
a -tubulina, uma das subunidades que compdem os microttbulos,
estrutura que faz parte do citoesqueleto dos eucariotos. Assim
como calmodulina, BenA também pode ser facilmente amplificado,
entretanto, em algumas espécies da secao Nigri os primers utilizados
para amplificar o gene BenA podem amplificar de modo inespecifico
uma regido de tubC, um paralogo do gene. O uso das sequéncias de
tubC em analises filogenéticas de Aspergillus resulta em inferéncia
incorretas sobre as relacoes evolutivas entre as espécies incluidas nas
analises (HUBKA; KOLARIK, 2012).
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Figura 5. Estrutura de uma unidade de DNAr, dos genes beta tubulina, calmodulina
e RPB2 e as regioes amplificadas nos estudos de filogenia molecular multilocus de
espécies do género Aspergillus.

LT

ITS2 1G5

DNAr Pequeno RNAr 188 EEEI gy 5 o MIERL  Grande RNAF 288

IT54
Beull Btla
== —

pu—
Be2h

CMDE

oo — T T

_—
CMDG

RPB2

Fonte: Cristiane Figueiredo, Harisson de Souza.

Filogenias moleculares que visam inferir relacées evolutivas
entre espécies devem ser realizadas apenas com sequéncias
nucleotidicas ortélogas. Devido a essa limitacdo, os paralogos de
B-tubulina sdo frequentemente misturados em analises filogenéticas,
gerando clados inconsistentes na taxonomia do género Aspergillus.
Hubka e Kolarik (2012) conseguiram solucionar a amplificacdo de
paralogos, desenvolvendo primers mais especificos como o Ben2f
(Tabela 3) capazes de amplificar apenas o gene BenA.

O marcador molecular RPB2 é também utilizado em filogenias
de Aspergillus, pode distinguir espécies intimamente relacionadas,
entretanto sua amplificacio nem sempre é facil, o que acaba
dificultando seu uso em estudos polifasicos (SAMSON et al., 2014).
A filogenia molecular utiliza em suas analises, a combinacdo de
multiplos marcadores moleculares para garantirarobustezeconfianca
nos clados gerados, separando, desse modo, espécies intimamente
relacionadas. Abaixo estdo listados os primers para amplificacdo dos
genes utilizados para a identificacao das espécies do género Aspergillus
(SAMSON et al., 2014; HUBKA; KOLARIK, 2012) (Tabela 3).
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados na amplificacido e sequenciamento de regides

génicas e intergénicas de espécies do Aspergillus.

Locus Nomedo Sentido Sequéncia do primer (5'-3") Tamanho
primer (pb)
ITS ITS1 Forward TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 600
1TS4 Reverso TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
BenA Bt2a Forward GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC 550
Bt2b Reverso ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC
Ben2f Forward TCC AGA CTG GTC AGT GTG TAA 620
Bt2b Reverso ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC
CaM CMD5 Forward CCG AGT ACA AGG ARG CCTTC 580
CMD6 Reverso CCG ATR GAG GTC ATRACG TGG
RPB2 5F Forward GAY GAY MGW GAT CAY TTY GG 1000
7CR Reverso CCC ATR GCT TGY TTR CCC AT

Fonte: Houbraken et al. (2014).

Apo6s amplificacdo e sequenciamento de cada regido génica, as
sequéncias nucleotidicas obtidas de cada isolado sdo comparadas
com sequéncias ortélogas de outras espécies depositadas em
bancos dados, como o National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando o programa BLASTN (ALTSCHUL, et al., 1997). Esta
comparacao inicial entre as sequéncias visa identificar quais espécies
sao filogeneticamente relacionadas com os isolados em estudo e assim
determinar qual secdo taxonémica do género Aspergillus os isolados
pertencem. As sequéncias nucleotidias de todas as espécies Tipo da
secdo em que o isolado esta inserido sdo recuperadas e armazenadas
em um arquivo “txt' ou 'fasta, junto com as sequéncias ortélogas dos
isolados que estdo sendo estudados. Essas sequéncias de nucleotideos
sdo armazenadas em um arquivo. Nao é necessario incluir sequéncias
de espécies outras secoes do género, pois elas sdo distantemente
relacionadas com o isolado.

O préoximo passo é fazer o alinhamento multiplo das sequéncias
de nucleotideos, ele é sua hipotese de homologia posicional entre as
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bases nucleotidicas das sequéncias analisadas. Ou seja, é a inferéncia
de homologia das bases das sequéncias que estao sendo estudadas.
O alinhamento multiplo permite inferir qual base de uma dada
sequéncia é homoéloga a uma dada base de outra sequéncia do
alinhamento multiplo. Existemm muitos programas gratuitos que
fazem alinhamento multiplo de sequéncias disponiveis na internet,
uma lista deles pode ser encontrada no site https://www.expasy.org,
um portal em que estio listados varios programas e bases de dados de
bioinformatica.

O procedimento seguinte é usar o alinhamento multiplo para
estimar qual modelo evolutivo melhor explica como as sequéncias
incluidas no alinhamento evoluiram ao longo do tempo. Essa
informacdo sera usada para fazer a analise filogenética. Atualmente,
a maxima verossimilhanca e a analise bayesiana sao os métodos de
reconstrucao filogenética mais utilizados. A confiabilidade de cada
no da arvore filogenética obtida deve ser estimada antes que ela seja
analisada, o método estatistico mais utilizado para isso é o bootstrap
(FELSENSTEIN, 1985). O programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis - TAMURA et al., 2013) é uma plataforma gratuita em que é
possivel executar todos os procedimentos de uma analise filogenética
e esta disponivel no link https://www.megasoftware.net.

A taxonomia das espécies do género Aspergillus passou por
diversas modificacoes ao longo do tempo. A descricdo e classificacao
do género com base em uma abordagem polifasica possibilitou
inferir com maior precisao as relacoes evolutivas entre as espécies de
Aspergillus e resultou na tltima reorganizacdo taxonémica do género.
Ousodeferramentas adicionais a abordagem polifasica tem permitido
gerar informac6es mais robustas de modo a ampliar e refinar nosso
conhecimento sobre a taxonomia e diversidade do género Aspergillus.
Por exemplo, estimativas indicam que o ntmero de espécies de
Aspergillus esta subestimado (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2012).
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A técnica de MALDI-TOF vem sendo utilizada como ferramenta
adicional para a identificacdo de espécies do género Aspergillus de
importancia médica (GAUTIER; NORMAND; RANQUE, 2016). A inclusdo
da ecologia e biogeografia também tem sido consideradas em alguns
estudos de taxonomia polifasica de Aspergillus. Estas analises adicio-
nais auxiliam na discriminacdo das espécies e fornecem dados
ecologicos e biogeograficos preditivos de sua ocorréncia e distribuicao
(BARBOSA et al, 2020). Por fim, o desenvolvimento de métodos
automatizados de sequenciamento de DNA de alto rendimento (NGS:
Next Generation Sequencing) possibilitou o surgimento de uma nova
abordagem em estudos de diversidade de comunidades microbianas
em amostras ambientais, a metataxonémica (WU et al., 2019). A
disseminacdao do uso dessa abordagem em estudos de diversidade
permitird, em um futuro préximo, obter uma compreensao melhor da
distribuicdo e diversidade das populacoes de Aspergillus na natureza.
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Importancia do género

Penicillium é um género do reino Fungi e esta distribuido
mundialmente sendo encontrado em uma variedade de habitats, no
solo,ar,agua,alimentosevegetacao (WANG,etal.,2017). Algumas espécies
de Penicillium sao capazes de crescer em ambientes extremos, COmo
em altas e baixas temperaturas, altas concentracoes de sal e acgtcar,
baixa acidez ou mesmo em baixos niveis de oxigénio. Esse género
fangico ficou mundialmente conhecido em 1928 com a descoberta da
penicilina, pelo médico microbiologista escocés Alexander Fleming.
A penicilina produzida por Penicllium chrysogenum (renomeado
Penicillium rubens) foi o primeiro antibi6tico utilizado no tratamento
contra infeccoes bacterianas (GAYNES, 2017).

Atualmente, biomoléculas produzidas por espécies de Penicillium
sdo utilizadas na fabricacdo de importantes medicamentos. Penicillium
brevicompactum produz a compactina, usada para controlar o colesterol,
e o acido micofenélico, usado como imunossupressor. A griseofulvina,
amplamente usada como antifingico, é produzida por P. griseofulvum
(OXFORD, RAISTRICK, SIMONART, 1939; SHALIGRAM et al., 2008). Estes
exemplos ilustram a importancia econémica do género Penicillium em
diferentes setores da sociedade (VISAGIE et al., 2014).



Algumas espécies de Penicillium sido utilizadas na indastria
alimenticia, para a producdo de queijos especiais. Penicillium roquefort
é usado como cultura inicial na fermentacio dos queijos azuis
(Roquefort, Stilton, Gorgonzola, Danablue, Cabrales) (ROPARS et al.,
2017). Penicillium camemberti é usado na producado dos queijos brancos
Camembert e Brie. Ainda na producdo de alimentos, as espécies P.
nalgiovense e P. salamii sdo utilizadas no processo de fermentacdo
para a producao de salsichas. Culturas de Penicillium nalgiovense
sdo aplicadas como inibidores do crescimento de microrganismos
indesejaveis na fabricacdo de produtos embutidos como salames e
carnes enlatadas (CASTRO; LUCHESE; MARTINS, 2000). Outras espécies
sdo utilizadas na producdo de vitaminas, enzimas e pigmentos
naturais (YAO et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2016).

Os biossurfactantes sio compostos de origem microbiana com
caracteristicas tensoativas utilizados nas indaistrias farmacéutica,
cosmeética e alimenticia (SANTOS et al., 2016). Espécies de Penicillium
sdo conhecidas pela flexibilidade de producdo de diferentes
tipos de biossurfactantes, como os fosfolipidios, acidos graxos,
glicolipidios, lipopeptideos e polimeros complexos (GAUTAM et al.,
2014). Biossurfactantes produzidos por Penicillium possui vantagens
em relacdo aos surfactantes sintéticos, pois sdao biodegradaveis,
atoxicos para o meio ambiente e apresentam maior eficicia em
condicoes fisico-quimicas extremas (temperatura, pH e salinidade)
(GAUTAM et al., 2014; YADAV et al., 2018). Essas propriedades permitem
a aplicabilidade de Penicillium spp. como biorremediadores capazes
de atuar na biodegradacdo de derivados do petréleo e na remocao de
metais pesados presentes na agua (YILMAZ; DENIZLI, 2003; VANISHREE;
THATHEYUS; RAMYA, 2014; SAY).

As espécies de Penicillium possuem um importante papel na
ciclagem de nutrientes, uma vez que sdo importantes decompositoras
de material organico. Por outro lado, espécies desse género podem
causar deterioracdo em alimentos durante as etapas de pré e pos-



colheita, transporte e armazenamento. Por exemplo, P. expansum,
P. digitatum e P. italicum, sdo causadores do “mofo azul” em plantas
frutiferas, como maca e citros. Entretanto, outras espécies desse género
sao capazes de promover o crescimento de plantas, solubilizar minerais
e atuar como antagonistas de fitopatégenos. As espécies P. roqueforti e
P. citrinum, podem controlar o crescimento de Aspergillus niger, fungo
causador da podriddo negra em cebolas e de Botrytis cinerea, agente
causador do mofo no grao de bico (KHOKHAR et al., 2012; SREEVIDYA et
al., 2015).

Espécies de Penicllium produzem uma grande variedade de
metabolitos secundarios téxicos a satide humana encontrados
principalmente em alimentos. Essas micotoxinas causam grande
prejuizo na agricultura e na industria de alimentos, contaminando
principalmente as culturas de cereais como trigo, nozes, milho e
amendoim e alimentos como queijo, presunto, embutidos e enlatados
(GREEFF-LAUBSCHER, 2020). O consumo continuo de micotoxinas
pode levar a efeitos carcinogénicos, neurotoxicos, nefrotoéxicos ou
imunossupressores.

As principais micotoxinas produzidas por espécies de Penicillum
sdo a ocratoxina A, rubrosulfina, viopurpurina, viomelina, citrinina,
citreoviridina, islanditoxina, acido ciclopiazénico e patulina
(ZAIN, 2011). Apesar dos efeitos maléficos, as micotoxinas podem
ser Gteis na distincdo de espécies de Penicillium que apresentam
caracteres morfolégicos semelhantes (FRISVAD, 2014). Por exemplo,
P. aurantiogriseum e P. commune sio morfologicamente similares, no
entanto, P. aurantiogriseum sintetiza acido penicilico ndo produz o
acido ciclopiazénico, que é produzido por P. commune. Espécies desse
género raramente sio patogénicas para humanos, pois dificilmente
crescem a 37 °C. Espécies de Penicillium podem causar infeccoes
respiratorias oportunistas em humanos, contudo isso é raro. Em geral,
essas infecoes ocorrem em individuos que estdo com a imunidade
comprometida por doenca ou pelo uso de farmacos imunosupressores
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(GUEVARA-SUAREZ et al., 2016).

Morfologia e reproducao

Onome Penicillium foiintroduzido pela primeiravez por Heinrich
Link ha mais de 200 anos para descrever um novo género de fungo
filamento que possuia conidi6foros, semelhantes a um pincel (Figura
1A e 1B). Os conidi6foros sdo estruturas reprodutivas assexuadas que
possuem importantes caracteristicas para a taxonomia do género
Penicillium. Essas estruturas podem apresentar padroes simples ou
complexos, com uma variedade de estagios de ramificaces simétricos
ou assimétricos (Figura 1C).

Figura 1. A e B) Conidi6foros simétricos de Penicillium sp. em forma de pincel. C)
Hustracdo de conidiéforo com padrdes assimétricos e seus respectivos componentes.

g—Conidio

Fialide
Métula
Ramo

——Ramulo

——LEstipe

Fonte: Cristiane Figueiredo, Harisson de Souza e Lucas Sales.

De acordo com os padroes de ramificacao, os conidi6foros sdo
classificados em: conidi6foros com fialides solitarias, monoverticilados,
biverticilados, divaricados, terverticilados e quaterverticilados (Figura 2).

Conidi6foros com fidlides solitarias nao possuem meétulas e em
alguns casos as fidlides surgem diretamente da hifa vegetativa (Figura
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2A). Os conidi6foros monoverticilados sdo caracterizados por possuir
apenas um verticilo terminal de fidlides em seu apice (Figura 2B), e em
algumas espécies, a célula terminal do conidi6foro se expande e forma
uma vesicula. O apice dos conidi6foros biverticilados apresenta dois
verticilos, um conjunto de duas ou mais métulas entre o final da estirpe
e as fialides (Figura 2C). As métulas de um mesmo conidi6foro podem
apresentar tamanho distinto e forma variada (vesiculada a clavada).
Os conidi6foros divaricados também sdo conhecidos como irregulares
e apresentam um padrdo de ramificacio simples a complexo, com
métulas e ramos subterminais de tamanho divergente (Figura 2D).
Os conidioforos terverticilados possuem outro nivel de ramificacao
entre a estipe e as mettlas (Figura 2E). Enquanto os conidioforos
quaterverticilados sdo produzidos por poucas espécies e apresentam
dois niveis de ramificacdo entre o apice da estirpe, métulas e fidlides
(Figura 2F e Figura 1C). Ambos os conidiéforos terverticilados e
quaterverticilados tendem a ser visivelmente assimétricos.

Figura 2. Padrdes de ramificacdo de conidi6foros do género Penicillium. A. Conidi6foros
com fialides solitarias. B. Momnoverticilado. C. Biverticilado. D. Divaricado. E.
Terverticilado. F. Quaterverticilados.

Fonte: Lucas Sales.

As fidlides sdo estruturas responsaveis pela producdo de
conidios, esporos assexuais, e para a maioria das espécies de Penicillium
apresentam forma ampuliforme (Figura 1C). Os conidios apresentam
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coloracdo que varia principalmente em tons de cinza a azul e verde-
azulado. Entretanto, a coloracdo dos conidios ndo é um critério
utilizado para identificacdo e distincao de espécies de Penicillium, uma
vez que essa caracteristica é pouco variavel entre as espécies do género.

Em relacdo a macromorfologia, as colonias de Penicillium comu-
mente apresentam uma ampla variedade de cores como verde acinzen-
tado, laranja, amarelo, azul, cinza e branco, as vezes, frequentemente mais
de uma cor pode estar presente em uma colénia (Figuea 3).

Figura 3. Culturas de isolados de espécies de Penicillium com 7 dias de crescimento em
diferentes meios de cultura a 25 °C. Da esquerda para direita: primeira fila, verso em
CYA; segunda fila, verso em MEADbI; terceira fila, verso em YES. Espécies da esquerda
pra direita na primeira fila: P. citrinum, P. guaibinense e P. reconvexovelosoi; na segunda
fila: P. paxilli, P. guaibinense e P. guanacastense; na terceira fila: P. citrinum, P. paxilli e P.
pedernalense.

Fonte: Cristiane Figueiredo, Harisson de Souza.

As colonias podem apresentar diferentes texturas como flocosa,
velutinosa, fasciculada e sinematosa. Colénias com textura flocosa
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apresentam uma massa felpuda de hifas ramificadas e entrelacadas
commicélio aéreo semelhante a pequenos flocos. Na textura velutinosa
os conidioforos sdo produzidos individualmente e formam uma
superficie densa e uniforme que dao as coloénias aspecto aveludado.
A textura fasciculada ocorre quando os conidéforos sdo agrupados
formando pequenos tufos, sendo encontrados principalmente na
borda das colonias. As colonias com textura sinematosa raramente
sao encontradas em espécies de Penicillium e sao caracterizados por
possuirem conidi6foros com um talo e uma cabeca bem definidos,
encontrados principalmente nas espécies P. vulpinum, P. clavigerum P.
coprobium e P. formosanum (FRISVAD; SAMSON, 2004). As colonias das
espécies de Penicillium podem ser planas, apresentar crateras ou zonas
enrugadas, além de possuir sulcos radiais ou concéntricos. O estudo
da macromorfologia é relevante para a descricdo e caracterizacdo das
espécies, além de ser 1itil na classificacdo subgenérica.

De acordo com a forma de reproducao, os fungos podem ser
classificados em: teleomorfos, anarmofos e holomorfos. Teleomorfo é
a designacdo dada a forma sexuada de um fungo, anamorfo refere-se
a sua forma assexuada e holomorfo é a designacdo que inclui tanto
a fase sexuada como a assexuada do fungo. Os tipos de reproducao
assexuada mais comuns incluem a brotacdo simples e a producao de
conidios, formado na extremidade das fialides por divisdo mitética.
Apo6samitoseum dosnucleos migra paraa extremidade da fialide, e em
seguida ocorre a formacao de uma parede divisoria que separa o novo
conidio da célula mée, a fialide. Consecutivamente, os conidios que
sao recém produzidos empurram o conidio que esti na extremidade
da fialide para fora, formando assim uma cadeia de conidios (Figuras
1 e 2). Os conidios sdo facilmente dispersos pelo ar, e germinam
quando encontram condicoes favoraveis. Quando eles germinam
ocorre a formacdo e desenvolvimento do tubo germinativo seguida da
formacdo de septos dando origem a um novo micélio.
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Na reproducdo sexuada, a maioria das espécies de Penicillium sdao
homotalicas, ou seja, produzem gametas geneticamente compativeis
e autofecundaveis. Nesse tipo de reproducédo, o citoplasma das hifas
de um mesmo isolado flingico sdo unidas em um processo chamado
plasmogamiaeem seguidaocorreafusiodosdoisniicleos (cariogamia).
Esse novo ntuicleo diploide sofre meiose, seguido de mitose originando
oito ascosporos haploides. Os ascosporos siao formados dentro dos
ascos, que por sua vez se encontram no interior de uma estrutura
chamada cleistotécio. O ciclo de vida é reiniciado quando o ascoésporo
encontra um substrato adequado e germina. A forma, dimensao
e ornamentacdes de estruturas sexuadas como cleistotécio, asco e
ascésporo apresenta grande variacao entre as espécies de Penicillium,
assim, essas microestruturas sao taxonomicamente Giteis pois podem
ser usadas na distincdo de espécies proximas.

Historico da taxonomia

O género Penicillium evoluiu ha 73,6 milhdes de anos, no periodo
Cretaceo (STEENWYKet al., 2019). Esse género pertence ao Dominio
Eukarya, Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, Ordem
Eurotiales, Familia Aspergillaceae, sendo dividido em 2 subgéneros e
em 26 secoes (HOUBRAKEN et al., 2016). Este género foi introduzido em
1809 pelo naturalista Heinrich Link com a descricao de trés espécies: P.
candidum, P. expansum e P. glaucum. Aproximadamente 65 anos depois
Brefeld observou pela primeira vez e caracterizou detalhadamente o
ciclo de vida em P. glaucum. Em 1901, Dierckx introduziu o primeiro
sistema de classificacdo subgenérico para o género Penicillium. Thom
(1930) verificou que muitas espécies de Penicillium publicadas eram
sinénimas ou nao seguiam os critérios de classificacao, ele revisou
todas as espécies descritas até 1930, e considerou 300 espécies para o
género. Quase duas décadas depois Raper e Thom (1949), revisaram
0 género e, com base em caracteristicas morfologicas e fisiologicas,
consideraram 137 espécies.
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Em 1955, Benjamin estabeleceu um novo género, Talaromyces,
e incluiu nesse novo taxon espécies de Penicillium que possuiam
conidioforos biverticilados simétricos e ascos contendo ascosporos
dispostos em cadeias curtas (NICOLETTI; TRINCONE, 2016; SAMSON
et al, 2011). Do ponto de vista morfologico, Penicillium e Talaromyces
apresentam algumas diferencas marcantes. As fidlides das espécies
de Talaromyces sdo mais estreitas, conhecidas como aculeadas ou
lanceoladas, enquanto as fidlides de Penicillium sao mais largas e com
formato ampuliforme (SAMSON et al., 2011). As estruturas reprodutivas
sexuadas de Talaromyces possuem paredes celulares sem nenhuma
rigidez. Essas estruturas sio compostas por multiplas camadas de hifas
entrelacadas e os ascomas amadurecem rapidamente, geralmente
dentro de algumas semanas. Em Penicillium, as espécies produzem
estruturas reprodutivas sexuadas semelhantes a esclerécios formadas
por células com paredes espessa que conferem rigidez e uma maior
resisténcia e a maturacdo das estruturas reprodutivas pode durar
meses.

Com base na morfologia dos conidi6éforos e no seu padrao de
ramificacdo, Pitt (1979) revisou o género Penicillium e aceitou 150
espécies e subdividiu o género em quatro subgéneros: Penicillium,
Biverticillium, Aspergilloides e Furcatum (HOUBRAKEN; SAMSON, 2011).
No ano de 1982, com base no sistema de Raper e Thom (1949), Ramirez
fez a descricao de novas espécies e aceitou 252 espécies de Penicillium.
Neste mesmo ano o subgénero Eupenicillium foi proposto para abrigar
as espécies de Penicillium produtoras de cleistotécio, ou seja, que se
reproduziam sexuadamente. No entanto, esse sistema de classificacao
infragenérico sofreu intimeras mudancas, pois diferentes autores
utilizaram caracteristicas morfol6gicas diferentes para classificar os
subgrupos de Penicillium. Houbraken e Samson (2011) investigaram
por meio de filogenia molecular multigénica a relacao de Penicillium
com outros géneros da Familia Trichocomaceae. O estudo indicou
que as espécies do género Penicillium que anteriormente eram
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classificadas no subgénero Penicillium biverticillium formam um clado
monofilético com o género Talaromyces, e foram transferidas para
esse taxon, enquanto as demais espécies pertencentes aos subgéneros
Aspergilloides, Furcatum, Penicillium e Eupenicillium formaram um
outro clado monofilético distinto.

A descricio de espécies baseado apenas em caracteristicas
morfolégicas pode resultar em classificacdes imprecisas. Por exemplo,
espécies fangicas que possuem conidi6foros tipicos em vforma de
pincel necessariamente nio pertencem ao género Penicillium. Do
mesmo modo, espécies que ndo possuem o padrdo de ramificacao
dos conidi6foros caracteristicos de Penicillium spp, podem pertencer
a este género. E o que ocorre com a espécies Penicillium paradoxus.
Descrito em 1955, P. paradoxus pertencia ao género Aspergillus, pois suas
estruturas reprodutivas assexuadas sdo semelhantes as observadas em
Aspergillus clavatus. Entretanto, a combinacdo de estudos fenotipicos
mais aprofundados e analises filogenéticas indicam que de fato a
espécie P. paradoxus pertence ao género Penicillium (VISAGIE et al., 2014).
Esse tipo de abordagem foi utilizado na dltima revisdo do género
Penicillium, realizada por Visagie e colaboradores (2014). Eles utilizaram
dados oriundos de filogenias moleculares multilocus para (i) dividir o
género Penicillium em dois subgéneros: Aspergilloides e Penicillium; e (ii)
criar 25 secOes: Lanata-Divaricata, Sclerotiora, Fasciculata, Chrysogena,
Exilicaulis, Gracilenta, Citrina, Canescentia, Aspergilloides, Brevicompacta,
Paradoxa, Stolkia, Turbata, Penicillium, Ramigena, Roquefortorum, Charlesia,
Cinnamopurpurea, Torulomyces, Digitata, Fracta, Charlesii, Thrysanophora,
Ochrosalmonea e Ramosa. Este novo esquema taxonoémico do género
Penicillium esta de acordo com a nomenclatura baseada na ideia de “um
fungo-um nome" implementada no International Nomenclature Code (ICN)
para Algas, Fungos e Plantas, em 2013. Assim, atualmente, uma tinica
denominacao holomorfica, no caso Penicillium, é utilizada para nomear
espécies que apresentam dois estagios alternados em seu ciclo de vida.
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Identificacao polifasica

A identificacdo de espécies do género Penicillium era baseada
na taxonomia classica, onde considerava basicamente caracteres
morfolégicos. Uma limitacdo desse tipo de taxonomia € a plasticidade
fenotipica, que é a capacidade de um organismo mudar sua morfologia
deacordo as condicoes ambientais, o que pode dificultar as comparacoes
entre as espécies. Por exemplo, a mesma espécie flingica pode parecer
uma espécie distinta quando cultivada em diferentes temperaturas,
iluminacdo, nutrientes e umidade. Portanto, para minimizar esse
problema em estudos taxonémicos, passou-se a utilizar a taxonomia
polifasica, que integra dados morfologicos, fisiologicas e moleculares.
Para realizar essa abordagem é necessario a utilizacdo de técnicas
estritamente padronizadas como esta detalhado na Figura 4.

Figura 4. Métodos padronizados para identificacdo polifasica de espécies do género
Penicillum.

SUSPENSAO DE MEIOS DE CULTURA:

ESPOROS:
- dH,0;
- 0,30% agar;
- Tween80;
Conservar a 4°C

- Autoclavar a 115°C de
10 a 15 min;

- Placas de Petri 90 mm;
- 20 ml de meio por
placa.

IDENTIFICACAO
MOLECULAR:

- Extragdo de DNA;

- Amplificagdo e sequenciamento
das regides génicas: ITS, Bend e
CmD.

Fonte: Cristiane Figueiredo e Harisson de Souza.
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Caracterizacao morfofisiologica

Na taxonomia polifasica, as principais caracteristicas
macromorfologicas e fisiol6gicas analisadas para identificar espécies
de Penicillium spp. sdo coloracdo do verso e reverso, textura, formato
das margens e diametro das colonias, producdao e coloracdo de
pigmento solavel e exsudato e a producdo de acido. Para analisar essas
caracteristicas é recomendado seguir uma rigorosa padronizacdo na
preparacdo dos meios de cultura, na transferéncia do inéculo e no
controle das condi¢des de incubacdo. Por esse motivo, foi estabelecido
utilizar 20 ml de meio de cultura em placa de Petri com dimensoes de 90
mm x 15 mm. Volumes diferentes interferem na coloracdo e no tamanho
das colonias. O in6culo fiingico deve ser uma suspensio de esporos
em solucdo agar agua semi-solido e a transferéncia dessa suspensao
é realizada com o auxilio de uma micropipeta (0,5-1 pL) em 3 pontos
equidistantes nas placas. Essas placas sdo incubadas em BOD a 25 °C,
no escuro, por sete dias. Além disso, placas adicionais sao incubadas a
30 e 37 °C para distin¢do de espécies (Figura 4). Durante o periodo de
incubacdo, ndo é recomendado fechar as placas com parafilme, uma vez
que a condicao de aeracao dentro da placa deve ser mantida.

Os meios de cultivo considerados meios padrao para observar
as principais caracteristicas macromorfologicas e fisiolégicas das
espécies desse género sdo agar autolisado de Czapek levedura (CYA) e 0
agar extrato de malte (MEA, Oxoid). Para observar uma variedade maior
de caracteristicas, sdo utilizados meios adicionais, tais como: agar de
Czapek (CZ), agar de sacarose e extrato de levedura (YES), agar de aveia
(0A), agar de creatina-sacarose (CREA), agar de dicloran 18% de glicerol
(DG18), agar de Blakeslee MEA (MEAbI) e CYA com NaCl a 5% (CYAS)
(Tabela 1). Isolados cultivados em meio OA podem fornecer valiosas
informacOes para a taxonomia, uma vez que, o meio é utilizado para
favorecer a producao e desenvolvimento de estruturas sexuadas. No
meio de cultura CREA é possivel obter informacoes fisiol6gicas, pois
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as espécies que produzem acidos organicos mudam a coloracdo do
meio de cultura ao redor das colénias. Os meios de cultura DG18 e CYAS
possuem baixa atividade de agua, e sio importantes para avaliar as
taxas de crescimento das colénias. O meio cultivo YES é utilizado para
descricao do perfil de extrolitos e coloracdo do reverso das colénias
(VISAGIE et al., 2014). E recomendado o uso de cartas de cores para
descrever a coloracao do verso e reverso das colénias e para o género
Penicillium é comumente utilizada a carta de cores Methuen Handbook
of Color.

Existe também wuma padronizacio para realizar a
caracterizacao micromorfolégica, como descrito na figura 4, mas nesse
caso, é utilizado apenas um meio de cultura. Os isolados flingicos sdo
transferidos para o meio de cultura MEA ou MEAbl a 25 °C por 7-10 dias.
ApOs esse periodo de incubacao, as laminas sao preparadas utilizando
o acido latico 60%. Os caracteres microscopicos observados incluem:
a forma do conidi6foro, textura e tamanho das estipes, tamanho das
métulas (quando presentes), tamanho e forma das fialides e vesiculas
(quando presentes) e forma, textura e tamanho dos conidios.

Algumas espécies desse género produzem ascomas, que
sao estruturas reprodutivas sexuadas e podem ser utilizados na
identificacao, por ser um fator de distincdo das espécies de Penicillium
spp. Quando ocorre a formagao de ascomas, os caracteres analisados
sdo o tamanho dos cleistotécios, ascos e ascésporos, nimero de
ascOsporos pPor asco, ornamentacao dos ascosporos e o tempo para a
formacao dos cleistotécios.

Caracterizacao molecular

Atualmente, sequéncias nucleotidicas sao utilizadas para inferir
relacoes filogenéticas, bem como identificar espécies de fungos.
Esse método se tornou uma importante ferramenta para diversos
taxonomistas, nas mais diferentes areas. A regido genomica do
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espacador transcrito interno (ITS - Internal Transcribed Spacer) (Tabela
2) do DNA ribossomal (DNAr) é amplamente sequenciada e utilizada
como o barcode oficial para inferir relacoes filogenéticas entre fungos.
Contudo, esse locus é insuficiente na identificacdo e distincdo de
espécies proximamente relacionadas no género Penicillium, podendo
ser utilizado na definicdo de secdes dentro do género. Atualmente,
outros marcadores sdao utilizados devido as limitacdes do ITS, como
a B—tubulina (BenA), a segunda subunidade maior da RNA polimerase
II (RPB2) e a calmodulina (CaM) )Tabela 2), que sdo capazes de
distinguir espécies de Penicillium spp. intimamente relacionadas. Para
identificacbesderotina,os taxonomistas,consideram o gene BenAcomo
o melhor locus para separar espécies dentro desse género. No entanto,
para as descricoes de novas espécies de Penicillium spp. é recomendado
o sequenciamento de no minimo trés genes, ITS, BenA e CaM. Veja no
capitulo sobre diversidade e taxonomia de Aspergillus mais detalhes
sobre os procedimentos para realizar analises filogenéticas.

Tabela 1. Formulacées dos meios de cultura utilizados para a caracterizacio
morfolégica de espécies do género Penicillium.

Solucao estoque Czapek (100 ml) Solucdo estoque de elementos tracos (100 ml)
NaNO3 30g CuS0O4-5H20 05g
Kcl 5g ZnS04-7H20Z olg
MgSO4-7H2 5g dH20 100 ml
FeSO4-7H20 0lg Conservar a 4-10°C
dH20 100 ml
Conservar a 4-10°C Agar creatina-sacarose (CREA)

Sacarose 30g
Agar extrato de malte de Blakeslee (MEADI) Creatina-1H20 3g
Extrato de malte 20g K3P04-7H20 16¢g
Peptona 1g MgS04-7H20 05g
Glicose 20g KCl 05g
Solucdo estoque de elemento traco 1 ml FeSO4-7H20 0.01g

Agar 20g Solucdo estoque de elemento traco 1ml
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dH20 1000 ml Bromocresol purpuro 005¢g

Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 5.3 Agar 20g
dH20 1000 ml

Agar de Czapek (CZ)
Concentrado Czapek 10ml
Sacarose 30g

Solucdo estoque de elementos tracos 1 ml
Agar 20¢g
dH20 1000 ml

Autoclavar a 121 °C por 15 min.

Agar autolisado de Czapek levedura (CYA)

Concentrado Czapek 10ml
Sacarose 30g
Extrato de levedura 5g
K2HPO4 1g

Solucdo estoque de elementos tragos 1 ml
Agar 20g
dH20 1000 ml
Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 6.2

Agar extrato de malte (MEA)
Extrato de malte (oxoid) 50¢g

Solucdo estoque de elementos tracos
1ml
Agar 20g

dH20 1000 ml
Autoclavar a 121 °C por 10 min. pH 5.4

Agar de aveia (0A)
Flocos de aveia 30g

Solucdo estoque de elementos tracos
1ml
Agar 20g

Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 8.0

Agar autolisado de Czapek levedura com NaCl a
500 (CYAS)

Concentrado Czapek 10ml
Sacarose 30g
Extrato de levedura 5g
K2HPO4 1g
Solucdo estoque de elementos tracos 1ml
NacCl 50g
Agar 20g
dH20 1000 ml

Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 6.2

Agar de dicloro 189 de glicerol (DG18)

Dicloro base de agar de glicerol 315¢g
Glicerol 220¢g
Solucao estoque de elementos tracos 1ml
Cloranfenicol 0.05g
Agar 20g
dH20 1000 ml

Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 5.6

Agar de sacarose e extrato de levedura (YES)

Extrato delevedura 20g
Sacarose 150¢g
MgS04-7H20 05g
Solucao estoque de elementos tracos 1ml
Agar 20¢g
dH20 885 ml
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dH20 1000ml  Autoclavara 121 °C por 15 min. pH 6.5

Autoclavar a 121 °C por 15 min. pH 6.5

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para amplificacio e sequenciamento de
espécies de Penicillium spp.

Locus I\L(;lil:sgo Sentido Sequéncia do primer (5'-3') TaI(I;)Ell)I)lhO
ITS ITS1 Forward TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
1TS4 Reverso TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 000
BenA Bt2a Forward  GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC 550
Bt2b Reverso  ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC
caM CMD5 Forward CCG AGT ACA AGG ARG CCTTC 580
CMD6 Reverso CCG ATR GAG GTC ATRACG TGG
RPB2 5F Forward GAY GAY MGW GAT CAY TTY GG 1000
7CR Reverso CCCATR GCTTGY TTRCCC AT

O uso da taxonomia polifasica na identificacdo e descricdo de
espécies flingicas fornecem resultados mais consistentes. A crescente
disponibilizacao de sequéncias génicas nos bancos de dados, aliados
a preservacao das espécies em colecdes de cultura contribuiram para
assegurar a continuidade dos estudos taxondémicos das espécies
de Penicillium spp. Além disso, esses esforcos podem contribuir
para a melhor utilizacdo das funcoes biotecnologicas associadas as
diversas espécies desse género. Ja existem alguns trabalhos utilizando
analise protedmica por MALDI-TOF MS para identificar espécies de
Penicillium spp. Esse é um método adicional que pode contribuir para
caracterizacao de espécies desse género de modo rapido e com um
custo reativamente baixo.
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